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Résume

L’épidémie de coronavirus est une maladie mortelle qui a colté la vie a de nombreuses
personnes. Elle s’est propagée en 2019 par transmission de 1’animal a I’homme. Jusqu’a
présent, aucun traitement approuvé pour le COVVI-19 causé par ce virus n'a été identifie, ce
qui rend necessaire étudier et développer des traitements médicamenteux et des vaccins

efficaces pour la prévention et le traitement.

Notre étude se concentre sur le Docking moléculaire employé pour la recherche de
nouveaux inhibiteurs de 1’hélicase NSP13. C'est pourquoi nous avons utilisé cette technologie,
Cette étude a été assistée par le logiciel MOE pour comprendre le mode d’interaction de 70
molécules phytochimiques vis-a-vis le récepteur NSP13 impliqué dans le développement du
SARS Cov2.

Les résultats de Docking moléculaire montrent que 11 ligands, sont les meilleurs
complexes sélectionnés qui donne la plus petite valeur des énergies par rapport au ligand de
référence (5RLJ), ce dernies dont le score est égal a -4,6083 kcal/mol. On utilise
SwissADME et ProTox-1l pour prédire et analysé les propriétés pharmacocinétiques et la

toxicité.

Selon les résultats de Docking moléculaire, propriétés d’ADME et la prédiction de

toxicité le kampéferol pourrait le meilleur candidat de médicament.

Mots Clés: SARS-CoV-2, hélicase NSP13, Docking moléculaire, ADME, kampéferol.



Abstract

The coronavirus epidemic is a deadly disease that has claimed the lives of many
people. It spread in 2019 by animal-to-human transmission. So far, no approved treatment has
been identified for the covid-19 caused by this virus, making it necessary to study and

develop effective drug treatments and vaccines for prevention and treatment.

Our study focuses on the molecular docking used for the search for new inhibitors of
the NSP13 helicase. For this we used this technique. This study was assisted by the MOE
software to understand the mode of interaction of 70 phytochemical molecules with the
NSP13 receptor involved in the development of SARS Cov2.

Molecular docking results show that 11 ligands are the best selected complexes which
give the lowest value of energies compared to the reference ligand (5RLJ), the latter whose
score is equal to -4.6083kcal/mol. SwissADME and ProTox-Il are used to predict and analyze

pharmacokinetic properties and toxicity.

According to the results of Molecular Docking, properties of ADME and the

prediction of toxicity Kampeferol could be the best drug candidate.

Keywords: SARS-CoV-2, NSP13 helicase, molecular docking, ADME, kampeferol.
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Introduction générale

Les coronavirus forment une vaste famille de virus, La plupart des personnes infectées
par le virus présentent une maladie respiratoire d’intensité 1égeére a modérée et se rétablissent
sans avoir besoin d’un traitement particulier. Certaines, cependant, tombent gravement
malades et ont besoin de soins médicaux. Les personnes agées et celles qui ont un probléme
médical sous-jacent, tel qu’une maladie cardiovasculaire, un diabéte, une maladie respiratoire
chronique ou un cancer, ont plus de risques de présenter une forme grave. N’importe qui, a

n’importe quel age, peut contracter la COVID-19 et tomber gravement malade ou en mourir.

[1]

Le Sars-CoV-2 est le nom officiel du nouveau coronavirus identifié le 9 janvier 2020
dans la ville de Wuhan, chef-lieu de la province du Hubei en Chine. D'abord appelé
coronavirus de Wuhan ou 2019-nCoV, le nom a été proposé par International Committee on

Taxonomy of Viruses, I'organisme en charge de la classification des virus.

Il est I'agent étiologique de I'épidémie de pneumopathie infectieuse qui s'est répandue
en Chine et dans le monde a partir de fin décembre 2019. Cette maladie a été nommée Covid-
19 par I'OMS, le 11 février 2020. [2]

Le SARS Cov2 est constitué d’un brin d’ARN de prés de 30K bases [3], Le premier
tiers d'ARN (orfla, orflb) traduit deux polyprotéines (ppla, pplb) qui codent pour 16
protéines non structurales, dont nsp8, nspl12 et I'hélicase nspl3. Ces protéines permettent au
cycle du SRAS-CoV de se poursuivre car elles sont des composants du complexe

transcription et la réplication.

Les hélicases sont des protéines qui se déplacent longitudinalement le long des liaisons
phosphodiester de l'acide nucléique, séparant les deux brins antiparalléles de [l'acide
nucléique (ADN double brin, ARN double brin ou hybride ADN-ARN) en utilisant I'énergie
libérée dans I'acide nucléique par I'hydrolyse de I'ATP ou du GTP, [4] Qui permet la
réplication de I’ARN. Donc il est un composant nécessaire du cycle de vie du virus et donc

une cible potentielle pour empécher la réplication de SARS Cov en I’inhibant.

Dans notre travail, nous avons utilisé le logiciel MOE, qui nous permet d’étudier par
Docking moléculaire entre protéine-ligand, afin de trouver de nouveaux inhibiteurs de
I’NSP13.
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Introduction générale

L’objectif du présent travail consiste a effectuer un Docking moléculaire avec logiciel

MOE, afin de sélectionner des molécules stables inhibant le récupérer NSP13.

La présentation générale de notre travail sera la suivante : il y a deux (2) parties, dans

la premiere partie nous avons 3 chapitres et la deuxiéme partie est pratique.

La premiere partie :

- Dans le premier chapitre, nous avons présenté une définition du coronavirus, en particulier
du SARS-cov-2, de ses composants, de son génome et de sa réplication, ainsi qu’une
étude épidémiologique, un diagnostic, des protocoles et des vaccins approuves.

- Au cours du deuxieme chapitre, nous avons donné un apergu de la définition de 1’hélicase
en général, de son mode d’action, hélicase dans le cas du SARS-CoV-2(NSP13), de ses
propriétés physicochimiques, et de ses inhibiteurs homologués.

- Dans le troisieme chapitre, nous donnons un apercu bibliographique de Docking
moléculaire.

Dans la deuxieme partie, nous avons présenté les différents matériels et méthodes
utilisés dans cette étude aux résultats obtenus et a leurs discussions.

Enfin une conclusion générale résume I’ensemble du travail réaliseé.
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Chapitre | Le virus du Syndrome Respiratoire Aigu Severe 2. SARS-CoV-2

1. Généralité

Les coronavirus sont des virus animaux de mammiféres, la plupart du temps peu
pathogénes pour leur hote. L’homme a aussi « ses » coronavirus (les virus du coryza, ou
rhume), qui se transmettent par voie aérienne, en particulier chez I’enfant. Deux de ces virus
humains ont une origine (ancienne) animale, et I’'un d’entre eux, originaire de rongeurs, est
passé par un héte intermédiaire bovin avant de s’adapter & I’homme. Pourtant, cet exemple
n’a pas été pris en compte dans les travaux tentant de prédire 1’émergence de virus
pandémiques, qui ont préféré se focaliser sur les virus grippaux plutdt que sur les coronavirus,
pas plus que les deux épidémies humaines liées a des coronavirus d’origine animale du début
du XXIe siecle : celle du SARS (virus originaire d’une chauve-souris) et celle du MERS
(originaire du chameau). Ces infections humaines se caractérisent pourtant par un syndrome
respiratoire aigu, parfois accompagné de pneumonie sévére avec détresse respiratoire. Virus a
ARN simple brin, les coronavirus sont enveloppéeés par une « couronne » de pointes (spikes)
pourtant la protéine S,clé de la fixation et de la pénétration du virus dans les cellues humaines.
Un court retour sur le SARS et MERS nous permettra de comprendre pourquoi la Covid-19
fut une pandémie non anticipée, prise a la 1égere a son début par beaucoup d’épidémiologistes
et de médecines, alors qu’elle a, a I’heure ou j’écris ces lignes, touché plus de 104 millions de
personnes, fait plus de 2,2 millions de mortes et qu’elle a eu des conséquences inattendues sur
les plans sanitaire, politique, financier, économique et social. [5]

Le SARS, ou syndrome respiratoire aigu sévere, SARS en anglais, affection grave et
trés contagieuse, apparut brutalement en février 2003, a Hong Kong. 1l a parcouru brievement
le monde, pour s’éteindre grace aux séveres mesures de controle mises en place. Ce fut la
premiere pandémie du XXI¢ siecle. [5]

Tout commencga apparemment a Hong Kong le 22 février 2003, lorsqu’un médecin
néphrologie du sud de la Chine continentale, venu rendre visite a son beau-frére et descendu a
I’hotel Métropole, fut hospitalisé pour une pneumonie atypique sévere, dont il décéda. Dans
les jours suivants, son beau-frére, plusieurs personnes du méme hdétel et son voisin de
chambre a I’hopital furent atteints de la méme affection, et contaminérent a leur tour des
infirmieres de I’hopital et divers sujets contacts. Parmi les malades, treize avaient logé a
I’hotel Métropole, dont neuf au neuviéme étage, comme le médecin, chinois, qui a été
identifié comme le « patient zéro », a I’origine de 1’épidémie. C’est a cause des déplacements

de ces treize voyageurs que I’épidémie a ensuite diffuse internationale. [5]
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2. Définition des coronavirus

Le nom coronavirus (CoV), du latin signifiant « virus a couronne », est di a
I'apparence des virions sous le microscope électronique, avec une frange de grandes

projections bulbeuses qui ressemblent a la couronne solaire [6] [7].

