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Résumé

En décembre 2019, un nouveau coronavirus était identifié dans la ville du Wuhan en
Chine. Ce virus, responsable du syndrome respiratoire aigiie sévere (SARS), se propage
rapidement et provoque un effet catastrophique sur la population mondiale. Faisant appel aux
méthodes de modélisation moléculaire et, plus particulierement, au docking moléculaire par le
logiciel Surflex, nous avons tenté de développer de nouveaux inhibiteurs plus efficaces de
I’enzyme PL protéase. Nous avons effectué des mono-substitutions et des bi-substitutions en
introduisant des modifications dans la structure de I’inhibiteur de référence « (3R)-3-((S)-2-
ethoxypentanamido)-1-(1-(2-fluorophenyl)ethyl)-3-methylpyrrolidinium » dont I’affinité est
de 3.92 M7 afin d’obtenir des composés présentant des affinités supérieures. Les résultats de
cette opération ont permis de sélectionner les deux meilleurs composés dont le B11 avec une
affinité de 5.74 M™et le composé B4 avec 7.17 M. Ensuite, nous avons évalué les propriétés
physico-chimiques ainsi que le profil ADMET de ces composés via le serveur ADMETIab.
Les résultats du profil ADMET n’étant pas satisfaisants pour les deux composés, nous avons
effectué¢ d’autres modifications pour essayer de les améliorer. Nous avons obtenu les
composés C1 et C2 avec des affinités acceptables égales & 6.63 et 5.63 M™ respectivement et
présentant un bon profil ADMET. Ils peuvent étre proposés comme de nouveaux inhibiteurs
potentiels de la PLpro. Cependant, des tests in vitro et in vivo sont indispensables pour valider

ces deux molécules en tant qu’inhibiteurs de I’enzyme.

Mot clés: Coronavirus, SARS, docking moléculaire, Surflex, PL protéase, ADMET.




Abstract

In December 2019, a new coronavirus was identified in the city of Wuhan in China. This
virus, which causes severe acute respiratory syndrome (SARS), spreads rapidly and has a
catastrophic effect on the world population. Using molecular modeling methods and, in
particular, molecular docking by the Surflex software, we tried to develop new, more
effective inhibitors of the enzyme PL protease. Mono-substitutions and bi-substitutions were
performed by introducing changes in the structure of the reference inhibitor " (3R)-3-((S)-2-
ethoxypentanamido)-1-(1-(2-fluorophenyl)ethyl)-3-methylpyrrolidinium ™ with an affinity of
3.92 M™ to obtain compounds with higher affinities. The results of this operation made it
possible to select the two best compounds including B11 with an affinity of 5.74 M™ and B'4
with 7.17 M™. We then valuated the physico-chemical properties and the ADMET profile of
these compounds via the ADMETIab server. As the results of the ADMET profile were not
satisfactory for both compounds, we made other modifications to try to improve them. We
obtained the C1 and C2 compounds with acceptable affinities of 6.63 and 5.63 M™
respectively and with a good ADMET profile. They can be proposed as potential new PLpro
inhibitors. However, in vitro and in vivo tests are essential to validate these two molecules as

inhibitors of the enzyme.

Keywords: Coronavirus, SARS, molecular docking, Surflex, PL protease, ADMET.
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Introduction générale

Apres le SARS-CoV1 en 2002 en Chine, puis le MERS-CoV en 2012 dans la péninsule
Arabique responsable des syndromes de détresse respiratoire souvent mortels [1]. En
décembre 2019, un nouveau coronavirus était identifié dans la ville de Wuhan en Chine, chez

des patients qui présentaient des pneumopathies séveres inexpliquées.[2]

En février 2020, I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) attribua le nom de COVID-19
pour désigner la maladie causée par ce virus, initialement appelé nCoV-2019, puis SARS-
CoV-2 par le comité international de taxonomie des virus [3], il s’agit de la troisiéme menace

sanitaire mondiale liée a un coronavirus en moins de vingt ans.[1]

Le nouveau coronavirus 2019 (2019-nCoV) du syndrome respiratoire aigu sévere (SARS-
CoV-2) comme on l'appelle maintenant, se propage rapidement depuis son origine dans la
ville de Wuhan en Chine vers le reste du monde [4] et provoque un effet catastrophique sur la
démographie mondiale entrainant plus de 3.75 millions de déces dans le monde.[5]

Dans le but de chercher des traitements du COVID-19, des études de criblage in silico et de
simulation moléculaire ont été réalisées pour identifier des médicaments contre les protéases
du virus comme la PL-protéase (PLpro). La PLpro est un composant essentiel du complexe
réplicase-transcriptase. Il traite la polyprotéine virale et a la fonction supplémentaire de retirer
l'ubiquitine et I'ISG15 (une enzyme désubiquitinante et dés-ISGylante) pour supprimer

I'inflammation et la signalisation antivirale.

Dans le passé, le processus de développement d'un nouveau médicament était long et
colteux. De nos jours, avec le développement de 1’outil informatique, de la bio-informatique
et particulierement du docking moléculaire, la recherche devient plus rapide et moins
onereuse. Le docking moléculaire présente un outil exemplaire pour prédire la position la plus
favorable d’un ligand au sein de son récepteur [6]. Nous 1’avons utilisé afin de proposer de

nouveaux inhibiteurs de notre cible, la protéase de type papaine (PLpro).

Tout d'abord nous avons testé la fiabilité du programme de docking "Surflex" a travers trois
tests. Le premier est le calcul de I'écart quadratigue moyen (RMSD) entre la position du
ligand donné par docking et sa position déterminée expérimentalement. Ce test a été suivi par
une analyse visuelle pour vérifier la superposition des deux ligands. Le deuxiéme test consiste
a calculer le coefficient de corrélation linéaire entre les affinités calculées par Surflex et les

IC50 des complexes téléchargés a partir de la PDB.
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Ensuite, nous avons choisi un inhibiteur de la PLpro avec les meilleures propriétés
possibles et effectué des substitutions structurales par I'introduction de nouveaux groupements
chimiques au niveau de la structure de I'inhibiteur de référence. Le docking moléculaire des
structures substituées permet d'obtenir des inhibiteurs plus puissants avec une meilleure
affinité vis-a-vis de la PL protéase. Il est important de compléter cette étape par une analyse

visuelle de leurs interactions avec I'enzyme cible.

Enfin  nous avons évalué les propriétés physicochimiques, les propriétés
pharmacocinétiques ainsi que la toxicité potentielle des composés mono et bi-substitués ayant

présenté les meilleures affinités envers notre cible.
Notre mémoire comprend deux grandes parties :

1- Une partie bibliographique qui comprend trois chapitres dont :
» Le premier chapitre porte sur le coronavirus.
> Le deuxiéme donne un apercu sur notre cible, la « PLpro » et ses inhibiteurs.
> Le troisieme chapitre décrit le docking moléculaire et ses logiciels.
2- Une partie pratique formée de deux chapitres dont :
> Le premier chapitre présente le matériel et les méthodes utilisés dans cette
étude.
» Le second expose les résultats et leurs interprétations suivis d’une conclusion

qui résume le travail et des perspectives.




Chapitre 1:
[es coronavirus
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1 Introduction

Des l'antiquité, les pandémies ont affecté les civilisations tout au long de I'histoire humaine,

la premiéere épidémie connue se produisant en 430 avant JC, pendant la guerre du

Péloponnése. Beaucoup de ces pandémies ont eu des impacts importants sur la société,

provoquant la mort d'une grande part de la population. Parmi ces pandémies: [7]

>

La variole (XVe - XVlle siecles): une maladie contagieuse qui tue environ 30% des
personnes infectées. Au cours de cette période, la variole a colté la vie a environ 20
millions de personnes, soit pres de 90 % de la population des Amérique.

Le choléra (1817 - 1823): la premiere pandémie de choléra a débuté en Inde, et s'est
propagée dans la plus grande partie de la région, puis dans les régions voisines.

La grippe espagnole ou HIN1 (1918 - 1919): la grippe espagnole de 1918 était une
épidémie de virus HIN1 qui a infecté environ 500 millions de personnes, soit un tiers
de la population mondiale. La pandémie a fait plus de 50 millions de victimes dans le
monde.

Le SRAS (2002 - 2003): le SRAS, ou le syndrome respiratoire aigu sévere, est une
maladie causée par I'un des sept coronavirus qui peuvent infecter I'homme. En 2003,
une épidémie qui a pris naissance dans la province chinoise du Guangdong est
devenue une pandémie mondiale.

La grippe A ou H1IN1 (2009 - 2010): une nouvelle forme du virus de la grippe est
apparue en 2009, infectant environ 60,8 millions de personnes aux Etats-Unis, avec
des déces dans le monde entier compris entre 151 700 et 575 400. Appelée "grippe
porcine" parce qu'elle semble passer du porc a I'homme.

Ebola (2014 - 2016): le virus Ebola, s'est peu propagé par rapport a la plupart des
pandémies modernes, mais fut incroyablement mortel. 1l a été découvert dans un petit
village de Guinée, en 2014 puis s'est propage a une poignée de pays voisins d'Afrique
de I'Ouest. Le virus a tué 11 325 des 28 600 personnes infectées.

Le coronavirus ou Covid-19: I'épidémie actuelle de nouveau coronavirus, qui
provoque une maladie connue sous le nom de Covid-19, a révélé les faiblesses de la
réaction de la communauté mondiale aux épidémies virales. Le 11 mars 2020, 'OMS a

qualifié I'épidémie de pandémie.
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2 Definition des coronavirus
Les coronavirus sont des virus a ARN simple brin positif enveloppés. Ils ont la particularité
de posséder le plus long génome a ARN parmi les virus a ARN, constitué de 27 000 a 32 000

bases (soit un génome 100 000 fois plus petit que le genome humain).[8]

Les coronavirus appartenant a la famille des Coronaviridae, doivent leur nom a leur aspect
en microscopie électronique, avec des spicules formant une couronne autour de la particule

virale.[9]

Figure N°1: Particule de coronavirus en microscopie €électronique.[10]

Les coronavirus sont des virus sphériques, d’environ 100 nm, enveloppés d’une bicouche
lipidique dans laquelle sont ancrées différentes protéines. Tout comme I’ADN génomique
présent dans le noyau de chacune de nos cellules, ’ARN génomique des coronavirus porte

I’information génétique indispensable a la production de nouveaux virions.[8]

Le génome des coronavirus présente une remarquable plasticité par mutations, délétions et

recombinaisons, ce qui en fait des virus a fort potentiel évolutif. [10]

3 Les types de coronavirus

Il existe quatre sous-groupes principaux de coronavirus, appelés alpha, béta, gamma et
delta.[11][12]

Les coronavirus humains ont été identifiés pour la premiére fois au milieu des années

1960. Les sept coronavirus qui peuvent infecter les gens sont:
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Coronavirus humains courants [11]

229E (coronavirus alpha) connu depuis les années 1960.
OC43 (coronavirus béta) connu depuis les années 1960.
NL63 (coronavirus alpha) identifié en 2004.
HKUL1 (coronavirus béta) identifié en 2005.