Virus La bataille immunitaire s'engage
SARS-Cov-2 Muqueuse entre les cellules de défense
nasale des poumons et le virus.
. / Les alvéoles sont bouchées par
'&' # des débris, sang et fluides issus

d'une réponse immunitaire qui
s'emballe.

Le tissu séparant
alvéole et vaisseaux
sanguins s'épaissit.

Les échanges gazeux entre
I'air et le sang sont donc
compromis. Le malade peut

Sac alvéolaire

se trouver en détresse
respiratoire.

Figure 1 : Illustration du coronavirus dans la muqueuse respiratoire. [6] [7]

Les coronavirus appartiennent a la famille des Coronaviridae. Ce sont des virus enveloppés, a
ARN monocaténaire a polarité positif, de forme sphérique ; certain Coronavirus font entre
120-160 nm de diamétre avec un cceur interne, parfois icosaédrique, de 65nm, et une

nucléocapside en hélice. [6]

M’ (Protéine Membranaire Intégrée)
autre conformation

Figure 2 : Représentation schématique d'un coronavirus. [6]
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Les coronavirus ont deux larges projections a leurs surfaces formées de glycoprotéines
possédant un globule et une portion fine. Les peplomers (trimere de spicule) ont environ
20nm de long. Chez certain coronavirus comme le BCoV et le virus de 1'hépatite murin
(MHV), une seconde couche de peplomers formée par des protéines Hémaglutinine Estérase
(HE) est également observee [8].

3. Classification des coronavirus

La famille des Coronaviridae est regroupés en quatre genres (alphacoronavirus,
bétacoronavirus, gammacoronavirus et deltacoronavirus) qui infectent principalement les
oiseaux et les mammiferes, y compris les humains et les chauves-souris. Les sept coronavirus
connus pour infecter les humains appartiennent aux genres alpha et bétacoronavirus, tandis que

les gammas et deltacoronavirus infectent principalement les oiseaux. [9]

ORDRE I NIDOVIRALES
v I ARTERIVIRIDAE l CORONAVIRIDAE I MESONIVIRIDAE I RONIVIRIDAE

Sous-
FAMILLE CORONAVIRINAE TOROVIRINAE
GENRE Alpha Beta Gamma Delta
. cor . © i u us u <
CLADE

' Clade A u Clade B u Clade € . Clade D

Figure 3 : classification et taxonomie des coronavirus humains (HCOV). [9]
4. Les récepteurs identifient des coronavirus
Le degré d’atteinte cellulaire induit par une infection a coronavirus varie selon la

souche virale et la cellule cible, et va de 1’absence totale d’effet cytopathique a la lyse

cellulaire. [10, 11]
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Tableau 1 : Souches identifiées des coronavirus et leurs récepteurs respectifs [10, 11]

Les souches identifiées  Récepteurs cellulaires

Souche 229F Aminopeptidase N, métalloprotéase présente a la surface
des cellules eépithéliales pulmonaires, intestinales, et
rénales, des fibroblastes et de certaines cellules du
systéme nerveux central

Souche OC43 Plusieurs candidats retenus :
-Récepteurs contenant de 1’acide sialique semblables a
ceux utilisés par Influenza C

-molécules HLA de classe |
-antigénes carcino-embryonnaires

Souche SARS-CoV 2 ACE2 : angiotensine-converting enzyme, molécule
exprimée dans de nombreux tissus : bronches, poumons,
ceeur, reins, tractus gastro-intestinal

5. Le SARS-CoV 2

Le virus du Syndrome Respiratoire Aigu Sévere (SARS-CoV-2) est un
nouveau coronavirus (CoV) humain. 1l a émergé en Chine fin 2019 et est responsable de
la pandémie mondiale de la Covid-19 ; une pneumonie fébrile atypique pouvant évoluer
vers une insuffisance respiratoire tres sévere, causant a ce jour, plus de quatre millions de
déces [7] [10]

L’agent étiologique de la Covid-19 a rapidement été identifié, et dés le 26
janvier 2020, 10 génomes viraux ont été séquencés. La comparaison des séquences
génomiques a montré que la séquence du génome du SARS-CoV-2 est proche du SARS-
CoV (99 % d’identité) et du MERS-CoV (50 % d’identité), responsables des €pidémies
humaines précédentes. Il fut donc conclu que le SARS-CoV-2 était un nouvel agent
infectieux a transmission interhumaine appartenant a la famille des SARS-CoV, dont le
réservoir animal était la chauve-souris [8]

6. Les protéines structurales du SARS-CoV-2

Les orientations des études actuelles montrent que le SARS-CoV-2 posséde quatre

protéines structurales. [12]
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Tableau 2 : les protéines structurales du SARS-CoV-2. [12]
Protéine Réle Précisions et

commentaires

Protéine S (spike protein)

Glycoprotéine
transmembranaire
organisée en
homotrimére et dont on
peut Voir les
protubérances  a la
surface du dont on peut
voir les protubérances a
la surface du SARS-
COV2.cette protéine va
lier le récepteur de la
hote I’QCE2 et permettre
I’entrée du SARS-COV2

dans la cellule.

La protéine S est
composée de deux sous-
unités (S1 et S2). La
liaison a ’ACE2 se fait
via un domaine de
liaison nommé SB de la
sous-unité  S1, Le
blocage de la liaison
entre le domaine SB et
I’ACE-2 a l’aide d’un
anticorps neutralisant est
une des cibles
potentielles pour la

vaccination

Protéine N

(protéine de la nucléocapside)

Possede plusieurs
fonctions, dont la
réplication du SARS-
CoV-2 et I’enroulement
de I’ARN viral.

La séquence de cette
protéine est trés bien
conservée chez les
coronavirus. Elle est
fortement exprimée lors
d’une infection. La
protéine N est d’ailleurs
une cible pour des

anticorps neutralisants.

Protéine E (Enveloppe)

Petite protéine
membranaire du SARS-
CoV-2 impliquée
notamment dans e
bourgeonnement du virus
vers Dextérieur de la

cellule hote. Elle

Protéine moins
abondante que la
protéine S, M et N. Elle
est ajoutee a la
membrane du  virion
dans le réticulum

endoplasmique de la

'y

L7



Chapitre | Le virus du Syndrome Respiratoire Aigu Severe 2. SARS-CoV-2

stabiliserait 1’enveloppe | cellule hote.

virale
Protéine M Elle joue wun réle | Protéine de structure la plus abondante chez le
(protéine central dans | SARS-CoV-2. Elle est primordiale pour assurer la
membranaire) | ’assemblage du | formation de I’enveloppe virale (toutefois, seule,
SARS-CoV-2. elle ne peut produire une structure viable de virion).