N

Autres coronavirus humains: [12]

5. Le SARS-COV a été identifié en 2003 comme la cause d'une épidémie de syndrome
respiratoire aigu sévere (SRAS) qui a débuté en Chine vers la fin de 2002.
6. Le MERS-COV a éteé identifié en 2012 comme la cause du syndrome respiratoire du
Moyen-Orient (MERS [Middle East respiratory syndrome]).
7. Le SARS-COV2 est un nouveau coronavirus identifié comme la cause de la maladie
a coronavirus de 2019 (COVID-19) qui a débuté a Wuhan, en Chine a la fin de 2019
et s'est propagé dans le monde entier.
Parfois, les coronavirus qui infectent les animaux peuvent évoluer et rendre les gens
malades et devenir un nouveau coronavirus humain. Le 2019-nCoV, le SARS-CoV et le

MERS-CoV en sont trois exemples récents.[13]

4 SARS-COV2

A la fin de I’année 2019, plusieurs cas de pneumonies atypiques sévéres sont recensés dans
la ville du Wuhan, 1’émergence d’un nouveau coronavirus, similaire au SARS-CoV de 2002,
est alors suspectée. Apres isolement de la souche infectieuse chez des patients, I’hypothése
d’un nouveau coronavirus est confirmée : il s’agit d’un coronavirus qui partage 80 % de son
génome avec celui du SARS-CoV. Initialement appelé nCoV-2019, il sera finalement
rebaptisé SARSCoV-2 par le Comité international de taxonomie des virus, et la maladie qu’il
induit appelée COVID-19 (coronavirus disease2019). Cette maladie émergente, qualifiée de
pandémie le 11 mars 2020 par le directeur général de I’OMS, provoque une crise sanitaire et
économique sans précedent depuis plusieurs décennies. Un marché de fruits de mer de la ville

du Wuhan semble étre 1’épicentre de cette nouvelle épidémie.[2]
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4.1 Structure de SARS-COV?2

Le SARS-CoV2 est un virus a ARN de D’ordre des Nidovirales, de la famille
des Coronaviridae, et de la sous-famille des Coronavirinae. Il appartient au groupe des béta
coronavirus.[14]

Le SARS-CoV 2 est un virus enveloppé a ARN monocaténaire positivement polarisé de
29,9 kb. Les deux tiers du génome (la partie 5”) codent pour un vaste gene réplicase (composé
de ORFla et ORFIb) qui sera traduit en deux polyprotéines, par la suite clivées en seize
protéines non structurales indispensables a la réplication virale (nsl a nsl6). Le tiers restant du
génome (la partie 3’) code essentiellement pour les protéines de structures du virus dont
quatre glycoprotéines membranaires : la protéine Spike (S), et les protéines de membrane (M)

et d’enveloppe (E), ainsi que la protéine de capside (N).[9]

r—T
P m—_EN S - 3UTR
5'UTR= ORFla 7 ORF1b i S B 3b 3 M @J L f N

Figure N° 2:Structure du génome des coronavirus.[9]
Les protéines de structures du SARS-COV 2 sont :

1. Protéine S (spike protein): est une protéine de 180-200 kDa, trés fortement
glycosylée, qui s’assemble sous forme de trimeres et est ancrée a la surface de
I’enveloppe virale, cette protéine va lier le récepteur de la cellule hote I’ACE2 et
permettre I’entrée du SARS-CoV2 dans la cellule. La protéine S contient 2 sous-unités,
S1 et S2, la sous-unité S1 incluant le domaine de liaison au récepteur (RBD, receptor
binding domain) contenant le motif de liaison au récepteur ACE2 (RBM, receptor
binding motif), le domaine S2 est, quant a lui, un domaine de fusion nécessaire pour la
fusion de I’enveloppe virale avec la membrane de la cellule. Le blocage de la liaison
avec I’ACE-2 a I’aide d’un anticorps neutralisant est une des cibles potentielles pour la
vaccination.[15][16]

2. Protéine N (proteine de la nucléocapside): possede plusieurs fonctions, dont la
réplication du SARS-CoV2 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.[17]
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3. Protéine M (protéine membranaire): protéine de 25 a 35 kDa, elle possede au moins
un site de glycosylation (O- ou N-glycosylation selon le genre du virus). La protéine de
structure la plus abondante chez le SARS-CoV2. La protéine M est considérée comme
le moteur de 1’assemblage des particules virales, en raison des diverses interactions
intermoléculaires qu’elle établit avec les autres protéines (M-S, M-E, M-N, M-M), les
interactions M-M et M-E étant les plus importantes pour 1’assemblage. L’interaction
entre la protéine S et la protéine M est nécessaire pour garder la protéine S dans le

réticulum endoplasmique et assurer son incorporation dans le virion.[18][19]

4. Protéine E (Enveloppe): petite protéine membranaire de 8 a 12 kDa, elle est la moins
abondante des protéines de 1’enveloppe virale, impliquée notamment dans le
bourgeonnement du virus vers I’extérieur de la cellule hote. Elle stabiliserait
I’enveloppe virale. Plusieurs études ont montré que la protéine E, ainsi que la protéine
M, étaient nécessaires pour produire des particules sub-virales, c’est-a-dire des
particules dépourvues de génome et qui ont les mémes taille et forme qu’une particule

virale compléte.[15]

Protéine de spicule (S)

\

.‘, 3 q\'/ Protéine de membrane (M)

Protéine d’enveloppe (£)

Protéine de nucléocapside (N)
associée a I’ARN génomique

3
v

80-120 nm

Figure N° 3: Représentation schématique de structure de SARS-COV2. [21]
4.2 Mécanisme d’infection

4.2.1 L’entrée virale
Le cycle de multiplication de SARS-CoV-2 dans la cellule comporte les étapes
d’attachement, de pénétration et décapsidation puis les synthéses des macromolécules (acides
nucléiques et protéines) selon trois phases: précoce-immédiate, immédiate et tardive. Ces

synthéses vont permettre 1’assemblage des nucléocapsides puis ’enveloppement et la
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libération des virions infectieux en méme temps qu’une lyse de la cellule infectée. Ce cycle

Iytique existe dans les cellules respiratoires infectées par le virus.[20]

Le virus s’attache spécifiquement au récepteur de la cellule sensible gréce a une interaction
de haute affinité entre la protéine S virale et ’ACE2 (Angiotensin-converting enzyme),
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 héte par
le domaine RBD, la sous-unité S2 assure 1’endocytose puis la fusion de ’enveloppe virale et
la membrane cellulaire.[21][22]

Le clivage de la protéine S par la protéase membranaire TMPRSS2 (transmembrane
protease serine 2) [23] de la cellule hote active la fusion au niveau de deux sites en tandem, la
répétition hepeptidique 1 (HR1) [24] et HR2 [25] au niveau de la sous-unité S2. Le HR1 et le
HR2 interagissent pour former un faisceau a six hélices, ce qui permet au virus et a la

membrane cellulaire de s'approcher et de fusionner.

L’ajout d’un site du clivage furine [26] permet un clivage des sous-unités S1/S2 dés la
biosynthese virale [16] et pourrait majorer le potentiel infectant du virus.[27]

4.2.2 Laréplication

L’ARN viral de polarité positive est libéré dans le cytoplasme de la cellule infectée. Celui-
ci est répliqué en deux brins : un brin de polarité positive qui sera encapsidé dans les virions
et un brin de polarité négative qui servira de matrice a la synthése des protéines virales en
utilisant la machinerie de traduction de la cellule [28]. Deux grands cadres de lecture ouverts
polycistroniques ORF1a et ORF1b a I'extrémité 5' du génome codent pour 16 protéines non
structurelles (NSP) formant deux polyprotéines réplicases ppla et pplb. Les polyprotéines
ppla et pplab sont traduites et clivées pour former le complexe réplicase-transcriptase (RTC)
qui assure la réplication du génome, la synthese des protéines [29]. Ppla code les protéines
nspl a nspll, et pplab pour les protéines nspl a nspl6. Ces deux polyprotéines sont clivées
grace aux activités protéasiques de deux protéines différentes, nsp3 et nsp5, produites par
autoclivage. Nsp3 clive les jonctions nspl-2, nsp2-3 et nsp3-4, tandis que nsp5 clive toutes les
jonctions des protéines suivantes. Le complexe réalisera également la transcription de
I’ensemble des ORF codant les protéines structurales et accessoires, sous la forme d’ARN
messagers (ARNmMm) dits « sous-génomiques ». La nucléocapside virale est assemblée a partir
d’ARN génomique et de protéines N dans le cytoplasme.[30]
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4.2.3 L’assemblage et la sécrétion des virions

Les protéines S, M et E traduites simultanément, sont ensuite adressées au réticulum
endoplasmique de la cellule. Des groupements glycosides sont alors ajoutés aux protéines
natives S et M. Celles-ci seront ensuite transportées par voie vésiculaire vers le compartiment
intermédiaire entre le réticulum endoplasmique et I’appareil de Golgi (ERGIC), qui est le site
d’assemblage des coronavirus. C’est le lieu d’'une multitude d’interactions protéiques et du
bourgeonnement des nouvelles particules virales. Cette étape dans I’ERGIC est cruciale pour
le bon assemblage des virions. Les virions néoformés seront ensuite sécrétés par exocytose

afin d’infecter les cellules environnantes.[31]
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Figure N° 4: Le cycle infectieux du SARS COV2.[28]

5 Traitement et vaccination

5.1 Traitement
Le traitement du COVID-19 dépend de la gravité de la maladie. Les définitions de gravité
du CDC sont les suivantes: [12]
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o Maladie légére: les patients qui ont des signes et des symptémes de COVID-19 (par
exemple: fiévre, toux, mal de gorge, sensation de malaise, céphalée, douleur

musculaire) mais sans dyspnée ou imagerie thoracique anormale.

o Maladie modérée: les patients qui ont des signes de maladie des voies respiratoires
inférieures par évaluation clinique ou imagerie, et une saturation en oxygene (SpO2)
> 94%.

o Maladie sévere: les patients qui ont une fréquence respiratoire > 30/min, une SpO2 <
94 (ou, chez les patients présentant une hypoxémie chronique, une diminution > 3%

par rapport a la valeur de base).

o Maladie critique: les patients qui ont une insuffisance respiratoire, un choc septique

et/ou un dysfonctionnement de plusieurs organes.

Le traitement du COVID-19 est un traitement de support (symptomatique). De nombreux
traitements et essais cliniques de vaccins sont actuellement enregistrés, mais les données sur

un éventuel traitement efficace restent rares.

Les NIH treatement guidelines (lignes directrices de traitement du NIH) recommandent
d'utiliser la dexaméthasone (a la dose de 6 mg 1 fois/jour pendant 10 jours ou jusqu'a la
sortie de I'ndpital, selon la premiere de ces deux éventualités) chez les patients de COVID-
19 qui sont sous ventilation artificielle ou qui ont besoin d'une supplémentation en oxygéne,
mais déconseillent l'utilisation de la dexaméthasone chez les patients qui n'ont pas besoin
d'oxygene supplémentaire. Si la dexaméthasone n'est pas disponible, d'autres
glucocorticoides (par exemple: prednisone, méthylprednisolone, hydrocortisone) peuvent
étre utilisés.

Le NIH recommande le remdesivir pendant 5 jours ou jusqu'a la sortie de I'hOpital, selon
la premiére de ces éventualités, chez les patients hospitalisés atteints de COVID-19 qui ont
besoin d'une supplémentation en oxygéne , mais qui ne nécessitent pas de délivrance
d'oxygene par un dispositif & haut débit, une ventilation non invasive, une ventilation

mécanique invasive ou une oxygénation par membrane extracorporelle (ECMO).[12]

5.2 Vaccination
En décembre 2020, plus de 200 vaccins candidats contre la maladie COVID-19 étaient en

cours de développement. Sur ceux-ci, au moins 52 vaccins candidats sont au stade des essais
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sur ’homme. Plusieurs autres vaccins candidats sont actuellement en phase I/Il, et entreront

dans la phase 111 au cours des prochains mois.[32]

La principale cible antigénique a 1’heure actuelle est la sous-unité S1 de la protéine Spike, a
I’instar des vaccins développés pour le SARS-CoV1et le MERS-CoV [33][34] car son

exposition membranaire facilite sa reconnaissance par le systeme immunitaire. De plus, cibler

ce site permettrait d’empécher 1’entrée du virus dans les cellules [35]. Cependant, d’autres
sites de la protéine spike ou d’autres protéines non structurales pourraient étre de bons
candidats [36]. Une fois la cible antigénique définie, plusieurs stratégies vaccinales peuvent
étre évaluées: vaccination a partir d’ARN, d’ADN, de protéine recombinante, ou de vecteur

viral.

La durée de la protection offerte par les anticorps est variable, et les taux d’anticorps anti-
SARS-CoV1 n’étaient détectables que durant les deux ans suivant I’infection chez

176 patients infectés.[37]

L’induction d’une réponse mémoire lymphocytaire T pourrait également permettre de
prévenir les formes séveres de 'infection, comme prouvé dans I’infection a SARS-CoV-

1.[38]

5.2.1 Les types de vaccins

Plusieurs types de vaccins potentiels contre la maladie COVID-19 sont en cours de mise au

point, notamment :

« Des vaccins inactivés ou vivants atténues contenant une forme inactivée ou atténuee
du virus qui ne peut pas causer de maladie mais qui entraine tout de méme une
réponse immunitaire.

o Desvaccins a base de protéines, qui contiennent des fragments inoffensifs de
protéines ou d’enveloppe protéique qui imitent le virus de la COVID-19 pour entrainer
une réponse immunitaire en toute sécurité.

o Desvaccins a vecteurs viraux qui contiennent un virus inoffensif qui ne peut pas
causer de maladie mais qui sert de plateforme pour la production de protéines du

coronavirus afin de génerer une réponse immunitaire.
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o Desvaccins a ARN et a ADN, mis au point selon une méthode de pointe consistant a
utiliser un ARN ou un ADN genétiqguement modifié pour produire une protéine qui

entraine une réponse immunitaire en toute sécurité.[39]

A ce jour, quatre vaccins ont recu le feu vert de I'Agence européenne du médicament
(EMA) pour étre administrés aux habitants des pays européens (dont la France) en prévention
des formes graves de la Covid-19. Celui de Pfizer-BioNTech premier a avoir été validé le 27
décembre 2020 et le plus administré en France celui de Moderna, d'AstraZeneca (Vaxzevria)

et de Johnson&Johnson (Janssen).[40]
D'autres sont en cours d'évaluation par 'EMA: [40]

e Le vaccin Spoutnik V (Russie).

e Levaccin CureVac (Allemagne).
e Le vaccin Sanofi-GSK.

e Le vaccin Novavax.

e Le CoronaVac (vaccin chinois développé par Sinovac).
5.2.2 Effets indésirables

5.2.2.1 Effets indésirables les plus fréquents des vaccins contre le COVID-19

Comme tout vaccin, les vaccins contre la COVID-19 peuvent provoquer des effets
indésirables ; la plupart sont d'une intensité Iégere ou modérée et disparaissent d'eux-mémes
en quelques jours. Comme le montrent les résultats des essais cliniques, des effets indésirables
plus graves ou plus durables sont possibles. Les vaccins font I'objet d'une surveillance

continue pour détecter les événements indésirables.