Glycoprotéine de surface (S, spike)
Protéine de membrane (M)
Protéine d’enveloppe (E)
Phospholipides

Protéine de nucléocapside (N)
ARN génomique (monocaténaire
de polarité positive)

Figure 4 : les protéines structurales de SARS-CoV2. [13]

7. Aspect génomique

Le SARS-Cov2 est classé dans le genre Beta coronavirus de la famille des
coronavirale [14].11 s’agit d’un virus enveloppé dont le génome est constitué d’un acide
ribonucléiqgue(ARN) simple brin, d’une longueur d’environ 30 kb [15].L’ARN de SARS
Cov2 constitué d’environ 30000 bases [16]. Le génome comprend deux régions non codantes
en 5’ et en 3’. La partie codante est divisée en plusieurs sections, un nombre variable de
cadres de lecture ouverts (ORF). Les deux tiers de I’ARN viral sont situés principalement
dans le premier ORF (ORFl1a) (ORF1b), traduisent deux poly protéines, ppla et pplb, et
codent pour 16 protéines non structurales (NSP), Le dernier tiers du génome code les
protéines de structure (S, E, M, N). [17]

10
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A
Memberane protein (M)
Spike protein (S) RNA
Envelope protein (E)_ Nucleocapsid protein (N)
B - ¥ o o = 0

PL-Pro 3cl RdRo HeElicase Exon

Figure 5 : Présentation schématique de la structure et organisation du génome du SARS-
CoV-2, (A) la structure de SARS-Cov2, (B) Le génome du SRAS-CoV-2 (29903 nucléotides)
comprend le 5" UTR, ORF1a/b codant 16 nsps pour la réplication, quatre génes qui codent
pour des protéines structurelles, notamment les protéines S, E, M et N, six genes accessoires
qui codent pour six protéines accessoires telles que ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORFS8 et
ORF10. [17]

7. Réplication et Pathogenése

Le SARS-CoV-2 est un virus ARN de grande taille. Son génome atteint 30 000 bases.
Il code d’une part pour grand transcrit qui sera traduit en 16 protéines coupées par des
protéases. Ces protéines serviront a la réplication du virus et a la formation de nouveaux brins
d’ARN. Le virus s’attache spécifiquement a la cellule sensible grace a une interaction de
haute affinité entre la protéine S virale et 1’ Angiotensin-converting enzyme 2(ACE 2),
récepteur cellulaire de 1’hote. En effet, la protéine S est constituée de deux sous-unités
fonctionnelles : la sous-unité S1 permet la liaison du virus au récepteur de la cellule hote et la
sous-unité¢ S2 assure la fusion de I’enveloppe virale et la membrane cellulaire. SARS-CoV-2
libére son ARN dans la cellule hdte. L'ARN de son génome est ensuite traduit en protéines
qui sont secondairement clivées pour former les protéines structurales et de multiplication

virale. Les protéines virales et I'ARN du génome sont ensuite assemblés en virions dans le
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Réticulum endoplasmique et I’appareil de Golgi puis bourgeonnent dans la lumiére du RE

[18] [19].
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Figure 6 : La réplication de SARS cov2. [18] [19]
8. Epidémiologie

Alerte initiale en janvier 2020, description clinique de la maladie dans le courant du

méme mois et mise a disposition de la séquence du virus quelques semaines plus tard

seulement... la qualité de la recherche scientifique et de I’échange d’informations a permis

aux connaissances medicales de prendre un formidable départ lors de 1’apparition du SARS-

CoV-2. [20]

De nombreux systémes de surveillance ont été activés ou perfectionnés pour essayer

de suivre la pandémie au plus prés. Le suivi épidémiologique reste néanmoins handicapé par

la faiblesse de certaines surveillances a 1’échelle des pays, et des données qui sont parfois
difficiles a agréger. Les chiffres en 2022 (408 millions cas et 5,8 millions de déces).
Les ¢épidémies de COVID sont assez différentes d’une région ou d’un pays a ’autre, avec des

poussées qui se sont succédé de fagons tres différentes. La couverture vaccinale influence

considérablement le nombre de nouveaux cas et les décés. [20]

12
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COVID-19 Pandemicin 2022

COVID-19 cases and deaths reported weekly, as of 6 February 2022
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Figure 7 : Pandémie du Covid-19 en 2022. [20]

On peut classer les facteurs qui influencent la transmission en 4 grandes catégories :
facteurs liés a 1’hote (immunité populationnelle, démographie, schéma de contacts), facteurs
environnementaux (saisonnalité etc.), facteurs liés au virus lui-méme (dynamique de Charge
virale, transmissibilité, symptomes induits, apparition de nouvelles variantes et facteurs

structurels (comme les déterminants sociaux de santé). [20]
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Figure 8 : Comment les mesures adoptées par les états influencent le décours de 1’épidémie
de la COVID-19. [21]
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10 RO ou R zéro est le nombre moyen de personnes que chaque porteur du SARS-
CoV-2 peut infecter. Pour ce virus, RO est entre 2 et 3 en I’absence de mesures préventives. Si
RO est supérieur a 1, le virus va envahir toute la population sensible ; si RO est inférieur a 1,
I’infection virale va s’éteindre. [21]

La transmission homme-homme du Covid19. La courbe rouge indique le pic de
I’épidémie. Ce pic apparait a un moment donné et avec une force et une durée qui dépendent
de I’indice de contagion appelé aussi R0O10 ou nombre moyen de personnes qu’une personne
malade va contaminer, qui dépend lui-méme de la transmissibilité de la maladie ( qui varie
avec le lavage des mains, le port du masque), du nombre de contacts directs entre les humains
('qui dépend de la distanciation sociale), et de la durée de la période contagieuse (qui dépend
des traitements).[21]

La courbe verte montre comment les mesures de distanciation entre individus,
notamment le confinement, atténuent le pic de 1’épidémie. La courbe bleue indique le risque
de résurgence de la maladie (2eme vague) si les mesures barriéres sont levées trop tot, ou mal

levées, ou pas a la bonne saison en cas de virus saisonnier. [21]
9. Diagnostic biologique de I’infection par le SARS-cov2

Pour faire face a I’émergence du Sars-CoV-2 responsable d’une pandémie mondiale, il

existe deux grands types de tests de diagnostic de I’infection par le SARS-cov2 :

9.1. Les tests de détection directe du virus

» Tests d’amplification des acides nucléiques (Taan)

Trois des défis majeurs du diagnostic moléculaire sont (a) de détecter de petites
quantités d’ARN viral pour réduire le nombre de faux négatifs, (b) de différencier le signal
positif parmi différents pathogenes pour diminuer le nombre de faux positifs et (c) avoir un
débit important, (RT-PCR) est le test validé pour le diagnostic précoce chez les patients

suspectés d’infection par le Sars-CoV-2 [22]
» Quels prélevements

Le test de réference de dépistage du Sars-CoV-2 repose sur la détection de I’ARN viral
par RT-PCR sur prélevements rhino-pharyngés dont les performances seraient meilleures que
sur prélevements oro-pharyngés, Cependant, la Haute Autorité de santé (HAS) a rendu, le
18septembre 2020, un avis favorable a I’utilisation et au remboursement des tests salivaires

RT-PCR dans le cadre du dépistage de la Covid-19 chez des personnes symptomatiques,

1]
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Il devra néanmoins étre réservé priorité aux personnes pour lesquelles la pratique du

prélevement nasopharyngeé est difficile, voire impossible (chez les jeunes enfants, chez des

personnes présentant des troubles psychiatriques...). [22]

Cavité nasale ,' z
Nasopharynx

,(.-: 1z — Oropharynx
N —
"Q =) Hypopharynx

La procédures comprend les
etapessuivants:

-patient assis, dos contre le
dossier du siege, inclinaison de
la téte en arriére.

-soulever la pointe du nez pour
déegager l'orifice narinaire.

-tenir 'ecouvillon par I'extremitée
distale de la tige et linsérer
perpendiculairement au plan de
la face, sans toucher l'orifice
narinaire.

-Suivre le plancher de la fosse
nasale.
-tourner
retrait.

-d'echanger l'ecouvillon dans le
milieude transport.

I'écouvillon avant le

Figure 9 : Coupe sagittale des voies aériennes supérieures illustrant les modalités de

réalisation d’un prélévement rhino-pharyngé avec un écouvillon. [22]

» Quand prélever

Le prélévement doit prendre en compte la dynamique de 1’excrétion respiratoire. Elle
atteints on maximum a la fin de la premiére semaine apres contamination, juste avant et
pendant les trois premiers jours qui suivent apparition des symptémes. Elle diminue ensuite

lorsque la réponse immunitaire (IgM puis 1gG) apparait. Au-dela de la premiéere semaine, on

observe une meilleure détection au niveau des prélévements profonds et des selles. [22]

T Detection =
improbable PCR fréguemment positive g

Sars-CoV-2

PCR fréquemment négative

Apparition des symptomes

PCR sur prélevement naso-pharynge
Anticorps IgM
Anticorps IgG

_

Figure 10 : Cinétique des marqueurs diagnostiques en fonction du stade de I’infection. [22]
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» Quels tests utiliser

Il existe différentes stratégies de détection des ARN viraux avec des sensibilités et/ou
des TAT (turn-around-time) variables. A ce jour, plus de 370 tests moléculaires commerciaux
sont disponibles sur le marché, ce qui rend le choix du biologiste parfois trés délicat ne
sachant quel est le niveau de validation de chaque test. La grande majorité est des trousses de
gRT-PCR nécessitant une extraction d’acides nucléiques préalables et adaptables sur de
nombreux thermo-cycleurs. D’autres systemes sont plus intégrés et donc plus automatises.
[23]

Parallelement a la RT-PCR, un test reposant sur une approche moléculaire de type RT-
LAMP (amplification isotherme médiée par boucle de transcription inverse) ciblant le gene
RdRp a également été validé par la Food and Drug Administration (FDA) aux Etats-Unis
permettant d’obtenir des premiers résultats en cinq minutes en cas de positivité et un résultat

final en 13minutes pour les négatifs. [23]

Tableau 3 : Principaux avantages et inconvénients des méthodes de détection moléculaires du
SARS-cov2. [23]

Méthodes Principaux avantages Principaux inconvénients

RT-PCR Méthode de référence, sensibilite et TAT long, temps technicien
specificité élevées, Compatibilité avec  élevé sans automatisation.