Les effets indésirables typiques sont les suivants : douleur au point d'injection, fiévre,
fatigue, maux de téte, douleurs musculaires, frissons et diarrhée. La probabilité que I'un de ces

effets indésirables survienne apres la vaccination variée selon le vaccin concerne.

Les vaccins contre la COVID-19 ne protegent que contre le virus SARS-CoV-2. Il est donc

toujours important de se maintenir en forme et en bonne santé.[41]
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5.2.2.2 Effets indésirables a long terme

Les effets indésirables surviennent généralement dans les premiers jours suivant

I'administration d'un vaccin.

Aprés la vaccination, il faut généralement quelques semaines pour que l'organisme
développe une immunité contre le SARS-CoV-2, le virus responsable de la COVID-19. Il est
donc possible qu'une personne soit infectée par le SARS-CoV2 juste avant ou apres la
vaccination et qu'elle tombe quand méme malade de la COVID-19. Cette situation est due au

fait que le vaccin n'a pas encore eu le temps de conférer une protection.

Ressentir des effets indésirables aprés avoir été vacciné signifie que le vaccin fonctionne et
que votre systeme immunitaire réagit comme il faut. Les vaccins sont sans danger, et en vous

faisant vacciner, vous vous protégerez contre la COVID-19.[41]
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1 Les protéases virales

Les protéases virales sont essentielles a la production de virions par la cellule infectée car
elles participent a une étape de maturation en coupant les poly-protéines virales synthétisées a
des sites bien précis. Elles sont spécifiques d’un virus donné et agissent sur les protéines
virales, ainsi que sur quelques protéines de la cellule hote, pour favoriser la réplication virale
[42]. C’est pour cela qu’elles suscitent un grand intérét pour stopper la propagation des

épidémies virales.
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Figure N° 5: Principe d’action des inhibiteurs des protéases.[43]

2 Les protéases du SARS-COV2

Les coronavirus fournissent deux protéases intéressantes pour une intervention
thérapeutique a petites molécules: la protéase du type papain-like-protease (PLpro codée dans
nsp3) et laprotéase du type 3Chymotrypsine-like-protease (3CL ou «Main» codée par
nsp5). Les deux enzymes sont des cystéines protéases non structurales qui sont essentielles au
cycle de vie viral parce que les mammiféres manguent de protéases avec des préférences de
substrat similaires, ces deux protéases sont des cibles antivirales intéressantes car elles sont

essentielles a la réplication des coronavirus.[44]



https://www.rndsystems.com/target/papain-like-protease
https://www.rndsystems.com/target/3cl-protease
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3 La protéeine Nsp3

Le génome viral du SARS-COV?2 code 16 protéines non structurelles, dont nsp3 est la plus
grande. Il s'agit d'une protéine membranaire a domaines multiples et essentielle au sein du
complexe réplication-transcription formé sur les membranes de I'n6te. C'est également une
protéase, codant pour la protéase de type papaine (PLpro), qui est requise pour la libération de
plusieurs autres protéines non structurelles du polypeptide. Les chercheurs ont découvert que
la nsp3 est une protéase plus active que la PLpro, qui était incapable de cliver nsp1- nsp2 pour

libérer la nsp1, méme a des concentrations croissantes de PLpro.[45]

4 SARS COV2 PLpro

La PLpro est une protéase a cystéine localisée dans la protéine non structurale 3 (NSP3) du
polypeptide viral, un composant essentiel du complexe réplicase-transcriptase [46]. Il traite la
polyprotéine virale en reconnaissant le tétrapeptide motif Leu-X-Gly-Gly et clive les liaisons

peptidiques entre Nspl et Nsp2, Nsp2 et Nsp3, et Nsp3 et Nsp4 libérant trois protéines: Nspl,
Nsp2 et Nsp3.[47]
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Figure N°6: Représentation des sites de clivage de protéases de SARS COV2.[29]

La PLpro a la fonction supplémentaire de retirer l'ubiquitine et I''SG15 (une enzyme
désubiquitinante et dés-ISGylante) pour supprimer l'inflammation et la signalisation antivirale
[48][49]. Par conséquent, I'inhibition de I’activité PLpro peut empécher la réplication du virus
et détruire son réle dans I'évasion de la réponse immunitaire de I'hdte, ce qui en fait une cible

prometteuse pour les médicaments antiviraux.[50][51]
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» L'ubiquitination est une modification post-traductionnelle caractérisée par I'ajout de
chaines d'ubiquitine (Ub: une protéine de 76 acides aminés) aux résidus lysine d'une
protéine, qui régule son activité, notamment via son ciblage vers la dégradation
protéasomale.

» L'ISGylation est un processus similaire a I'ubiquitination, ou le géne 15 stimulé par
I'interféron (1ISG15), une petite protéine hautement induite par I'lFN-I, est conjugué a
des protéines cibles et module leurs fonctions.

L'ubiquitination et I'ISGylation jouent un réle important dans la régulation des réponses
immunitaires innées a l'infection virale, et il n'est donc pas surprenant d'observer que

plusieurs virus ont développé des stratégies différentes pour contrarier ces voies.[52]

4.1 Structure de PLpro
La séquence SARS-CoV-2 PLpro est identique a 83 % et similaire a 90 % au SARS-CoV.
[53]
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Figure N°7: Alignement du SARS-COV-2 PLpro avec le SARS CoV PLpro.[54]

Le SARS-CoV-2 PLpro est une enzyme monomere qui peut étre divisée en deux domaines
principaux : le domaine catalytique et le terminal N-ubiquitine-like domaine (Ubl). Le
premier est la partie intéressante en termes de fonctions enzymatiques, ainsi que d'inhibition
de la protéine. Il peut étre divisé en trois sous-domaines : le pouce, la paume et les doigts
(Figure N°8-A).

e Un pouce est compose de six hélices et d'une petite épingle a cheveux. [53]

e Le sous-domaine des doigts est le plus complexe ; il est composé de six brins 3 et de

deux hélices et comprend un site de liaison au zinc. Cet ion zinc structurel est

coordonné par quatre résidus cystéine situés sur deux boucles (Cys189, 192, 224 et
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226) de deux épingles a cheveux. La liaison du zinc est essentielle pour l'intégrité
structurelle et l'activité de la protéase, mais la conformation de cette région varie le
plus entre les différentes structures PLpro.[55]

e Le sous-domaine de la paume est composé de six brins avec les résidus catalytiques
Cysl11, His272 et Asp286 situés a I'interface entre les sous-domaines du pouce et de la
paume. [53]

Le site actif est situé entre la paume et le pouce, utilisant trois résidus principaux, appelés la

triade catalytique : Cys111, His272 et Asp286[53], (Figure N°8-B).

Figure N°8:Présentation de la structure et de site actif du SARS-CoV-2 PLpro.[56]
(A) Structure tertiaire du PLpro et sa division en deux parties principales.

(B) Site actif du PLpro a l'interface entre la paume et le pouce avec les trois acides aminés de
la triade catalytique Cys111, His272 et Asp286 (PDB ID: 7jn2).[56]

4.1.1 Lesite actif du SARS COV2 PLpro
Le site actif du SARS-CoV-2 PLpro est situé entre la paume et le pouce, il comporte la
triade catalytique Cys111(C111)-His272(H272)-Asp286(D286) et autres  résidus
catalytiguement importants tels que tryptophane93 (W93), tryptophanel06 (W106),

aspartate108 (D108) et asparagine (N109) sont représentés avec le modele en baton.[46]




CHAPITRE2 LA PL PROTEASE

atalytic fe

i
|

[

Figure N°9: Représentation du site actif de SARS COV2 PLpro.[46]

4.2 Meécanisme d’action du PLpro

La réponse immunitaire innée de la cellule héte aux virus commence une fois que les acides
nucléiques viraux sont détectés par des récepteurs de reconnaissance de formes tels que les
récepteurs Toll-like (TLR) et le gene | inductible par les rétinoides (RIG-I). Cet événement
déclenche des cascades de signaux, notamment des kinases telles que la TANK-binding
kinase-1 (TBKZ1) et les inhibiteurs-kB kinases (IKK), conduisant a I'activation de facteurs de
transcription tels que I'interféron-regulatory factor-3 (IRF3) et le facteur nucléaire kappa. Ces
protéines se transloquent dans le noyau et servent de facteurs de transcription en se liant aux
éléments promoteurs dans les genes cibles, conduisant a I'expression de plusieurs cytokines, y
compris les IFN du type I, qui a leur tour déclencheront un grand nombre d'intra et des

processus extracellulaires conduisant a I'activation de la réponse immunitaire innée.[57]

e La PLpro CoV2 clive principalement la protéine du type ubiquitine 1SG15 des
protéines de I'ndte et, par conséquent, posseéde une plus grande capacité a blogquer
la voie IFN du type 1 qui est corrélée a linitiation de I'immunité innée
antivirale.[58]

e La PLpro inactive également TBK1, bloque la signalisation NF-kappaB, empéche
la translocation d'IRF3 vers le noyau, inhibe la voie de signalisation TLR7 et induit

une régulation positive Egr-1-dépendante de TGF-B1.[59][60]
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Un réle essentiel dans le traitement des polyprotéines virales, la maturation et
I'assemblage du RTC, et elle peut également agir sur les protéines de la cellule héte
en perturbant la machinerie de réponse virale de I'h6te pour faciliter la prolifération
et la réplication virales. En raison de la centralité de PLpro pour la réplication virale,

c'est un excellent candidat pour le ciblage thérapeutique.[53]

4.3 Les inhibiteurs de SARS COV2 PLpro

Il existe deux classes principales d'inhibiteurs du SRAS-CoV-2 PLpro, avec a la fois des

structures tertiaires résolues de complexes protéine-inhibiteur et des résultats d'études in vitro

concernant leurs affinités de liaison.

Les inhibiteurs covalents: représentent l'un des types de composés les plus
importants étudiés jusqu'a présent. Dans ce groupe, la direction principale semble se
concentrer sur les échafaudages peptidiques [61]. 1l existe également d'autres
propositions d'inhibiteurs covalents non peptidiques, tels que I'ebselen [62], ses
dérivés [63] et le disulfirame [64]. Dans le cas des inhibiteurs peptidiques, la liaison
covalente est formée avec l'un des acides aminés de la triade catalytique-Cys111.
Comme les structures de ces composés forment des chaines assez longues, la grande
partie de la molécule est placée hors du site actif et se trouve sous la boucle de blocage
2 (BL2) dans le sous-domaine de la paume [61], ( Figure N°10).

Figure N°10: PLpro avec l'inhibiteur covalent VIR250 lié a Cys111.[56]
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e Les inhibiteurs non covalents : sont le deuxiéme type principal de médicaments anti-
SARS-CoV-2 potentiels. Dans ce groupe, les composés les plus importants et les plus
étudiés comprennent des inhibiteurs connus pour agir sur le SARS-CoV PLpro et leurs
dérivés. Une telle direction est raisonnable en raison de la similitude séquentielle
élevée (90 %) et de l'identité (83 %) du PLpro entre le SARS-CoV et le SARS-CoV-2
[53]. Les inhibiteurs non covalents du SRAS-CoV PLpro sont en grande partie
membres d'un groupe structurel de composes, a savoir les dérivés du N-[1-(naphtalen-
1-yl)éthyllbenzamide (par exemple: GRL0617).[65]

43.1 Lechoix de I'inhibiteur de référence
Nous avons consulté une base de données sur les inhibiteurs potentiels de la protéase de
type papaine SARS-CoV-2. Cette base de données contient 950 inhibiteurs, C'est le résultat
d'une campagne de criblage virtuel menée sur un ensemble de plus de 15 millions de
composes de la bibliotheque de médicaments similaires d'ENAMINE REAL [66]. Elle est
accessible facilement et gratuitement via le site web: https://plpro-inhibitors.cent.uw.edu.pl/.

Nous avons choisi notre inhibiteur par la dépendance de:

v’ L'énergie de la liaison avec la PLpro (= -24,96 kcal/mol), avec un IC50 (=370.5 nM).