I’automatisation et les panels multiples.

RT-LAMP TAT court Sensibilité plus faible, débit
limité.
TMA Automatisation compléte, sensibilité TAT long.

élevée, haut débit.

RT-PCR: real-time reverse transcription polymerase chain reaction
RT-LAMP: reverse transcription loop-mediated isothermal amplification
TMA: transcription mediated amplification

TAT: turn-around-time
» Tests rapides de detection d’antigénes

Plusieurs solutions de tests rapides permettant la détection d’antigenes sont apparues
sur le marché. Le principe repose en général sur I’'immun chromatographie avec une lecture
qui peut étre soit manuelle soit automatisée. Leur principal avantage est le délai de rendu de

résultats (environ 10-15 minutes), bien inférieur a la plus rapide des solutions de PCR.

-
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Cependant, avec une sensibilité de moins de 70 %, les performances de certains tests de

détection d’antigene sont inférieures a celles de la PCR. [24]
9.2. Tests sérologiques

Les tests sérologiques permettent de rechercher la présence dans le sang d'anticorps
dirigés contre 1eSARS-CoV-2 (immunoglobulines de type M ou G (IgM/1gG)). Ces tests
permettent de déterminer si la personne a été infectée par le virus au cours des semaines
précédentes. Ces tests ne permettent pas de faire un diagnostic précoce de I’infection puisque
la production d’anticorps spécifiques par le systtme immunitaire prend un certain temps qui
peut varier de quelques jours a quelques semaines. [25]

10. Traitement covid-19 : protocole et antibiotique

De nombreux médicaments et traitements potentiels dans le monde sont a I’étude pour
une utilisation contre le Covid-19, il y a deux familles de médicaments qui offrent certain

bénéfice contre le covid : les antiviraux et les anticorps monoclonaux. [26]
10.1. Les médicaments antiviraux contre la Covid-19

Ces médicaments visent a bloguer la multiplication deSARS-CoV-2 apres

contamination. lls doivent donc étre rapidement administrés, des les premiers symptomes.

> L'association nirmatrelvir/ritonavir(PAXLOVID) est recommandée en premiere
intention dans le traitement de la COVID-19 chez les adultes a risque d'évolution vers une
forme grave, mais ne nécessitant pas d'oxygénothérapie. Ce médicament se présente sous
forme de comprimés et doit impérativement étre administré dans les 5 jours suivant

I'apparition des symptémes. [15]

> Le remdésivir (VEKLURY) peut étre utilisé dans le traitement de la COVID-19 en cas de
contre-indication a I’utilisation de PAXLOVID, notamment liée aux interactions

médicamenteuses. Il s’administre par voie intraveineuse a I’hopital. [26]

» Le molnupiravir (LAGVERIO) Un nouvel antiviral inhibiteur de la protéase du SARS-
CoV-2 vient d'obtenir une autorisation de commercialisation de I'agence japonaise du

médicament, mais n'est pas encore autorisé par les autorités européennes. [26]

]
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10.2. Les anticorps monoclonaux contre la Covid-19

Ces anticorps, produits par biotechnologie, visent a bloquer I’action de SARS-CoV-2
sur les cellules cibles. lls sont trés sensibles aux mutations du virus et 1’apparition d’Omicron

les a quasiment tous rendus inefficaces. [26]

> Le EVUSHELD (tixagévimab/cilgavimab) est une association de deux anticorps
monoclonaux ayant subi des modifications pour augmenter leur durée de vie dans le sang
(jusqu'a 70 a 100jours, Ce medicament est actif sur le variant Delta mais il perd totalement

son efficacité contre le sous-variant BQ1.responsable de la vague deCOVID-19. [26]

» Le XEVUDY (sotrovimab) est un anticorps monoclonal a double action : il empéche le
virus d'infecter de nouvelles cellules et il favorise I'élimination des cellules déja infectées.
Il est disponible pour le traitement des adultes et des adolescents (agés de 12 ans et plus et
pesant au moins 40 Kkg) atteints de la COVID-19, qui ne nécessitent pas de
supplémentation en oxygéne et qui risquent d'évoluer vers une COVID-19 séveére (patients
agés, immunodéprimés ou a risque tres élevé de complications). Il doit étre administré, de
facon précoce, dans les 5 jours suivant I'apparition des symptdémes de laCOVID-19. Il
peut constituer une alternative au PAXLOVID. [26]

10.3. Les autres médicaments destinés a prévenir le passage en soins intensifs
Certains médicaments sont utilisés a I’hopital pour réduire le risque d’aggravation.

> La dexaméthasone, un médicament de la famille de la cortisone, réduit le pourcentage de
personnes hospitalisées nécessitant une admission en service de réanimation.

» Le tocilizumab (ROACTEMRA) est indiqué pour le traitement de la COVID-19 chez les
adultes recevant de la dexaméthasone et nécessitant une supplémentation en oxygene ou

une ventilation mécanique.

» L'anakinra (KINERET) est indiqué pour le traitement de la COVID-19 chez le patient
adulte s’atteint de pneumonie nécessitant un supplément d'oxygene. [26]

11. Vaccination
Pour stopper la pandémie, les chercheurs et laboratoires du monde entier se
mobilisent pour développer des vaccins efficaces contre la Covid-19. il est donc
extrémement encourageant de voir autant de vaccins en phase d'essai et de mise au point.
L’OMS travaille sans relache avec ses partenaires pour développer, fabriquer et déployer

des vaccins sdrs et efficaces. [27]

5]
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Tableau 4 : Liste des vaccins fabriqués contre le SARS-CoV-2. [27]

Comparaison de certains vaccins du Covid-19
Société Type Doses Quelle Conservation
efficacité
i~ = Vecteur viral %2
1 = (virus 5
Oxford Uni- génétiquement 70.4% 2asc
AstraZeneca modifié) (6 mois)
e ARN
— (partie du code x2 -25 a 15C
Moderna génétique du 94.10% (7 mois)
virus)
= XZ/ de -80 a -60C
= ARN 5 = =
Pflzer— SO (6 mois)
BioNTech
-18.5C
2
- e . (forme liquide)
Gamaleya Vecteur viral 91.4% 2 a8°C
(Spoutnik V) (forme séche)
‘.‘ Virus inactivé X2 -
Sinovac (virus affaibli) 50.4 - 78%* | 2a8C
(CoronaVac)
*données préliminaires, non encore examinées par les pairs
Source : Gouvernement britannique, Reuters BIEaE
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1. L’hélicase
L'hélicase est une enzyme qui favorise I'ouverture de I'hélice d'ADN, la séparant en
deux brins simples de sorte quelle puisse se répliquer. L'hélicase brise les
liaisons hydrogene entre les bases azotées (purines ou pyrimidines) des deux brins d’ADN, ce

qui provoque leur séparation. [4]

Les hélicases sont des protéines qui se déplacent longitudinalement le long des liaisons
phosphodiester de l'acide nucléique, séparant les deux brins antiparalléles de [l'acide
nucléique (ADN double brin, ARN double brin ou hybride ADN-ARN) en utilisant I'énergie
libérée dans I'acide nucléique par I'nydrolyse de I'ATP ou du GTP. lls se déplacent le long de
la double chaine avec une "adressabilité" spécifique et la "processivité" de chaque enzyme
particuliere. Il y a beaucoup d'hélicases (14 confirmées dans E. coli et 24 dans les cellules
humaines) en conséquence de la grande variété de processus dans lesquels la séparation des

chaines d'acide nucléique doit étre catalysee. [4]

Figure 11 : L hélicase d’E. Coli. [4]

2. Mode d’action

1. L’hélicase "décompresse™ 'ADN en rompant les liaisons hydrogene au niveau de la
fourche de réplication.

2. L’ADN topoisomérase intervient pour réguler la torsion et ’enroulement des deux brins
d’ADN pour les empécher de s'emmeéler.