FigureN°11: La structure de l'inhibiteur de référence.
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1 Introduction

Le développement d'un nouveau médicament est un processus long et colteux, allant de
I'identification d'une cible biologique d'intérét thérapeutique jusqu'au patient, dans lequel les
essais cliniques succédent au développement préclinique.[6]

Le docking moléculaire in silico a pour but de prédire la structure d’un complexe
moléculaire a partir des molécules isolées, ce qui est considérablement plus facile a mettre en

ceuvre, moins cher et plus rapide que I’utilisation des méthodes expérimentales in vitro.[67]

2 Les étapes de docking

Docking (ancrage, amarrage ou arrimage moléculaire en francais) est le nom donné aux
simulations moléculaires dans lesquelles différentes approches sont combinées pour étudier
les modes d’interactions entre deux molécules. Dans la plupart des cas, il s’agit d’un récepteur
macromoléculaire (cible de docking) dont la structure tridimensionnelle est connue et d’une
petite molécule (ligand).[68]

Une simulation de docking comprend essentiellement deux étapes :

2.1 Ledocking
Est 1’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le site actif de la protéine et a
échantillonner les conformations, positions et orientations (poses) possibles, en ne retenant

que celles qui représentent les modes d’interaction les plus favorables.

2.2 Lescoring

Est I'étape de classement, qui consiste a évaluer 1’affinité entre le ligand et la protéine dans
chacun des complexes sélectionnés lors de 1’étape précédente.

Cette tache est accomplie par des outils informatiques nommeés fonctions de score. Celles-ci
évaluent d’abord les différentes contributions énergétiques (et parfois entropiques) pour la
stabilisation du complexe protéine-ligand, et ordonnent ensuite ces complexes, permettant

ainsi I’identification des modes d’interaction les plus probables.[69]
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Figure N°12: Représentation schématique des étapes du docking moléculaire.

3 Les outils du docking
Pour mener a bien des études d'arrimage, il est indispensable d'avoir deux structures, un

récepteur et un ligand.[70]

3.1 Le récepteur
Les récepteurs sont des macromolécules impliquées dans la signalisation chimique des
signaux inter et intracellulaires, ils peuvent étre situés sur la membrane de surface cellulaire

ou dans le cytoplasme.[71]

La plupart des structures sont extraites de la banque de données des protéines (PDB) c'est
une collection mondiale de données sur la structure tridimensionnelle de macromolécules
biologiques, elle contient principalement des protéines mais aussi des acides nucléiques. Ces
structures sont essentiellement déterminées par cristallographie aux rayons X ou par
spectroscopie RMN. Actuellement elle compte 178451 structures biologiques et est accessible
facilement et gratuitement via le site : https://www.rcsb.org/.[72]

3.2 Leligand

Les molécules qui se lient a un récepteur sont appelées ligands. La liaison peut étre
spécifique et réversible. Un ligand peut activer ou inactiver un récepteur, l'activation peut
augmenter ou diminuer une fonction cellulaire particuliére. Chaque ligand peut interagir

avec plusieurs sous-types de récepteurs.[71]
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En arrimage moléculaire, le ligand doit également étre sous forme 3D. A ce titre il y a deux
grandes sources de structures chimiques des ligands. La premiere consiste a utiliser des
ligands de la PDB ou de la littérature qu'on peut dessiner, optimiser et enregistrer sous
differents formats (pdb, mol2, mol...etc) grace a des programmes de construction moléculaire
3D tels que : ChemDraw, Titan... etc. La seconde consiste a consulter des bases de données de
structures chimiques appelées chimiothéques, telles que Pubchem, Zinc, la Chimiothéque

Nationale Frangaise...etc.[73]

4 Les types de docking

4.1 Docking rigide

Dans le cas des méthodes de docking rigide, la recherche de la pose optimale se limite au
positionnement. Cette opération consiste en la recherche exhaustive dans I'espace discrétisé
des 6 degres de liberté. Certains programmes, s'ils n'appartiennent pas a la famille des
techniques de docking rigide, utilisent plusieurs étapes successives d'optimisation dont les
premieres peuvent s'apparenter a du docking rigide. Par exemple, le programme Glide, utilise
initialement, dans son approche multi-étapes, une recherche systématique pour positionner le

ligand de facon approchée au sein du site actif de la protéine.[74]

4.2 Docking flexible

Lorsque les méthodes de docking prennent en compte la flexibilité du ligand, deux étapes
sont effectuées successivement pendant toute la durée du docking. La premiere étape
correspond a une exploration de I'espace conformationnel de maniére a retrouver, parmi les
conformations proposées, la conformation bioactive. Pendant la deuxieme étape une fonction
de score évalue ces conformations .1l 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).[75]

4.3 Docking semi-flexible

Lorsque I'espace conformationnel des ligands est exploré, le nombre de degrés de liberté de
I'espace de recherche peut étre conséquent dans le cas de molécules trés flexibles. Dans un tel
contexte, I'emploi de méthodes de recherche exhaustives apparait souvent inapproprié car
nécessitant des simplifications importantes au niveau de [I'échantillonnage. D'autres

algorithmes, dits de fragmentation, sont employés pour construire de fagcon incrémentielle le
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ligand au sein du site actif de la protéine. L'espace des conformations du ligand est alors
restreint au voisinage d'un ensemble initial d'états simplifiés. Cette stratégie de recherche par
construction, qui se présente sous diverses variantes, est notamment adoptée par les

programmes DOCK, FlexX, et Hammerhead.[74]

5 Les interactions protéines-ligands

La stabilitt de ligand au sein du site actif de la protéine est gouvernée par des

interactions de nature non covalente. [76]

5.1 Laliaison hydrogene

La liaison hydrogéne est une force attractive qui s'opére entre deux groupes d'atomes
accepteurs et donneurs impliquant un atome d'hydrogene. Le donneur est I'atome d'hydrogéne
lié de maniere covalente a un atome électronégatif, typiquement azote, oxygéne, fluor. Tandis
que l'accepteur est un autre atome électronégatif, uniqguement azote, oxygene ou fluor. Les
valeurs des angles et des distances varient respectivement de 90 a 180 degrés et de 1.2 a 4.0
A. Pour que la liaison hydrogéne puisse s'établir il faut que les conditions citées avant soient
réalisées.[77][78]
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Figure N°13: La liaison hydrogene.[78]

5.2 Interaction ionique

Les liaisons ioniques connues aussi sous le nom de ponts salins résultent d'une force
d'attraction électrostatique entre deux atomes de charges opposées, la distance pour une
liaison saline doit étre inférieure & 4.0 - 4.5 A et sa force reste trés importante pour une

interaction non covalente qui peut atteindre 10 Kcal/mol.[79]
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Figure N°14: La liaison ionique.

5.3 Les interactions hydrophobes

Les interactions hydrophobes sont créées par le regroupement des molécules non polaires
qui ne sont pas capables de former des liaisons hydrogenes et ne peuvent donc pas s’hydrater,
ces molécules possédent une tres faible affinité pour le solvant ou elles sont dissoutes (eau).
Ce type d'interactions est le plus fréquent dans les études d'interactions protéine-ligand pour
augmenter I'affinité du ligand.[79][80]

Liaison
lenique Liaisan
hydrogéne

Effet
hydrophobe
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Figure N°15 : Les interactions hydrophobes.
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5.4 Les interactions de Van der waals

L'interaction de van der waals est une faible force d'attraction entre des molécules
électriqguement neutres qui entrent en collision ou passent tres prés les unes des autres. La
force de van der waals est causée par des attractions temporaires entre les régions riches en
électrons d'une molécule et les régions pauvres en électrons d'une autre. Ces attractions sont

tres courantes mais sont beaucoup plus faibles que les liaisons chimiques.[81]

Figure N°16: Les interactions de Van der waals.

6 Les programmes de docking

A T’heure actuelle, plus de 30 programmes de docking moléculaire (commerciaux ou non)
sont disponibles [6]. Les plus fréqguemment cités sont respectivement : AutoDock[82],
GOLD[83], FlexX[84], DOCK[85]et ICM[86].

Tableau N°1: Principaux programmes d’amarrage moléculaire.[76]

Nom Editeur Site internet
AutoDock Institut de http://www.scripps.edu/mb/olson/doc/autodock/
recherche
Scripps
Dock Université de | http://dock.compbio.ucsf.edu/
California-San
Francisco
FlexX BioSolvelT http://www.biosolveit.de/FlexX/
Fred OpenEyes http://www.eyesopen.com/products/applications/fre
d.html
Glide Schrodinger http://www.schrodinger.com/products/glide.html
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Gold Centre de http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life_sciences/
donnéescristallo | gold/
graphiques
Cambridge
ICM Molsoft http://www.molsoft.com/products.html
LigandFit Accelrys http://www.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html
Surflex Biopharmics | http://www.biopharmics.com/products.html
FDS Université de | http://www.southampton.ac.uk/
Southampton
PLANTS Université de | http://www.uni-konstanz.de/
Konstanz
QXP Novartis http://www.novartis.com/
Pharmaceuticals
Corporation

Docking Software

= Glide

m Autodock (v. 3 or 4)
= GOLD

= FlexX

m Surflex Dock

= Autodock VINA

A

m DOCK
m LibDock
m FRIGATE

m Other

Figure N°17:Utilisation des différents logiciels de docking.[87]

6.1 Surflex

Parmi les programmes de docking moléculaire, nous avons utilisé le programme Surflex
pour réaliser le travail de recherche.

Le programme Surflex comprend deux parties. L’une pour des études de similarité
tridimensionnelle des molécules, I’autre pour des études de docking. Seule la partie docking

est abordée ici. Elle se base sur la construction d’une pseudo-molécule comme cible sur
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laquelle aligner le ligand. Il s’agit de fragments de molécules placés dans le site actif de
maniere & occuper idéalement et de maniére redondante celui-ci a partir de criteres
morphologiques. Il est important de préciser que cette pseudo molécule peut étre construite a
partir du ligand dans le site, & condition de bénéficier d’une structure, ou bien a partir du
récepteur sans aucun ligand : il utilise dans ce cas 3 types de fragments CH4, C=0 et N-H

mais il est nécessaire de connaitre I’emplacement du site actif.
L’¢étape de Docking s’effectue suivant deux méthodes :

- La premiere est une méthode incrémentale dite Hammerhead. Dans ce cas le programme
fractionne le ligand et cherche a trouver le meilleur appariement pour chaque fragment, il
essaye d’adapter les fragments a ceux de la pseudo-molécule. Les fragments ayant la plus

haute affinité sont utilisés pour reconstruire le ligand.

- La deuxieme méthode dite "molécule entiere” reprend la méme étape de fractionnement que
précédemment. Le changement se fait au niveau des fragments du ligand conservés. Dans la
méthode Hammerhead ne sont conservés pour 1’étape de docking que les meilleurs fragments
qui s’alignent avec ceux de la pseudo-molécule. Ici tous les fragments sont pris en compte

pour la recherche de configuration optimale du ligand.[88]




Partie prafique
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. Matériels

1 Micro-ordinateurs

Dans notre étude, nous avons utilisé deux micro-ordinateurs présentant les performances

suivantes :

e Un 1¥ PC Acer avec 4 GO de RAM et un processeur intel(R) Core(TM) i3-4005U
CPU @ 1.70 GHz 1.70 GHz.
e Un 2eme PC Sony avec 6 GO de RAM, et un processeur intel(R) Core(TM) i5-
3230M CPU @ 2.60 GHz 2.60 GHz
La réalisation des calculs de docking moléculaire a nécessité 1’utilisation d’un ensemble de
programmes informatiques installés sous les deux systémes d’exploitation Windows 10 et
Windows 7. Ainsi, la consultation de plusieurs sites internet et certaines bases et banques de

données.

2 Les programmes
Nous avons réalisé notre expérience par docking moléculaire en utilisant les programmes

suivants :

2.1 Surflex-dock version 1.3 (2005)

Logiciel principal de docking, est un algorithme de docking rapide capable d’arrimer les
ligands dans un environnement constitué d’acides aminés avec une bonne précision. Les
parameétres standards de Surflex ont été utilisés par défaut dans cette étude.

Le docking est réalisé en 3 étapes: [89]

1- Choix de la maniere d’identifier le site actif soit a partir d’un ligand ou du récepteur.
2- Construction d’une pseudo-molécule (protomol) qui va servir de cible aux différents
ligands.

3- Arrimage d’un ou de plusieurs ligands.

2.2 Open Babel version 2.4
Systeme utilisé pour la conversion des fichiers d’un format a un autre. La conversion

concerne tous les types de formats de molécules (pdb, sdf, smiles, mol2...etc).
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2.3 Biovia Discovery studio visualizer version 2021
Utilisé pour construit la structure de ligand de référence, I’étude des interactions ligand-
protéine et leur présentation en 2D, il donne aussi la distance de ces liaisons avec le nom des

acides amineés du site actif. Il a été également utilisé pour réaliser les différentes substitutions.

2.4 MSViewerlite version 4.2
Il a concerné la séparation des complexes et la visualisation de la superposition des ligands

de référence et ceux de Surflex pour confirmer les résultats de RMSD.

2.5 Excel Microsoft 2010
Pour tracer la courbe et le coefficient de corrélation linéaire.

3 Banques de donnees et sites internet

3.1 LaPDB (Protein Data Bank)

Est une collection mondiale de données sur la structure tridimensionnelle (structure 3D) de
macromolécules biologiques : protéines essentiellement, et acides nucléiques. Ces structures
sont essentiellement déterminées par cristallographie aux rayons X, par spectroscopie RMN

ou par microscope électronique (EM). [90]

3.2 Serveur ADMETlIab

Est un serveur en ligne permettant d’effectuer une évaluation de Druglikeness, une
prédiction de ADMET permettant de calculer les propriétés physicochimiques ainsi que les
propriétés pharmacocinétiques des composés a partir du format smiles. On peut consulter ce

serveur via le lien : http://admet.schdd.com/.

3.3 SARS-CoV-2 Papain-like-Protease Potential Inhibitors Database
Est une base de données sur les inhibiteurs potentiels de la protéase de type papaine SARS-
CoV2. A partir de cette base, nous avons choisi notre inhibiteur de référence. Elle est

accessible gratuitement via le lien : https://plpro-inhibitors.cent.uw.edu.pl/.

3.4 SuissADME
Est un serveur en ligne pour le calcul des propriétés ADMET des molécules, nous avons

utilisé ce serveur pour évaluer I’accessibilité a la synthése et la solubilité des composés.



http://admet.scbdd.com/calcpre/calc_rules/
http://admet.scbdd.com/
https://plpro-inhibitors.cent.uw.edu.pl/
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II. Méthodes

1 Les tests de fiabilité des logiciels
Les performances d’un programme de docking peuvent étre jugées au moyen de différents

criteres : détermination du RMSD suivi d’une analyse visuelle et du coefficient de corrélation.

1.1 Le RMSD (RootMean Square Deviation)

Correspond a la moyenne de la déviation de chacun des atomes d’une position d’un ligand
simulée (aprés docking) par rapport a ceux de la pose de réféerence du méme ligand (obtenue
par cristallographie). La norme actuelle pour évaluer les performances d’un programme de
docking est de faire un test a partir de plusieurs complexes protéines-ligands cristallisés
[91][92]. Ce test a été réalisé sur 100 complexes disponibles au niveau de la PDB. La
prédiction est acceptable si la valeur du RMSD ne dépasse pas 2 A. La liste des complexes

protéines-ligands étudiés sera retrouvée dans I’annexe N°1.
Les calculs de RMSD ont été réalisés par le logiciel Surflex par la commande suivante :
surflex-dock rms ligand.mol2 final-0.mol2
Sile 2 < RMSD < 3 on continue avec la commande suivante :
surflex-dock optrms ligand.mol2 final-0.mol2

1.2 Analyse visuelle
Cette étape est nécessaire pour vérifier la superposition de la position du ligand simulé par

docking avec la position de référence.

1.3 Le coefficient de corrélation (r)

Ce test consiste a calculer le coefficient de corrélation linéaire en tracant la droite de
régression linéaire entre les affinités des inhibiteurs calculées par Surflex et les valeurs de leur
IC50 déterminées expérimentalement dans la littérature par des essais in vitro. Il prend des
valeurs situées entre —1 et 1 [93], s’il n’y a pas de relation linéaire entre les deux séries de
données, le coefficient de corrélation est trés proche de zéro, et on dira que les deux variables

ne sont pas corrélées.
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/ CORRELATION
V T

NEGATIVE NULLE POSITIVE

-1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Parfaite Forte Modérée Faible Aucune Faible Modérée Forte Parfaite

Figure N°18: Les différentes valeurs de r.

Ce test a été réalisé sur 29 complexes téléchargés a partir de PDB, les résultats sont

représentés dans le chapitre des résultats et discussion.

2 Preparation des molécules au docking moléculaire

2.1 Le choix de la cible thérapeutique
Notre cible thérapeutique est 1’enzyme papain-like-protease (PLpro) dont la structure 3D a
été téléchargée sous format pdb via la banque de données Protein Data Bank. Parmi les

complexes disponibles nous avons choisi celui portant le code 7JN2.

2.2 Le choix du complexe 7JN2
Parmi les complexes disponibles nous avons choisi celui portant le code 7JN2 avec une
résolution de 1.93 A, la présence d’un inhibiteur co-cristallisé dans ce complexe donne une

idée sur le site actif.
» La résolution

La reésolution en angstrom de la protéine est une des données reflétant la qualité des
structures ayant permis de construire le modéle cristallographique. Généralement, une
résolution proche de 1 A permet de distinguer tous les atomes y compris les hydrogénes. Une
résolution de l'ordre de 6 A permet seulement de distinguer des structures de types «hélice o»

ou «feuillet B» par exemple.
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Les caracteristiques du complexe 7JN2 sont présentées dans le tableau ci-dessous :

Tableau N° 2: Les caractéristiques du 7JN2.

Code PDB | Reésolution Nombre de | Classification | Nombre des | Organisme
chaines AA
TIN2 1.93 1(A) EC: 3.4.22 318 Severe acute

respiratory
syndrome

coronavirus 2

Figure N°19 : La structure tridimensionnelle du complexe 7JN2, générée par la PDB.

2.3 Préparation de la protéine

Nous avons téléchargé le complexe 7JN2 sous format pdb. A 1’aide du programme

MSViewerlite, nous avons retenu uniquement la chaine des acides aminés et enregistré sous

format pdb aprés elimination du ligand et des molécules d’eau afin d’obtenir un récepteur

avec un site actif libre. Ensuite il faut convertir la molécule en format mol2 par le logiciel

openBabel pour le docking via Surflex.

2.4 Préparation de ligand

L’inhibiteur de PLpro a été dessiné et enregistrer sous format pdb puis converti au format

mol2 pour I'utilisation par Surflex, sur lequel deux types de substitutions ont été effectuées



https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_polymer_entity.rcsb_ec_lineage.id:3.4.22
https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.taxonomy_lineage.name:Severe%20acute%20respiratory%20syndrome%20coronavirus%202
https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.taxonomy_lineage.name:Severe%20acute%20respiratory%20syndrome%20coronavirus%202
https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.taxonomy_lineage.name:Severe%20acute%20respiratory%20syndrome%20coronavirus%202
https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.taxonomy_lineage.name:Severe%20acute%20respiratory%20syndrome%20coronavirus%202
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une mono-substitution, puis une bi-substitution a 1’aide du programme Biovia Discovery

studio visualizer, sur ses quatre radicaux R1, R2, R3 et R4.

18 R3
R2 CHs @
16 A7 24 R4
H.CJH,CL 1HC L 40,C
R1 . W 2 '(31% SNHT \ng G
O 4O 0\, 18 bo iho
3
CH,
H, ™
|
CHj

Figure N°21: La structure 3D de I’inhibiteur de référence.

Tableau N°3: Les caracteristiques du ligand de référence.

PM Donneurs | Accepteurs | Liaisons Log P Affinité
de H de H rotatives
351.486 2 2 9 2.255 3.92M™
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2.5 Réalisation du docking
» L’identification du site actif: I’utilisateur emploie une pseudo-molécule (protomol)

comme la cible a laquelle se rallie le ligand dans le site actif d'une protéine. Pour la

création du protomol nous avons utilisé la commande suivante :

surflex-dock proto ligand.mol2 proteine.mol2 pl

» Le docking moléculaire : exige un ligand, un protomol et une protéine sous format

mol2. En utilisant la commande :

surflex-dock dock ligand.mol2 pl-protomol.mol2 proteine.mol2

Le résultat est donné sous la forme des 10 meilleurs « conforméres » au format mol2.
> Le calcul de RMSD :

surflex-dock rms ligand.mol2 final-0.mol2

3 Proposition des nouveaux inhibiteurs théoriques de la PLpro

3.1 Mono-substitution

Sur le ligand de reférence nous avons réalisé 64 mono-substitutions par 1’ajout des
groupements fonctionnels tels que I’hydroxyle, le carboxyle, le thiol...etc, dans 4 positions
différentes afin d’améliorer son affinité envers la cible. La substitution sera effectuée a I’aide

du programme Biovia Discovery studio visualizer.
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Figure N°22:L es groupements fonctionnels rajoutés lors de la mono-substitution.

3.2 Bi-substitution
Nous avons choisi les deux composés monosubstitués ayant les meilleures affinités pour la
bi-substitution, ont ajoutant d’autres groupements chimiques. Nous avons effectué 54 bi-

substitutions pour un composé et 21 bi-substitutions pour I’autre.

o O o
Vi [
-CH,-CH; — C\ 'CHJ‘CH?—O—T—OH -CH)'CH?ANH
OH OH
; 0
~
CHyCH cH=NH - “CH:—N 'CH"CH?J\%
\
H
©/CH;; @Gl
o -CH,-CH
Toluzne 1,2 dichlorobenzene i

Figure N°23:Les groupements fonctionnels rajoutés lors de la bi-substitution.

4 Filtrage ADMET

L’application du filtre ADME-T dans la conception et le développement du médicament

joue un réle important dans le processus étant donné le nombre important des composes
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«lead » et des drogues qui détiennent des proprietés toxiques [94]. Les propriétés des
composés peuvent étre prédites a l'aide du serveur ADMETIab via le lien:
http://admet.scbdd.com/.

4.1 Drug-likeness Evaluation

La régle la plus connue rapportant les constitutions chimiques a leurs activités biologiques
est la régle de Lipinski, avec d’autres régles comme la régle de Veber, de Ghose, de Varma et
Oprea. Le serveur ADMET]Iab contient le module de prévision de drug-likeness basé sur ces

regles.

4.1.1 Larégle de Lipinski
En 1997, Lipinski et al, proposent ce qu'on appelle couramment la « regle de Lipinski » ou
la « régle de 5 » permettant d’estimer la biodisponibilité d’un composé par voie orale a partir
de sa structure 2D. Selon cette regle un composé possede toutes les chances d'étre absorbé par

voie orale s’il respecte au moins 3 des 5 critéres suivants : [95]

e Poids moléculaire Mm <= 500.

e LogP (coefficient de partition) <=5.

e Nombre d’accepteurs de liaisons H <= 10.
e Nombre de donneurs de liaisons H<= 5.

e Nombre de liaisons flexibles <= 15.

» Le log P est égal au logarithme du rapport des concentrations de la substance étudiée
dans I'octanol et dans I'eau. logP = log (Coct/Ceau). Cette valeur permet d'appréhender

le caractére hydrophile ou hydrophobe (lipophile) d'une molécule.

4.1.2 Laregle de Veber
Veber a introduit un critére supplémentaire, la surface polaire (TPSA, polar surface area)

du composé doit étre inférieure a 140 A2, pour une bonne biodisponibilité par voie orale.[96]

4.1.3 Larégle de varma
e Poids moléculaire Mm <= 500.
e TPSA <=125.
e -5<|logD<-2.
e Nombre d’accepteurs de liaisons H + nombre de donneurs de liaisons H <=9.

e Nombre de liaisons rotatives <= 12.



http://admet.scbdd.com/
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4.1.4 Laregle de Ghose
e -0.4<logP<5.6.
e 160 < Mm <480.
e 40 < Réfractivité molaire < 130.

e 20 <nombre d’atomes < 70.

415 Larégle d’Oprea
e Nombre de liaisons rotatives >= 6.

e Nombre de liaisons rigides >=18.

4.2 ADMET prediction

Les propriétés dADMET (Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion, Toxicité) des
composés principaux ont été calculés utilisant le serveur en ligne ADMETIab. Ce serveur
calcule les propriétés pharmacocinétiques comme: 1’absorption intestinale (HIA), perméabilité
hémato-encéphalique (BBB), I’inhibition de cinq isoformes majeures de cytochromes P450
(CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4), la demie-vie (T1/2)...etc. Le serveur

présente les résultats sous forme d’un chiffre avec une catégorie.

e Categorie 0 : résultat négatif (pour I’HIA et BBB), non inhibiteur (pour les CYP450).
e Catégorie 1 : résultat positif (pour I’HIA et BBB), inhibiteur (pour les CYP450).

4.3  Les tests de toxicité
Les modeéles de prédiction informatique in silico offrent un moyen rapide dans le criblage
des composés. lls sont utilisés pour prédire la toxicité des composés afin d’éviter les effets

secondaires des candidats médicaments.
Le serveur ADMET Iab présente les resultats comme celui-ci :

e Catégorie 0 : résultat négatif.

e Categorie 1 : résultat positif.