3. Les protéines de liaison simple brin entrent pour maintenir le brin d'ADN a part.

4. La Primase ajoute une amorce d’ARN au bout 3 ’du brin d’ADN, créant ainsi le coté 5’
sur le nouveau brin d’ADN.

5. L’ADN polymérase 11l ajoute des nucléotides a I’extrémité 3 *du brin d’ADN.

6. Brin principal et brin retard.
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7. L'ADN polymérase | élimine entre les amorces amorce d’ARN et ajoute des nucléotides
d’ADN complémentaires.

8. La ligase permet de refermer les trous entre les brins d’ADN. [28]

LLLLLLLLLL
b, 5

Hélicase Fourche de réplication

ADN original

Figure 12 : Schéma général de la réplication de I’ADN. [28]

3. Cas du virus SARS-COV?2

Le virus SRAS (SARS-COV, coronavirus syndrome respiratoire aigu sévere) semble avoir
une hélicase, connue sous le nom de nsp13 (en dehors de la protéine 13), qui a le méme effet sur
I'ARN. Cette hélicase utilise non seulement I'ATP comme source d'énergie, mais également
d'autres nucléotides et désoxynucléotides. Nsp13 est impliqué, entre autres choses, au début de
I'infection.

Les types sont :

o ADN-B hélicase : c'est une enzyme qui sépare les deux brins lors de la duplication de I'ADN.
e REC-Q helicases : c'est un groupe d'enzymes qui déroule la double spirale de 'ADN

L'absence de ces enzymes (causee par une anomalie génetique) est la cause du
syndrome de Werner, ou un individu vieillit deux fois plus vite que la normale

(progéria adulte). D'autres conditions causées par I'absence de ces enzymes sont :

e Syndrome de bloom: survient lorsque les deux genes BLM ne fonctionnent pas.
La mutation du géne en question survient chez 1 juif sur 120 d'origine est-européenne.
e Syndrome de Rothmund-Thompson (poikiloderme congénital) : survient lorsque les deux

genes RECQ4 ne fonctionnent pas. C'est un probléeme de peau, ou la peau est mince et
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hypersensible a la lumiére et a un risque accru de cancer de la peau. Une cataracte
(une maladie de 1'ceil) se développe également a un jeune age. [4]

4. Propriétés physico-chimiques de NSP 13

Tableau 05 : Les propriétés physico-chimiques de I’NSP 13. [29]

Propriétes physico-chimiques L’NSP 13 du SARS-COV2
Le poids moléculaire (KDa) 66 ,85

Nombre d’acides aminés 601

Le totale des résidus avec charge positive 64

(Lys +Arg)

Le totale des résidus avec charge négative 52

(Glu+ASP)

Demi-vie 4H (in vitro)

>20H (in vivo)

5. Les inhibiteurs de PNSP 13

Le caractere essentiel de I'enzyme hélicase Nsp13 dans tous les coronavirus ont permis
de cibler cette enzyme pour le développement de médicaments antiviraux. [30]

5.1 Les inhibiteurs naturels

Des études récentes ont identifié la myricétine et la scutellaréine comme nouveaux
inhibiteurs chimiques de I'hélicase nsp 13 du SARS-CoV. lls ont étudié les effets inhibiteurs
de 64 composés naturels purifiés sur lI'activité de I'nélicase du SRAS, nsP13, en effectuant un
test de déroulement d'ADN double brin basé sur le transfert d'énergie par résonance de
fluorescence (FRET) ou en utilisant un test d'hydrolyse de I'ATP basé sur la colorimétrie. On
a constaté que la myricétine et la scutellaréine inhibent fortement I’hélicase du SRAS-CoV?2
in vitro en affectant I'activité ATPase, mais pas l'activité de déroulement. Une démonstration
pour la premiere fois que certains flavonoides naturels, pourraient servir d'inhibiteurs
chimiques du SARS-CoV2. [31]

5.2 Les inhibiteurs chimiques

Les différentes approches de l'inhibition de I'activité nspl3 sont ; le ciblage de la
liaison a I'ATP ou de l'activité directe de la NTPase, le blocage de la liaison des acides
nucléiques a I'nélicase et le blocage de la translocation de I'hélicase. Plusieurs composés ont

été rapportés comme inhibiteurs de Nspl13 ; benzotriazole, imidazole, imidazodiazépine,

=
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Phénothiazine, quinoléine, triphénylméthane, pyrrole, acridone, petits peptides et dérivés de la
bananine.

Tous constituent de nouveaux agents potentiels pour le traitement du SRAS-CoV-2,
Par exemple, les bananines inhibent l'activité de 1’ATPase du SARS-Cov2, ce qui entraine

I'inhibition de la réplication virale. [30]
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1. Docking moléculaire (amarrage moléculaire)

Le Docking moléculaire (ancrage, amarrage ou arrimage moléculaire en francais), in
silico vise a prédire la structure et I’ensemble des mécanismes et interactions intervenant lors de
la formation d'un complexe moléculaire « ligand-protéine » ou « protéine-protéine », a partir des
molécules isolées, ce qui est considérablement plus facile a mettre en ceuvre, moins cher et plus
rapide que l'utilisation des méthodes expérimentales in vitro. Le Docking moléculaire permet soit
de découvrir de nouvelles molécules (par assemblage de deux ou plusieurs molécules), soit de

comprendre la nature d'un complexe de molécules obtenu par cristallographie. [32]

Le Docking décrit un processus dans lequel une molécule (ligand) est placée dans le site
actif d’une protéine cible dans un espace tridimensionnel (3D). Deux aspects sont importants : la
prédiction de I’affinité du complexe [ligand- protéine], et la prédiction de la position correcte du
ligand dans le site actif de la protéine. La prédiction d’affinité est liée a différents ligands de la
collection, certains conviennent mieux que d’autres. La prédiction de position est liée a la méme

molécule de ligand mais dans des orientations différentes. [33], [34]

Figure 13 : Représentation schématique du Docking de deux molécules. (A) protéine. (B)
Ligand. (C) Complexe moléculaire. [35]

2. Criblage virtuel

Lorsqu’au moins un ligand de la cible étudiée est connu, un criblage virtuel basé sur les

ligands ou « ligand-based » peut étre mis en ceuvre. Le principe de base commun a toutes les

)
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méthodes basées sur les ligands est que des molécules similaires vont avoir tendance a présenter

des profils d’activité similaires. [36]

La similarité des molécules peut se mesurer par recherche de propriétés communes, qui
seront utilisées comme descripteurs de similarité. En fonction du nombre de ligands de référence
pour la cible et du type de descripteurs, différentes méthodes peuvent étre employées : la
recherche de similarité, le criblage a 1’aide de pharmacophore et les méthodes QSAR. [37]

——————— Cible thérapeutique

Criblage Virtuel

Chimiothéque électronique

Molécule(s) active(s) oy S | = : Structure 3D de la
sur la cible } L = )| R i cible

Figurel4 : Les deux grandes stratégies du criblage virtuel (LBVS et SBVS). [37]

3. Le processus du Docking

Le processus de Docking consiste a faire interagir une petite molécule organique avec le
récepteur, généralement de nature protéique. La technique de Docking comprend 4 étapes

principales :

1. Préparer les fichiers pour la protéine.

2. Préparer les fichiers pour le ligand.

3. Préparer les fichiers de parametres pour la grille.

4. Préparer les fichiers de paraméetres pour le Docking. [38]
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Les éléments indispensables pour pratiquer un Docking moléculaire se limitent en un
récepteur macromoléculaire de nature protéique appelée « cible », une petite molécule appelée
ligand et un programme de Docking qui prédit la conformation la plus favorable du ligand au

sein du récepteur choisi. [39]

3.1. Les récepteurs

Un récepteur est un organe, une cellule ou une molécule qui assure la réception
d'information. Dans le cas d'une molécule, le récepteur est une protéine spécialisée capable de se
lier specifiqguement et réversiblement a une autre molécule appelée ligand. Les structures 3D que
nous utilisons proviennent de la PDB « Protein Data Bank ». [39]

3.2.Les ligands

Ligand est une molécule qui se lie de maniére réversible a une macromolécule ciblée,
protéine nucléique, jouant en général un réle fonctionnel : stabilisation structurale, catalyse,

modulation d’une activité enzymatique, transmission d’un signal. [40]

En Docking moléculaire, le choix du ligand est une étape trés importante. Ce choix doit
étre pertinent en raison de la spécificité du site actif de la cible évitant de tester inutilement des

molécules. [41]

3.3.Le Docking Ligand-Protéine
Ce Docking nécessite une grande molécule (la protéine est aussi appelée « le récepteur »
et une petite molécule (le ligand) et il est un trés utile dans le développement de médicaments.
Ce probléme ressemble a la situation de « la clé dans la serrure », quand le ligand est