4.3.1 Test d’Ames
Le test d’/Ames permet de déterminer le pouvoir mutagéne d'une substance en étudiant sa
capacité a induire des mutations reverses sur des souches hypersensibilisées de Salmonella

typhimurium.[97]
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4.3.2 Test d’inhibition de hERG
Le géne hERG (human Ether-a-go-go-Related Gene) code pour un canal K * jouant un role
central pendant la phase de repolarisation du potentiel d'action cardiaque [98]. La simulation
des effets des composés sur le canal hERG offre des informations précieuses pour vérifier les

effets secondaires pro arythmiques potentiels.[99]

4.3.3 Test d’hépatotoxicité humaine (H-HT)
Les médicaments pouvant endommagé le foie sont catégorisés comme des agents

hépatotoxiques.

4.3.4 SkinSen (Sensibilisation cutanée, LLNA)
Le LLNA repose sur le principe que les sensibilisants induisent une prolifération de
lymphocytes dans les ganglions lymphatiques drainant le site de 1’application de la substance
d’essai. Cette prolifération est proportionnelle a la dose appliquée et a la puissance de

I’allergéne, et permet d’obtenir facilement une mesure quantitative de la sensibilisation.[100]

4.3.5 DL50 (DL50 de toxicité aigue)
La DL50 est la quantité d'une substance administrée en une seule fois, qui cause la mort de
50 % (la moiti€) d'un groupe d'animaux d'essai. La DL50 est une facon de mesurer le potentiel

toxique a court terme (toxicité aigué) d'une substance.

5 Analyse visuelle des interactions établies entre le ligand et les acides

amines du site actif
A Tl’aide de biovia Discovery studio visualizer nous avons observé et dénombré les
différentes interactions réalisées entre les composés obtenus et les résidus du site actif de

I’enzyme PLpro.




Chapitre J;
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1 Introduction
Notre démarche consiste a évaluer, dans un premier temps, la performance de programme
de docking moléculaire « Surflex » utilisé dans cette étude dans le but de la découverte de

nouveaux inhibiteurs de la PL protéase.

2 Tests de fiabilité de programme de docking « Surflex »
L’¢étude in silico de I’inhibition de I’enzyme papain-like-protease (PLpro) par docking
moléculaire nécessite une évaluation de la fiabilité des simulations générées par Surflex par

trois tests différents :

e L’écart quadratique moyen ou le RMSD (rootmean square deviation).
e L’analyse visuelle.

e Le coefficient de corrélation linéaire (r).

2.1 Test RMSD

Les performances d’un programme de docking moléculaire sont évaluées par le calcul de la
déviation quadratique moyenne ou RMSD entre la position d’un ligand simulée et celle de
référence existante dans la PDB. Ce test a été réalisé sur 100 complexes protéine-ligand

téléchargés a partir de la PDB. Les résultats sont représentés dans 1’annexe N°1.

Les valeurs obtenues sont : 71% des valeurs de RMSD sont inférieures ou égales a 2 A et
29% dépassent cette valeur norme. Donc le programme surflex simule correctement les
interactions Protéine-Ligand. Ce qui est accord avec les résultats de Chikhi A (2007)
(RMSD= 88,4 %)[88], de Teniou S (2012) (RMSD=85.5%) [89] et aussi avec les résultats de
Boucherit H (2012) (RMSD=66%)[101].

Les résultats sont illustrés dans la figure ci-dessous :
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B RMSD=<2A

ERMSD >2 A

Figure N°24: Résultat en pourcentage du test RMSD.

2.2 Analyse visuelle
L’analyse visuelle est une étape essentielle pour confirmer les résultats du RMSD. Elle

permet de déterminer si un ligand simulé se superpose avec le ligand co-cristallisé.

Dans ce contexte, nous avons visualise spécifiquement trois complexes disponibles dans la
PDB : le 1ZVX (le meilleur RMSD), le 2XEY (RMSD intermédiaire), le 1JSV (le mauvais
RMSD).

Tableau N°4: Valeurs de RMSD des complexes étudiés.

Complexe RMSD(A) Le ligand
1ZVX 0.772 Coloré en bleu
2XEY 2.212 Coloré en bleu
1JSV 3.254 Coloré en bleu
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Figure N°25: Superposition de I'inhibiteur de référence et du final-0 calculé par Surflex du
complexe 1ZVX (RMSD=0.772A).

Figure N° 26: Superposition de I'inhibiteur de référence et du final-0 calculé par Surflex du
complexe 2XEY (RMSD=2.212A).

Figure N° 27: Superposition de I'inhibiteur de référence et du final-0 calculé par Surflex du
complexe 1JSV (RMSD=3.254A)).
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Dans le cas du complexe 1ZVX avec un RMSD égale & 0.772 A, la visualisation montre
que le modéle simulé par le Surflex présente une conformation spatiale parfaitement
superposable a celle déterminée expérimentalement par cristallographie qu’on retrouve dans
la PDB. Dans le deuxiéme cas du complexe 2XEY avec un RMSD = 2.212 A on obtient une
différence entre le ligand docke et celui co-cristallisé. Alors que dans le troisieme complexe
1JSV (RMSD = 3.254 A), I’analyse visuelle montre une mauvaise superposition entre les

deux ligands.

2.3 Test de corrélation linéaire

Ce test a été realisé sur 29 complexes (protéines-ligands) différents téléchargés a partir de
la PDB.

Dans le tableau ci-dessous nous présentons les valeurs suivantes: IC50 issues de la
littérature, les valeurs calculées de log IC50 et les valeurs de final-0 données par Surflex.

Tableau N° 5: Résultats de I’analyse par régression linéaire des 29 complexes.

Composé | Code PDB du IC50 (nM) Log IC50 Final-0 (M™)

N° complexe

01 6GIP 40 1.60 8.43
02 5K00 7.09 0.85 13.19
03 2UzZB 120 2.07 9.28
04 11A3 8 0.90 5.48
05 11A2 23 1.36 5.97
06 2GG5 250 2.39 2.75
07 2UZN 30 1.47 5.04
08 4GL5 112.30 2.05 2.52
09 3FYW 2.9 0.46 7.05
10 1ZVvX 1.39 0.14 11.07
11 4DR9 10 1 9.73
12 3QTU 70 1.84 6.91
13 4XE6 19 1.27 5.25
14 3QTX 70 1.84 8.18
15 3QTz 50 1.69 9.14
16 1M78 52 1.71 5.31
17 2BPM 2 0.30 11.22
18 3MPT 251 2.39 5.58
19 6ND7 181 2.25 4.94
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20 6MDB 64 18 9.91
21 357M 10 1 7.17
22 3RK9 520 271 517
23 3RPV 70 1.84 5.92
24 3NZB 35 154 7.13
25 3PKA 540 273 3.41
26 2GG3 580 2.76 53

27 3PKB 620 2.79 35

28 2GG5 250 2.39 4.56
29 2Q93 560 274 2.2

Les résultats obtenus sont représentés par une courbe de corrélation linéaire entre les log

IC50 des 29 complexes et leurs affinités en utilisant le programme « Excel».

14 . y=-2,4792x+ 10,861
R2 = 0,4601
12
.o R=0,67
10 A 4
L 2 * &
8 A
P < ¢ & Sériel
6 * ’Q’ * w Linéaire (Sériel)
a4
N *»
2 ¢ *
0 T T T T f !
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Figure N° 28: Courbe de corrélation linéaire entre log 1C50 des 29 complexes et leurs
affinites.

L’analyse par corrélation linéaire réalisée entre les affinités et les IC50 (Log IC50)
déterminés expérimentalement des complexes étudiés donne un nuage de points avec un
coefficient de corrélation égal a 0.67. La corrélation négative témoignant que ces deux
variables évoluent dans le sens opposé. Donc le programme Surflex est performant (un
coefficient de corrélation nettement supérieur a 0.5), ce qui est en accord avec les résultats de
Boucherit H (2012) avec r =76.[101]
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2.4 Conclusion

Nous pouvons conclure a partir des résultats obtenus par les trois tests de fiabilité :

RMSD, analyse visuelle et la corrélation linéaire que le programme Surflex est
suffisamment performant et qu'on peut 1’utiliser sans trop de risque d'erreurs dans nos travaux

de docking moléculaire, afin de générer d’autres inhibiteurs de notre cible PLpro.

3 Proposition des nouveaux inhibiteurs

3.1 Le choix du complexe 7JN2
Parmi les complexes disponibles dans la PDB nous avons choisi celui portant le code 7JN2

avec une résolution de 1.93A et un inhibiteur co-cristallisé dans le site actif.
3.2 Le choix de I'inhibiteur de référence

Nous avons consulté une base de données sur les inhibiteurs potentiels de la protéase de
type papaine SARS-CoV2. Nous avons choisi notre inhibiteur  « (3R)-3-((S)-2-
ethoxypentanamido)-1-(1-(2-fluorophenyl)ethyl)-3-methylpyrrolidinium » par la dépendance
de :

v’ L'énergie de liaison avec la PLpro (= -24,96 kcal/mol), avec un IC50 (=370.5 nM).

Figure N° 29: La structure de I’inhibiteur de référence.
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3.3 Substitution de ’inhibiteur de référence

Pour développer de nouveaux inhibiteurs de 1’enzyme PL protéase nous avons effectué des
mono-substitutions et des bi-substitutions en introduisant des modifications dans la structure
de Dinhibiteur de référence dont Daffinité est de 3.92 M™ afin d’obtenir des composés

présentant des affinités supérieures.

3.3.1 Mono-substitution
Nous avons testé 64 composés monosubstitués par différentes fonctions chimiques telles
que : I’amine (NH2), le carboxyle (COOH), I’hydroxyle (OH)...etc, rajouté aux différentes

positions (04 positions) du I’inhibiteur de référence.

18 R3
R2 CHj
6 AT D4 R4
HyCIH,Co (HE L 40,C
T A RN AR
O 2eONNON 45 T4 50 1o
A, ""(;‘H N HC=CRe Gt
3
2’C|-|2
H,C
L
CHs

Figure N° 30: Représentation des radicaux R1, R2, R3 et R4 dans la structure de I’inhibiteur

de référence.

Le docking moléculaire a été effectué par le programme « Surflex ». Les fonctions
rajoutées ainsi que les affinités de chaque composé monosubstitué sont représentées dans le

tableau ci-dessous:

Tableau N° 6: Les fonctions et les affinités des composes monosubstitués.

Composé R1 R2 R3 R4 Final-0
mono- (M™)
substitue
M1 OH 191
M2 OH -1.90
M3 OH 2.35
M4 OH 1.39
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M5 COOH 1.36
M6 COOH 2.65
M7 COOH 5.18
M8 COOH 2.35
M9 CH3 /

M10 CH3 /

M1l CH3 3.67
M12 CH3 2.19
M13 NH2 2.68
M14 NH2 1.63
M15 NH2 3.07
M16 NH2 2.85
M17 NO 1.45
M18 NO -2.76
M19 NO 3.14
M20 NO 1.13
M21 SH 1.43
M22 SH -0.83
M23 SH 1.01
M24 SH -0.12
M25 PH2 3.07
M26 PH2 0.11
M27 PH2 141
M28 PH2 2.65
M29 | 1.47
M30 I -0.03
M31 I 1.57
M32 I 2.10
M33 CL 1.44
M34 CL -0.91
M35 CL 1.59
M36 CL 2.66
M37 Benzéne 2.82
M38 Benzéne -0.18
M39 Benzeéne 2.19
M40 benzéne 0.41
M41 Cyclopentane 3.37
M42 Cyclopentane 2.88
M43 Cyclopentane 1.89
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M44 Cyclopentane 1.13
M45 Pyridine -0.11
M46 Pyridine 2.05
M47 Pyridine 2.12
M48 Pyridine 0.10
M49 Pyrimidine 3.55
M50 Pyrimidine 2.38
M51 Pyrimidine 4.97
M52 Pyrimidine 0.45
M53 Thiazole 1.91
M54 thiazole 4.84
M55 Thiazole 4.79
M56 thiazole 0.00
M57 Imidazole 2.16
M58 Imidazole 2.21
M59 Imidazole 3.29
M60 Imidazole 1.33
M61 CONH2 3.35
M62 CONH2 3.18
M63 CONH2 -0.14
M64 CONH2 0.98

Apreés le docking moléculaire des 64 composés issus de la mono-substitution seuls quatre
composes présentent des affinités supérieures a celle de I’inhibiteur de référence (final-0 =

3.92M™), les deux meilleurs étant le composé M7 et le composé M51.

» Dans le cas du M7 le remplacement du R3 (I'atome F) par la fonction COOH dans la
structure de référence donne la meilleure affinité (final-0 = 5.18M™).