Amarré dans la cavité de la protéine. [42]

ligand

<

protein

Figure 15 : Le docking ligand protéin. [42]
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4. La reconnaissance moléculaire

4.1.Les interactions de Van der Waals

Les interactions de Van der Waals (VdW), également connues sous le nom d'interactions
de London ou de forces de dispersion, impliquent des dipdles instantanés. Contrairement aux
interactions dipolaires décrites auparavant, les interactions de VdW n'impliquent pas de dip6le

permanent. [43]

Les interactions de VdW sont de faible intensité (ordre de grandeur du kcal.mol™) de
distance entre 3 a 4 A, mais elles sont néanmoins trés importantes en pratique & cause de leur trés
grand nombre, les interactions de VdW sont essentiellement responsables de la complémentarité

stérique lors d'un phénomene de liaison. [43]

Figurel6 : Interactions de London. [35]
4.2. Les liaisons ioniques

Les liaisons ioniques ou ponts salins concernent les fortes interactions électrostatiques
attractives entre charges de signe opposé. La distance entre les centres chargés doit étre
inférieure a 4,0-4,5 A environ pour que I'on considére l'interaction électrostatique comme une
liaison ionique en tant que telle. Bien qu'elle soit plus faible que celle d'une liaison covalente,
I'énergie d'une liaison ionigue reste trés importante pour une interaction non covalente (de I'ordre
de 10 kcal.mol-1). [44]

\
oistan(c. 0 (4,SA o T |° _ NH‘ ------ ,->>

Figurel? : La liaison ionique. [35]
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4.2.Les liaisons hydrogénes

Les liaisons hydrogéne (LH) sont des

interactions d'origine électrostatique entre un atome

¢lectronégatif dit “accepteur” (A porteur d'une charge particlle & -) et un atome d'hydrogene

polaire (H porteur d'une charge partielle 6 +) qui est li¢ de maniére covalente & un atome

électronégatif dit “donneur” (D porteur d'une charge partielle 6 -). [45]

Les atomes d'oxygéne et d'azote sont les donneurs et accepteurs les plus courants dans

notre contexte d'intérét. Une distance faible entre le donneur et I'accepteur est nécessaire pour

qu'une LH soit significative (0,8 & 2,8 A), et son énergie est maximale (de I'ordre de 5 kcal.mol-1).

[46]

(Distam“d,sl\
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Figurel8 : La liaison hydrogéne. [35]

4.3. L’effet hydrophobe

Les molécules non polaires et peu polarisables ont tendance a se regrouper, ce qui crée

une force de liaison hydrophobe. Les groupements vont se positionner de maniére a présenter la

plus faible surface de contact avec I'eau. Les groupements vont donc s'attirer mutuellement par

des forces de type dispersion. [43]

Figurel9 : schéma représentatif de 1’effet hydrophobe. [43]
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l. Matériels et Méthodes

1. Introduction

Le Docking moléculaire est une méthode qui prédit I’orientation d’une molécule par
apport a une autre pour avoir le complexe le plus stable.

Il est fréeqguemment utilisé sur I’étude de la cible moléculaire des médicaments et
réduire les essais expérimentaux [47]. Le Docking moléculaire se déroule en plusieurs étapes :
- Préparation des ligands.

- Préparation de proteine.
- Positionner le ligand dans le site actif choisi de la protéine.

- Evaluation des interactions entre le ligand et la protéine.

a partir de la banque de donnée PDB. de la banque de donnée Pubchem.

] !

Préparation de protéine en utilisant le Préparation des ligands en utilisant le
Logiciel MOE, avec déshydratation. Logiciel MOE.

[ Téléchargement de la protéine (NSP13) ] [ Téléchargement des ligands (70) a partir ]

Le Docking moléculaire entre
protéine-Ligand (analyse de complexe).

|

[ Le résultat aprés calcul est de 11 ]

molécules sélectionnées.

g

Filtrage ADME (Les cing meilleures particules ont été
sélectionnées)

!

Prédiction de toxicité, le résultat est la molécule
Kaempferol.

Figure20 : Protocole général de calcul.
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2. Matériels

2.1.Microordinateur

Dans cette étude, nous avons utilisé deux types de micro-ordinateurs de marque

(Lenovo et Acer), ayant les caractéres suivants :

Tableau06 : Les micro-ordinateurs utilisés et leurs caractéristiques.

Micro-ordinateurl Micro-ordinateur2
Mémoire (RAM) 8.00 GB 2.00 GB
Type du systeme Systeme d’exploitation 64 bits  Systeme d’exploitation 32 bits
Processeur Intel(R) Core(TM) i5-6300U Intel(R) celeron(R) N28302,

CPU @ 2.40 GHz 2.50 GHz 16GHz 2. 16GHz

Systeme d’exploitation Microsoft Windows 10 Microsoft Windows 7

Professionnel professionnel

2.2. Logiciel utilisé
e MOE (Molecular Operating Environment)

L'environnement d'exploitation moléculaire (MOE) est une plate-forme logicielle de
découverte de médicaments qui intégre la visualisation, la modélisation et la simulation, ainsi
que le développement de méthodes dans un seul package. Il s'agit d'un systeme logiciel
complet développé par le Chemical Computing Group. Les applications scientifiques du MOE
sont utilisées par les biologistes, les chimistes médicinaux et les chimistes computationnels
dans la recherche pharmaceutique, biotechnologique et universitaire. Les principaux domaines
d'application de MOE comprennent les applications de chimie médicinale, les applications
biologiques, la modélisation des protéines et des anticorps, la modélisation et la simulation
moléculaires [48], MOE permet de docker un ou plusieurs ligands dans le site actif d’une

protéine.

B MOE 201510 32-6it
Eile Eait Select Render Brotein Compute Window Holp swve sea

e B -

€T

e —

AMmber10 EHT  PEC Atoms  Ribbon Contacts | Fog ZCHD

Figure 21 : La fenétre de logiciel MOE.
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e Les banques de données

» Labanque de données protéiques PDB (Protein Data Bank)

La Protein Data Bank (PDB ; http ://www.rcsh.org/pdb/) est la seule archive mondiale
de données structurelles de macromolécules biologiques. Cet article décrit les objectifs de
PDB, les systémes en place pour le dépot et ’acceés aux données, la maniére d’obtenir des
informations supplémentaires et les plans a court terme pour le développement futur de la

ressource. [49]

RCSB PDB  Deposit + Search » Visualze + Analyze + Download ~ Leam » About v  Documentation ~ Careers COVID-19

# Deposit
Q search

(4 Visualize

£ Analyze
e DC mem Reglster Now! : h
# Download Explore E UsePDBdata m’,
NEW E to their full extent: o
W Leam Features Understanding PDBx/mmCIF r
PN wey3 100w MHC | Peptide Loading Complex

Figure 22 : L’interface graphique du site web de base de données PDB.
» Pubchem

Banque de données américaine des molécules chimiques, elle est gérée par NCBI (le
National Center for Biotechnology Information). Elle contient actuellement plusieurs millions
de composés dont la structure et les propriétés physico-chimiques sont gratuitement
accessibles. Cette banque a été utilisée pour faire ressortir des similaires structuraux du ligand

utilise dans cette étude. [50]

Explore Chemistry

Quickly find ¢ iical informatio

Figure 23 : L’interface graphique du site web de Pubchem.
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e Les Serveurs en ligne
» Swisse ADME

Ce site Web vous permet de calculer des descripteurs physicochimiques ainsi que de

prédire les paramétres ADME, les propriétés pharmacocinétiques, la nature médicamenteuse

et la compatibilité avec la chimie médicinale d'une ou plusieurs petites molécules pour

soutenir la découverte de médicaments. [51]
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Figure 24 : Page d'accueil du serveur SwissADME.

> ProTox-I11

ProTox-1l, un laboratoire virtuel pour la prédiction des toxicités des petites molécules.

La prédiction des toxicités des composés est une partie importante du processus de

développement de la conception des médicaments. Les estimations computationnelles de

la toxicité sont non seulement plus rapides que la détermination des doses toxiques chez

les animaux, mais peuvent également aider a réduire le nombre d'expérimentations

animales. [52]

TOX PREDICTION FAQ MODEL INFO STATISTICS CONTACT LINKS/D|
-
Tox-Prediction
Here you can search for an input compound via pubchem
Pubchem-Name: | | search | e.g. Tamoxifen Tolcapone Vorinostat Tre \e Aspirin

Canonical Smiles: |

] smiles | e.g. CCC(=C(C1=CC=CC=C1)C2=CC=C(C=C2)OCCN(C)C)C3=CC=CC=C3

Here you can get a tox-prediction for any input compound:

Selected molecule : Tamoxifen

Organ Toxicity
(] Hepatotoxicity

Toxicity end points

Tox21 Nuclear receptor signalling pathways
() Aryl hydrocarbon Receptor (AhR)
— 2 3

Please select any additional models to predict
(Acute Toxicity is always computed, further models can take ~10s time each)

) Carcinegenicity [ Immunotoxicity () Mutagenicity [ Cytotoxicity

To load a molecule click =7 The ' deletes clicked atoms

ana M8l qareres everything on the canvas.

¥ al R QKM
rlo-/B8 | 221 z-olalal-

H_H H
H. H

‘ H il

L il

Figure 25 : Page d'accueil de serveur ProTox-II.
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3. Méthodologie de calculs

3.1. Préparation de protéine

La protéine est le récepteur auquel le ligand va se lier et effectuer le processus de
Docking. Dans notre travail, nous avons utilisé la protéine NSP13, que nous avons
téléchargée a partir de la base de données PDB (Protein Data Bink) sous le code 5RLJ, nous
avons ouvert la protéine dans le programme MOE, Les étapes de préparation de protéine sont

les suivantes :

- Onannule la chaine A et on laisse la chaine B attachée a la molécule de référence VWA4.
- Eliminer les molécules d’eau (Déshydratation) et les cofacteurs,
- Ajouter les molécules d'hydrogene

- Minimiser son énergie

Aprés avoir terminé la préparation de protéine, on a séparé le site actif de Docking
(ligand Pocket).

Figure 26 : La structure 3D de I’'NSP13.

3.2. Préparation de ligands

Pour notre étude nous avons sélectionné I'nélicase "nsp13" comme cible, Soixante-dix
composés bioactifs provenant de différentes sources végétales rassemblés a partir d’une base
de données publique et d’articles de recherche. [53, 54, 55] Les étapes de préparation des
ligands sont les suivantes :
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e Ajouter les molécules d’hydrogene
e Correction de la charge partielle des atomes constituée le récepteur
e Minimisations d’énergie
Donc, aprés la préparation, les ligands sont préts pour le processus de Docking.

Tableau 07 : Les soixante-dix ligands préparés.

N° des ligands  Ligands N° des ligands Ligands

1 6-Shogaol 15 Cyanidine

2 a-Zingiberene 16 Aloine

3 Apigénine 17 Décursinol

4 Acide basique 18 L'acide ellagique
5 Zingibéréne 19 Emodine

6 L’acide linoléique 20 Epicatéchine

7 Berbérine 21 Epigallocatéchine
8 L'acide chlorogénique 22 Eriodyctiol

9 Chrysine 23 Etoposide

10 Colchicine 24 Eugénol

11 Corydine 25 Fisétine

12 Crocétine 26 Genkwanin

13 Curcumine 27 Ginkgetin

14 Curdione 28 Isorhamnetin

29 Kaempfeérol 50 Hécogénine

30 Licochalcone A 51 Acide gallique
31 Lutéoline 52 Catéchine
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32 Hispiduline

33 Nectandrine B

34 Niaziminine

35 Nimbolide

36 Acide oléanolique
37 Panaxadiol

38 Panaxatriol

39 Plumbagin

40 Podophyllotoxine
41 Quercétine

42 Salvicine

43 Silibinine

44 Tétrandrine

45 Théaflavine

46 Tylophorine

47 Acide ursolique
48 Withaférine A

49 Yuanhuanin

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

Naringine
Capsaicine
Psychotrine

Acide sarginique
Plicamine
Narciclasine
Hydroxyjasmonic acid
Lycoricidine

acide caféique
Cordioside

acide coumarique
Acide caftarique
Menthol

acide férulique
acide rosmarinique
acide sinapique
Acide caféique

Chrysophanol
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3.3. Le Docking Moléculaire

Le processus de Docking est I'une des choses les plus courantes dans la fabrication de
médicaments il facilite les essais expérimentaux, Le Docking moléculaire a été réaliser en
utilisant le logiciel MOE qui permet d’avoir la meilleure position de chaque ligand dans le site
actif étudié classés par leur score d’affinit¢, RMSD et les acides aminés clés associés a la

cible, il y a 2 étapes de Docking :

- Nous devons d’abord docker la molécule de référence pour la prendre comme référence.

- Docker les 70 ligands dans le site actif (ligand Pocket) : le Docking moléculaire, nous
permet de générer la meilleure position de chaque ligand étudié au sein du site actif, selon
leur (RMSD, score, et les interactions avec acides aminés clés). Une fois que le complexe
ligand- récepteur est formé, celui-ci va adapter la conformation la plus stable, c’est-a-dire

avec le niveau énergétique le plus faible. Les résultats dans le tableau 8.
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I. Résultats et discussion
1. Résultat de Docking

Par le procéde de Docking parmi 70 molécules, nous avons sélectionné 11 molécules

qui sont les meilleurs sur les trois conditions (Score, RMSD, les interactions avec les acides

aminés clés).

Tableau 08 : Les résultats de Docking.
N° Ligands Score RMSD
1 6-Shogaol -5.87 0.98
2 a-Zingiberéne -5.39 1.18
3 Apigénine -5.11 1.9
4 Acide basique -7.1 1.36
5 Zingibérene -5.27 1.21
6 L'acide linoléique -6.75 2.12
7 Berbérine -5.47 1.19
8 chlorogénique L'acide -6.36 2.62
9 Chrysine -5.19 3.01
10 Colchicine -6.48 1.55
11 Corydine -5.66 1.52
12 Crocétine -6.42 2.66
13 Curcumine -7.03 1.39
14 Curdione -5.17 1.31
15 Cyanidine -5.69 4.06
16 Aloine -6.59 1.48
17 Décursinol -5.01 1.09
18 L'acide ellagique -5.71 1.46
19 Emodine -5.25 1.03
20 Epicatéchine -5.38 1.2
21 Epigallocatéchine -5.46 1.08
22 Eriodyctiol -5.31 2.03
23 Etoposide -7.24 1.46
24 Eugénol -4.36 1.5
25 Fisétine -5.43 0.91
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26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58

Genkwanin
Ginkgetin
Isorhamnetin
Kaempférol
Licochalcone A
Lutéoline
Hispiduline
Nectandrine B
Niaziminine
Nimbolide

Acide oléanolique

Panaxadiol
Panaxatriol
Plumbagin
Podophyllotoxine
Quercétine
Salvicine
Silibinine
Tétrandrine
Théaflavine
Tylophorine
Acide ursolique
Withaférine A
Yuanhuanin
Hécogénine
Acide gallique
Catéchine
Naringine
Capsaicine
Psychotrine
Acide sarginique
Plicamine
Narciclasine

-5.2492
-7.28
-5.46
-5.76
-6.13
-5.3437
-6.16
-6.33
-7.0188
-6,28
-6.6679
-6.4121
-6.336
-5.2104
-6.5141
-5.9195
-6.015
-7.1324
-6.9014
-1.7757
-5.9883
-6.3654
-7.0104
-7.0748
-6.6436
-5.0788
-5.5339
-8.0807
-6.0947
-6.6272
-5.6746
-6.8907
-6.1617

1.49
2.14
2.02
1.9
1.69
1.48
3.11
0.91
1.78
1.33
0.9603
1.0381
2.2839
1.3614
1.3092
1.3529
1.5498
2.7976
1.9995
1.2988
0.8533
1.2022
1.0083
2.7962
1.6953
1.445
1.7511
1.2134
1.3271
1.4850
2,5733
1.2683
0.9049
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59 Hydroxyjasmonic acid -4.2341 1.9854
60 Lycoricidine -5.1702 1.3689
61 acide caféique -4.5624 0.8731
62 Cordioside -6.0723 1.1706
63 acide coumarique -5.0697 2.1706
64 Acide caftarique -4.6783 0.7464
65 Menthol -4.5819 0.8835
66 acide ferulique -5.2102 1.0729
67 acide rosmarinique -6.2289 1.8278
68 acide sinapique -5.2845 0.9187
69 Acide caféique -4.8695 1.4533
70 Chrysophnol -5.1327 1.7050

Nous avons sélectionné 11 molécules qui présentent 1’énergie de score et la valeur

RMSD les plus bas par rapport aux autres ligands et le ligand de référence, avec interactions

aux les acides aminés clés (His 290, Lys 320), ceci montre que ces complexes sont plus

stables.
2. Les interactions de 2D, 3D des ligans dans le site actif

2.1.L"acide chlorogénique :
Numéro 8, Score : -6. 36, RMSD : 2, 62

Interaction de ligand : his 290, lys320, arg443, gly285, lys288, gly287, ser289

Ser289

4‘1\ g
2

[ B

@
,'l;c
\ &.j&r

Asp260

Figure 27 : Les interactions de L'acide chlorogénique dans le site actif.
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2.2.Aloine
Numéro 16 Score : -6,59 RMSD : 1,48

Interaction de ligand : his290, lys320, asn265, ser264, thr286

Lys323
Tyr324

+ALys320

Gly287 .
- PR

Thi286

[ Heua3s
|

Thr440

Figure28 : Les interactions de L’aloine dans le site actif.