» Pour le M51 le remplacement du R3 (I'atome F) par la pyrimidine donne un final-0 =
497 M™,

3.3.2 Bi-substitution
Nous avons réalisé des bi-substitutions sur les deux meilleurs composés monosubstitués :
M7 (final-0 = 5.18 M™) et M51 (final-0 = 4.97 M™) pour améliorer leurs affinités envers la
cible PLpro, au niveau desquels nous avons introduit des groupements fonctionnels dans

plusieurs positions.
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3.3.2.1 Lecomposé M7
Nous avons effectué 54 modifications dans la structure de M7 par le remplacement des
trois radicaux R1, R2 et R4 présents dans la figure N°32 par différentes fonctions chimiques
telles que : I’amine (NH2), le carboxyle (COOH).. .etc.

O\ H

Figure N° 31: Structure de composé monosubstitué M7.

R2
/ + & A
,,f’ H ,, a"”” ( \\ R4
\
\(__7
H
O\ -
T
/\/\ k > -
O R1

Figure N° 32: Représentation des radicaux R1, R2, R3 et R4 dans la structure du composé

monosubstitué M7.
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Les résultats de la bi-substitution du composé M7 sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau N° 7: Les fonctions et les affinités des composeés bi-substituées de M7.

Composé R1 R2 R3 R4 Final-0
bi- (M%)
substitue

Bl OH COOH 3.59
B2 OH COOH 3.97
B3 COOH OH 1.99
B4 COOH COOH 1.76
B5 COOH COOH 4.54
B6 COOH COOH 3.65
B7 CH3 COOH /
B8 CH3 COOH /
B9 COOH CH3 2.70
B10 NH2 COOH 3.92
B1l1 NH2 COOH 5.74
B12 COOH NH2 1.85
B13 NO COOH 3.93
B14 NO COOH 3.03
B15 COOH NO 3.38
B16 SH COOH 2.17
B17 SH COOH 4.87
B18 COOH SH 1.81
B19 PH2 COOH 1.84
B20 PH2 COOH 2.83
B21 COOH PH2 2.81
B22 I COOH 4.75
B23 I COOH 2.63
B24 COOH I -0.05
B25 CL COOH 1.38
B26 CL COOH 1.17
B27 COOH CL 1.97
B28 Benzene COOH 2.21
B29 Benzéne COOH 2.04
B30 COOH Benzéne 4.65
B31 Cyclopentane COOH 1.72
B32 Cyclopentane COOH 4.07
B33 COOH Cyclopentane 3.66
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B34 Pyridine COOH 4.03
B35 Pyridine COOH 2.26
B36 COOH Pyridine 0.25
B37 Pyrimidine COOH 2.42
B38 Pyrimidine COOH 5.45
B39 COOH Pyrimidine 1.08
B40 Thiazole COOH 2.44
B41 thiazole COOH 4.78
B42 COOH Thiazole 0.90
B43 Imidazole COOH 3.03
B44 Imidazole COOH 2.14
B45 COOH Imidazole 2.88
B46 CONH2 COOH 3.69
B47 CONH2 COOH 4.09
B48 COOH CONH2 3.05
B49 Toluene COOH 0.76
B50 toluéne COOH 0.69
B51 COOH Toluéne 0.92
B52 1,2 COOH 1.84
dichlorobenzéne
B53 1,2 COOH -0.01
dichlorobenzeéne
B54 COOH 1,2 0.73
dichlorobenzene

Apres la bi-substitution on a obtenu deux composés bi-substitués possédant des affinités

supérieures a celle du composé monosubstitué M7 (final-0 = 5.18M™).

» Dans le cas du B11, le remplacement du radical R2 par le groupement NH2 a donné la
meilleure affinité (5.74M™).

3.3.2.2 Lecomposé M51
Nous avons effectué 21 modifications dans la structure du M51 par le remplacement des
trois radicaux R1, R2 et R4 par différents groupements chimiques tels que : (CH2)2CONH2,
(CH2)2COOH. . .etc.
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o N

Figure N° 33: Structure de composé monosubstitué M51.

R3
R2
H
ffﬂ;,_ H+J<||”
O - NH
R1
o™

Figure N° 34: Représentation des radicaux R1, R2, R3 et R4 dans la structure du composé
monosubstitué M51.

Les résultats de la bi-substitution du composé M51 sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau N° 8: Les fonctions et les affinités des composeés bi-substitués de M51.

Composé R1 R2 R3 R4 Final-0
bi- (M'l)
substitue
B’1 (CH2)2CONH2 pyrimidine 3.65
B’2 (CH2)2CONH2 | pyrimidine 2.74
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B’3 pyrimidine | (CH2)2CONH?2 3.21
B’4 (CH2)2COOH pyrimidine 7.17
B’5 (CH2)2COOH | pyrimidine 3.94
B’6 pyrimidine | (CH2)2COOH 1.59
B’7 (CH2)2COCH3 pyrimidine 4.58
B’8 (CH2)2COCH3 | pyrimidine 5.54
B’9 pyrimidine | (CH2)2COCH3 2.52
B’10 (CH2)NH2 pyrimidine 3.77
B’11 (CH2)NH2 pyrimidine 2.81
B’12 pyrimidine (CH2)NH2 2.28
B’13 CH2phosphoryl pyrimidine 511
B’14 CH2phosphoryl | pyrimidine 3.04
B’15 pyrimidine | CH2phosphoryl 4.65
B’16 (CH2)2CHNH pyrimidine 4.98
B’17 (CH2)2CHNH | pyrimidine 4.35
B’18 pyrimidine | (CH2)2CHNH 3.33
B’19 (CH2)20H pyrimidine 4.34
B’20 (CH2)20H pyrimidine 3.72
B’21 pyrimidine (CH2)20H 1.11

A partir de la bi-substitution du composé M51 on a obtenu un composé bi-substitué

possédant une affinité de 7.17M™, celle du composé B’4 issu du remplacement du radical R1

par le groupement (CH2)2-COOH.
3.4 Etude des interactions

3.4.1 Le ligand de référence

TYR

TYR 25

273

GLM
269

Interactions
wan der Waals
Conventional Hydrogen Bond

Carbon Hydrogen Bond

TYR
263

MET
208

Pi-Caton
Alloyl
Pi-Alkyl

PRO
298

ARG
=T

Figure N° 35: La présentation des interactions du ligand de référence avec le site actif de la

PLpro en schéma 2D.
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Figure N° 36: Analyse visuelle par Biovia Discovery Visualizer du mode d’interaction du

ligand de référence avec le site actif de PLpro.

La visualisation des interactions montre que le ligand de référence établit deux liaisons de

type Conventional Hydrogen Bond avec deux autres liaisons de type Carbon Hydrogen Bond

et des liaisons hydrophobiques :

aminé ARG166.

e Quatre interactions de type Pi-Alkyl.

e Deux interactions de type Alkyl.

Une interaction de type Pi-Cation qui s'établit entre le benzéne et ’amine de 1'acide

Tableau N° 9: Les liaisons établies par le ligand de référence avec le site actif de PLpro.

Liaison Interaction Types Distance
1 F(N°10).......... OH(N°2097) du TYR268 | Conventional Hydrogen Bond | 3.461622
2 O(N°37)......N(N°2098) de I'AA GLN269 | Conventional Hydrogen Bond | 2.481171
3 Cycle pyrrolidine........ pyrrolidine-2- Alkyl 4.685598

carbaldehyde de I’ AAPRO248.
4 C(N°15)..eviiiene . JAA MET208 Alkyl 5.307134
5 C(N°29)......... méthyl phénol duTYR264 Pi-Alkyl 4.931983
6 C(N°43)........ méthyl phénol duTYR268 Pi-Alkyl 4.423323
7 C(N°29)........... méthyl phénol duTYR264 Pi-Alkyl 3.422043
8 C(N°50).........méthyl phénol du TYR273 Pi-Alkyl 4.939028
9 Benzéne........NH2(N°1302) du ARG166 Pi-Cation 3.442380
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10

H(N°40)......0(N°1284) de 'AA ASP164

Carbon Hydrogen Bond

1.865540

11

H(N°22)......0(N°1284) de 'AA ASP164

Carbon Hydrogen Bond

2.505797

3.4.2 Composé M7

Interactions
- Conventional Hydrogen Bond
E Carbon Hydrogen Bond

|:| Pi-Alkyl

Figure N°37: La présentation des interactions du composé monosubstitué M7 avec le site

actif de la PLpro en schéma 2D.

TYR268

Figure N° 38: Analyse visuelle par Biovia Discovery Visualizer du mode d’interaction du

composé monosubstitué M7 avec le site actif de la PLpro.
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L'analyse visuelle des interactions montre que le remplacement de I'atome F au niveau du

radical R3 par un groupement carboxyle a augmenté I'affinité du composé M7 & 5.18 M et

permis la formation de trois nouvelles liaisons de type Conventional Hydrogen Bond par

rapport au ligand de référence, ainsi que d'autres liaisons de type Carbon Hydrogen Bond et

une liaison hydrophobique de type Pi-Alkyl.

Tableau N° 10: Les liaisons établies par le composé M7 avec le site actif de la PLpro.

Liaison Interaction Types Distance
1 O(N°36)............. N(N°1237) du LYS157 | Conventional Hydrogen Bond | 2.546516
2 H(N°31)..........0(N°1310) du GLU167 | Conventional Hydrogen Bond | 1.905330
3 H(N°59)...........0(N°1284) du ASP164 | Conventional Hydrogen Bond | 1.940368
4 O(N°97)............ N(N°2098) du GLN269 | Conventional Hydrogen Bond | 2.963171
5 C(N°14)....... méthyl phénol duTYR268 Pi-Alkyl 4.269195
6 H(N°18)..........0(N°1310) du GLU167 Carbon Hydrogen Bond 2.576803
7 H(N°21)..........O(N°2105) duGLN269 Carbon Hydrogen Bond 2.344459
8 H(N°10)..........O(N°2105) du GLN269 Carbon Hydrogen Bond 2.890999
9 H(N®°3).....c.cco... O(N°2105) du GLN269 Carbon Hydrogen Bond 2.252539
10 H(N°43)..........0(N°2105) du GLN269 Carbon Hydrogen Bond 2.252597
11 H(N°22)..........0(N°2097) du TYR268 Carbon Hydrogen Bond 2.639720

3.4.3 Composé M51

Inmteractions

TY R
Z2 o

Conventional Hydrogen Bond

Carbon Hydrogen Bond

Geu
1a7

Pi-Pi Stacked

Figure N°39: La présentation des interactions du composé monosubstitué M51 avec le site

actif de PLpro en schéma 2D.
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Figure N°40: Analyse visuelle par Biovia Discovery Visualizer du mode d’interaction du

composé monosubstitué M51 avec le site actif de PLpro.

L'analyse visuelle des interactions du composé M51 révele I’apparition de deux nouvelles

liaisons de type Conventional Hydrogen Bond, avec d'autres liaisons de type Carbon

Hydrogen Bond et une liaison hydrophobique de type Pi-PiStacked qui s'établit entre le cycle

pyrimidine et le noyau aromatique de I'acide aminé TYR264.

Tableau N° 11: Les liaisons établies par le composé M51 avec le site actif de PLpro.

Liaison Interaction Types Distance
1 O (N° 36)...N (N°1237) de ’AA LYS157 | Conventional Hydrogen Bond | 2.649544
2 H (N°31)...0 (N°1310) de I’AA GLU167 | Conventional Hydrogen Bond | 1.947681
3 N (N°57)...N(N°2098) de ’AA GLN269 | Conventional Hydrogen Bond | 3.181575
4 Pyrimidine......methyl phénol du TYR264 Pi-PiStacked 3.401451
5 H(N°18)....0 (N°1310) de I’AA GLU167 Carbon Hydrogen Bond 2.609213
6 H(N°63)........ OH (N°2138) du TYR273 Carbon Hydrogen Bond 2.512755
7 H(N°22).........OH(N°2097) du TYR268 Carbon Hydrogen Bond 2.514432
8 H(N°2)......0 (N°2105) de I’AA GLN269 Carbon Hydrogen Bond 2.263485
9 H (N°39)...0 (N°2105) de I’AA GLN269 Carbon Hydrogen Bond 2.437964
10 H (N°42)....0(N°2105)de I’AA GLN269 Carbon Hydrogen Bond 2.190495
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3.4.4 Composé B11
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268 LEU
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Figure N°41: La présentation des interactions du composé bi-substitué B11 avec le

site actif du PLpro en schéma 2D.

GLU167

Figure N°42: Analyse visuelle par Biovia Discovery Visualizer du mode d’interaction du

composé bi-substitué B11 avec le site actif de PLpro.

L'analyse visuelle des interactions montre que le remplacement du radical R2 par I'amine
NH2 dans la structure du composé M7, forme cing nouvelles liaisons de type Conventional
Hydrogen Bond par rapport au ligand de référence, avec trois liaisons de type Carbon
Hydrogen Bond et une liaison hydrophobique de type Alkyl.
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Tableau N° 12: Les liaisons établies par le composé B11 avec le site actif de PLpro.