2.3.Décursinol
Numéro 17, Score : -5,01, RMSD : 1,09

Interaction de ligand : his290, lys320, ser264, lys323

Asn
265

.!_ys?23

) Tyr324

2 | :
N His29
v 0529 (1087

My 4;7 Thr286
GlU261 Mo P 19442

A

o

Thrd40
~_Asn265

Ser264

Figure 29 : Les interactions de Décursinol dans le site actif.
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2.4. 1sorhamnetin

Numéro 28 Score : -5,46

RMSD : 2,02

Interactions de ligand : His 290, lys 320

Thr286

r o2 Thr.'«virl') :
< L€u438
AsSn
Ser264 2.'65“‘ '

Figure 30 : Interaction de I’isorhamnetin dans le site actif.

2.5. Kaempférol

Numéro 29 Score : -5,76 RMSD: 1,9

Interaction de ligand : his290, lys 320, ser289, gly287, lys288, gly538

Ser )
259.' = 4 i ys3zo
o~ . /L A Hiségo
7 -~ - i
... e - _L ,L , - = Ser289
S G T, A
\a 9443Ar9442;:v.n.~\ | \Gly287
> X 4 e
) 4
\ __Gly285

Thr286

Arg567 | __Lys288
/ ;

Figure 31 : Interaction de Kaempférol dans le site actif.
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2.6.Nimbolide
Numéro 35 Score : -7,0188 RMSD: 1,33

Interaction de ligand : his290, lys320, arg442

15320

His290 Serz8y

.’ Qe
b° | xe-¢

NN 87\ Lysass
» \'.:' 4 \. A
Ay

» ¢

*rga42
R0 s

Nl

£
Arg443

Figure32 : Interaction de Nimbolide dans le site actif.

2.7. Quercétine

Numéro 41 Score : -5,9195 RMSD : 1,35

Interaction de ligand : his290, lys320, lys288, gly287, gly538, ser289, ser539, glu540

\Ghasr
St Lysss

Thr286

Figure33 : Les interactions de Quercétine dans le site actif.
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2.8. Yuanhuanin

Numéro 49 Score : -7,07 RMSD : 2,79

Interaction de ligand : his290, lys320, gly287

Ty
Glu261

Lys320

o
s

A ‘ | _H$2%
WAN S

A !‘ v
} A B8
A)g‘u«r“:

'y
G | on

~¢ Prodg4

Figure34 : Les interactions de Yuanhuanin dans le site actif.

2.9. Naringine

Numéro 53 Score : -8,08 RMSD: 1,21

Interaction de ligand : his290, lys320, arg443, thr286, asn265

Lys323

Ty34

[ys320

~ 1 hsn26s

SerZ64

4438
Thidd(

Figure 35 : Les interactions de Naringine dans le site actif.
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2.10. Acide rosmarinique

Numéro 67 Score : -6,22 RMSD : 1,82

Interaction de ligand : lys320

Lys320

Se28

1, His2%0

Figure 36 : Les interactions de L’acide rosmarinique dans le site actif.

2.11. Chrysophanol

Numéro 70 Score : -5,13 RMSD : 1,70

Interaction de ligand : his290, lys320, lys323, arg442

Figure37 : Les interactions de Chrysophanol dans le site actif.
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3. Filtrage ADME

Chaque médicament est caractérisé par différents critéres tels que (la stabilité, la

solubilité....) mais les plus importants d’entre eux sont les propriété pharmacologiques (

Absorption , distribution, métabolisme, excrétion) et chacune de ces caractéristiques est

soumise & la regle de 5, nous avons inséré les 11 molécules obtenues a partir du résultat de

docking dans le serveur en ligne SwisseADME, et le résultat du calcul était de 5 molécules

ou bien ligand sur 11, ou chaque ligand maintient au moins 3 conditions de la regle de

Lipinski représentées dans :

- Un poids moléculaire maximum de 500g/mol

- Un coefficient de partition (logP) ou une lipophile<5

- Le nombre de donneur de liaisons Hydrogéne un maximum <5

- Le nombre d’accepteur de liaisons Hydrogéne un maximum <10

- Nombre de fonctions rotables (flexible et linéaire) <15

Tableau 09 : Les résultats de filtrage d’ADME.

Numéro Ligand Score PM(g/mol) LogP NOH.NH nH.N Nrotb

de (<500) (<5) (<5) (<10) (<15)

ligand

8 Chlorogenic acid -6,3689 354,31 0,87 6 9 5

16 Aloin -6,5933 418,39 1,40 7 9 3
17 Decursinol -5,0103 246,26 2,36 1 4 0
28 Isorhamnetin -5,4674 316,26 2,35 4 7 2
29 Kaempferol -5,7668 286,24 1,70 4 6 1
35 Nimbolide -6,2814 466,52 3,51 0 7 4
41 Quercetin -5.9195 302.24 1.63 5 7 1
49 Yuanhuanin -7.0748 462.40 2.25 6 11 5
53 Naringin -8.0807 580.53 1.96 8 14 6
67 Rosmarinic ac -6.2289 360.31 1.17 5 8 7
70 Chrysophanol -5.1327 254.24 2.22 2 4 0
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3. Prédiction de toxicité

Apres avoir la prédiction de la toxicité pour 5 molécules qui ont été sélectionnées

apres le test ADME, nous avons choisi la molécule numéro 29 Kaempférol, et ¢’est parce que

la DL50 de cette molécule par rapport a la molécule de référence est élevee, qui est de 3919,

et comme on sait que plus la DL50 est élevée moins il y a de toxicité et inversement,

deuxiemement, cette molécule ne provoque aucune sorte de toxicité (Hépatotoxicité,

Cancérogenicité, Immunotoxicité, Mutagénicité, Cytotoxicite).

Tableau 10 : Les résultats de prédiction de toxicité.

N Ligand DLsy  Classe  Hépatotoxicité Cancérogénicité Immunotoxicité Mutagénicité Cytotoxicité
17 Décursinol 1213 4 Inactive Inactive Inactive Active Tnactive

28 Isorhamnetin 5000 5 Inactive Inactive Active Inactive Inactive

29 Kaempférol 3919 5 Inactive Inactive Inactive Inactive Inactive

35 Nimbolide 1000 4 Inactive Active Active Inactive Inactive

70 Chrysophanol 5000 5 Inactive Inactive Active Active Inactive
MR  (VW4) 590 4 Inactive Inactive Inactive Inactive Inactive

MR : molécile de référence

DL spen mg/kg
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Conclusion générale

La pandémie de Coronavirus (COV19) est I'une des épidémies qui n'a pas encore été
complétement résolue, car des études sont toujours en place et les efforts des chercheurs se
poursuivent pour trouver des traitements possibles et développer un vaccin efficace contre

cette derniére.

Dans notre étude in silico, nous avons fait plusieurs applications sur la protéine de
coronavirus et ceci en simulant le programme MOE pour renseigner sur la possibilité
d'inhiber nspl13, et notre but est de développer de nouveaux inhibiteurs a partir de produits
phytochimique du récepteur NSP13 responsable de l'infection de la cellule cible par le

coronavirus et la sélection du complexe plus stable que la complexe de références.

Dans un premier temps, nous avons réalisé le Docking moléculaire par 70 ligands en
utilisant le logiciel MOE. Les résultats obtenus nous ont permis de déterminer la meilleure
molécule stable formée en appliquant des criteres de sélection spécifiques tels que le meilleur
score, RMSD et l'interaction avec les acides aminés clés dans le site actif. Les résultats
indiquent que onze ligands remplissent les conditions requises en termes de score, de RMSD

et d'interaction avec les acides aminés clés.

Dans un deuxieme temps, 1’application de la regle de Lipinski et le test de prédiction
de toxicité nous renseigne de maniére positive sur les propriétés ADMET et du Kaempférol

qui se présente comme un nouvel inhibiteur plus affin et plus sélectif vis-a-vis la NSP13.

Pour I’avenir et comme perspectives, il conviendrait dans le prolongement de cette
étude, de tester 1’activité biologique du Kaempférol inhibiteur nouvellement proposé par une
étude expérimentale in vitro et/ou in vivo pour confirmer les résultats théoriques réalisés in

silico.
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