Liaison Interaction Types Distance
1 O(N°32)......0H(N°2097) du TYR268 | Conventional Hydrogen Bond | 2.792788
2 O(N°53)....... N (N°1265) du LEU162 | Conventional Hydrogen Bond | 3.137933
3 H(N°55).......... O(N°1268) du LEU162 | Conventional Hydrogen Bond | 1.857131
4 H(N°58).........0(N°1310) du GLU167 | Conventional Hydrogen Bond | 1.949586
5 H (N°30)......... O(N°2105) du GLN269 | Conventional Hydrogen Bond | 1.886599
6 N(N°56)........N (N°1237) du LYS157 | Conventional Hydrogen Bond | 3.081670
7 C(N°14).. oo, ’AA LEU 162 Alkyl 4571875
8 H(N°18).........0(N°2105) du GLN269 Carbon Hydrogen Bond 2.412414
9 H(N°35).........0(N°1310) du GLU167 Carbon Hydrogen Bond 2.368592
10 H (N°22)........0(N°1268) du LEU162 Carbon Hydrogen Bond 2.748712

3.45 Composé B4

TYR
273

TYR
254

Interactions
Conventional Hydrogen Bond

Carbon Hydrogen Bond

GLU
151

TYR
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Figure N° 43:La présentation des interactions du composé monosubstitué B’4 avec le site

actif de PLpro en schéma 2D.
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YS157

LU167 R273

Figure N° 44:Analyse visuelle par Biovia Discovery Visualizer du mode d’interaction du

composé monosubstitué B’4 avec le site actif de PLpro.

D’apreés le schéma 2D des interactions du composé B’4, nous avons observé la présence de

cing liaisons de type Conventional Hydrogen Bond et sept liaisons de type Carbon Hydrogen

Bond.

De plus le cycle pyrimidine établit avec le noyau aromatique de I'acide aminé TYR264 une

liaison hydrophobique de type Pi-PiStacked.

Tableau N° 13: Les liaisons établies par le composé B’4 avec le site actif de PLpro.

Liaison Interaction Types Distance
1 H(N°70)........ O(N°1264) du GLU161 | Conventional Hydrogen Bond | 1.976634
2 O(N°68).........N(N°1237) du LYS157 | Conventional Hydrogen Bond | 2.870721
3 O(N°36).........N(N°1237) du LYS157 | Conventional Hydrogen Bond | 2.731146
4 H(N°31)........0(N°1310) du GLU167 | Conventional Hydrogen Bond | 1.947473
5 N(N°53)........N(N°2098) du GLN269 | Conventional Hydrogen Bond | 3.233525
6 Pyrimidine..méthyl phénol duTYR264 Pi-PiStacked 3.351141
7 H(N°18)......... O(N°1310) du GLU167 Carbon Hydrogen Bond 2.528534
8 H(N°59).......0H(N°2138) du TYR273 Carbon Hydrogen Bond 2.580115
9 H(N°22)......0H(N°2097) du TYR268 Carbon Hydrogen Bond 2.432242
10 H(N°21)........ O(N°2105) du GLN269 Carbon Hydrogen Bond 2.085240
11 H(N°39).........0(N°2105) duGLN269 Carbon Hydrogen Bond 2.486817
12 H(N°41)........ O(N°2105) du GLN269 Carbon Hydrogen Bond 2.703595
13 H(N®42).........0(N°2105) du GLN269 Carbon Hydrogen Bond 2.298516
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4 L’évaluation des proprietés ADMET

4.1 Les propriétés physico-chimiques
Chaque médicament doit se conformer a plusieurs criteres de base tels que les propriétés
physicochimiques comme: le coefficient de partage logP, TPSA, le nombre d'atomes, le poids

moléculaire...etc.

Pour évaluer les propriétés médicamenteuses d’un composé nous avons utilisé le serveur
ADMETIab afin de déterminer si les composés substitués peuvent étre proposés comme

candidat « médicament » et s’ils répondent aux régles suivantes :

e Reégle de Lipinski.
e Regle de Veber.
e Regle de Ghose.
e Regle de Varma.

e Reégled’Oprea.

Tableau N° 14: Les propriétés physico-chimiques.

Ligand de M7 M51 B11 B’4
référence
Formule C20H3202N2F | C21H3204N2 | C24H3502N4 | C20H3204N3 | C26H3604N4
PM (poids 351.486 376.497 410.562 377.485 468.598
moléculaire)
Nombre de 9 10 10 10 13
liaison
rotative
Nombre de 17 18 22 18 23
liaison rigide
Nombre 57 59 64 58 70
totale
d’atomes
Réfractivité 96.998 104.876 118.943 103.389 130.139
molaire
NON (nombre 2 4 5 5 6
d’accepteur
d’hydrogene)
NOHNH 2 2 1 3 2
(nombre de
donneurs
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d’hydrogene)
Log D 2.15 0.681 3.153 0.051 1.242
Log P 2.255 3.232 3.99 2.128 3.835
TPSA 42.77 78.87 67.35 104.89 104.65
Régle de 100% 100% 100% 100% 100%
Lipinski
Régle de 100% 100% 100% 100% 66.67%
Veber
Régle de 100% 100% 100% 100% 50%
Ghose
Régle de 100% 100% 100% 100% 80%
Varma
Régle 33.33% 66.67% 100% 66.67% 100%
d’Oprea

D'apres les résultats de tableau N°14:

Le ligand de référence et les autres composés répondent parfaitement aux criteres de la
regle de Lipinski, ce qui indique qu'ils peuvent étre administrés par voie orale sans poser de
problemes. De méme nous remarquons la conformité de tous les composés testés, sauf le

composé B’4, aux regles de Ghose, de Varma et de veber.

Concernant la régle d’Oprea, il y a une amélioration dans le cas de M7 et B11 par rapport

au ligand de référence atteignant les 100 % pour les composés M51 et B’4.

4.2 Les propriétés pharmacocinétiques
Nous avons complété notre travail par une analyse des propriétés pharmacocinétiques afin
de pouvoir affirmer si nos composés peuvent étre proposés comme un candidat médicament.

Ces propriétés sont appelées ADME (Absorption, Distribution, Métabolisme et Elimination).

L’absorption est le processus par lequel le médicament passe de son site d’administration a la

circulation générale.
La distribution correspond a la diffusion de médicament dans les tissus de I’organisme.

Le métabolisme c¢’est la transformation, par une réaction enzymatique d’un médicament en

un ou plusieurs autres composeés actifs ou inactifs.
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L’¢limination correspond a la capacité métabolique de différents organes, en premier lieu
le foie, a I’excrétion du médicament sous toutes ses formes, en particulier rénale (urine) mais

aussi hépatique (bile).

Les résultats de la simulation des criteres pharmacocinétiques a l'aide du serveur

ADMETIab sont montrés dans ce tableau :

Tableau N° 15: Les propriétés pharmacocinétiqgues ADME.

Ligand de M7 M51 Bll B’4
référence
HIA (absorption 0.551 0.48 0.678 0.413 0.448
intestinale Q) 0) @ ()] 0)
humaine)

BBB 0.949 0.322 0.619 0.208 0.2
perméabilité 1) 0) Q) 0) 0)
CYP450 1A2 0.046 0.013 0.092 0.019 0.067

inhibition 0) 0) 0) 0) 0)
CYP450 3A4 0.629 0.364 0.675 0.284 0.639
inhibition 1) 0) Q) 0) 1)
CYP450 2C9 0.633 0.377 0.533 0.339 0.554
inhibition 1) 0) Q) 0) 1)
CYP450 2C19 0.624 0.191 0.681 0.124 0.359
inhibition 1) 0) Q) 0) 0)
CYP450 2D6 0.546 0.512 0.569 0.498 0.558
inhibition 1) 1) Q) 0) 1)
Excrétion T1/2 1.455 1.064 1.675 0.974 1.512

» Absorption

Le ligand de référence et le composé M51 ont une HIA élevée (catégorie 1), ce qui indique
que ces composés traversent facilement le tractus gastro-intestinal pour atteindre la circulation
sanguine par contre les composés M7, Bl1l et B’4 ont une faible perméabilité gastro-

intestinale (catégorie 0).
» Distribution

Contrairement au ligand de référence et M51, tous les autres composés ne peuvent pas
franchir la barriere hémato-encéphalique (catégorie 0), ce qui protége le cerveau des effets

néfastes de ces composés.
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» Meétabolisme

Nous constatons que seuls les deux composes substitués M7 et B11 ne présentent aucun
effet inhibiteur pour les CYP 3A4, CYP 2C9 et CYP 2C19. Cependant, le B11 est le seul

RESULTATS ET DISCUSSION

composé qui n’a aucun effet inhibiteur pour le CYP 2D6.

Alors que le B’4 posséde un effet inhibiteur sur le CYP 3A4, CYP 2C9 et CYP 2D6.

> Elimination

La demi-vie d'élimination (T%2) est le temps nécessaire pour que la concentration sanguine
d’un médicament dans l'organisme diminue de moitié. Nous avons trouvé que la t1/2 diminue

dans les composés testés par rapport au ligand de référence sauf dans le cas de M51 et B’4.

4.3 Les tests de toxicité

La toxicité du ligand de référence et des composeés testés a été simulée a 1’aide du serveur

ADMET]Iab. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau N° 16: Les résultats de la toxicité.

Propriété Ligand de M7 M51 B11 B’4
référence

Test d'Ames 0.178 0.174 0.23 0.148 0.188
(0) (0) 0) (0) (0)

Inhibition de 0.882 0.775 0.952 0.597 0.882
hERG 1) 1) 1) 1) 1)

Hépatotoxicité 0.378 0.854 0.744 0.802 0.922
humaine 0) 1) Q) (1) (1)

(H-HT)

Sensibilisation 041 0.288 0.279 0.325 0.207
cutanée 0) ) ) 0) 0)

DL50 3.143 3.205 2.917 3.075 3.153

Les résultats de tableau N°16 montrent que tous les composés testés ainsi que le composé

de référence ne possédent aucun effet mutagéne selon le test d’Ames (catégorie 0).

Tous les composés présentent un risque d'inhibition de la hERG (catégorie 1) pouvant

provoquer des problemes cardio-vasculaires. En revanche ces composés n'ont présenté aucune

irritation cutanée.
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Les composeés substitués ont un effet hépatotoxique (catégorie 1) par rapport au ligand de

référence (catégorie 0) mais des valeurs de DL50 proches de celle du ligand de référence.

5 L’amélioration des propriétés
Nous avons effectué¢ des modifications pour essayer d’améliorer les propriétés physico

chimiques et pharmacocinétiques des deux meilleurs composeés bi-substitués B’4 et B11.

5.1 Lecomposé B’4

Figure N° 45: Structure de composé bi-substitué B’4.

Figure N° 46: Structure de composé modifié C1.
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L’addition de I’atome F en position P1 et la suppression du méthyle CH3 au niveau P2

donnent un composé C1 avec une affinité de 6.63M™ .

» Etude des interactions du composé C1

273
162« ,
)

Interactions
|:| Pi-Pi Stacked

- Conventional Hydrogen Bond
|:| Pi-Alloyl

D Carbon Hydrogen Bond

D Halogen (Fluorine)

Figure N° 47: La présentation des interactions du composeé monosubstitué C1 avec le site
actif de PLpro en schéma 2D.

Figure N° 48: Analyse visuelle par Biovia Discovery Visualizer du mode d’interaction du
composé monosubstitué C1 avec le site actif de PLpro.
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L'analyse visuelle des interactions indique que les modifications effectuées dans la
structure du composé B’4 augmentent le nombre de liaisons de type Conventional Hydrogen
Bond, de liaisons Carbon Hydrogen Bond avec apparition d’une liaison de type Pi-PiStacked
et d’une liaison de type Pi-Alkyl, ainsi qu’une liaison Halogene (Fluorine) avec I'AA
GLY163.

Tableau N° 17: Les liaisons établies par le composé C1 avec le site actif du PLpro.

Liaison Interaction Types Distance

1 F(N°28).......... OH(N°2066) du TYR264 | Conventional Hydrogen Bond | 2,988752

2 O(N°32)............. N(N°1237) du Conventional Hydrogen Bond | 3,324897
LYS157

N(N°56)............ N(N°2098) du GLN269 | Conventional Hydrogen Bond | 3,182160

H (N°30)........... O(N°1310) du GLU167 | Conventional Hydrogen Bond | 1,977655

O (N°64).......... N (N°1265) du LEU162 | Conventional Hydrogen Bond | 3,039856

3
4
5
6 H (N°66)....... O (N°1268) du LEU 162 | Conventional Hydrogen Bond | 1,791932
7
8
9

Pyrimidine....méthyl phénol duTYR264 Pi-PiStacked 3,491539
C(N°14).......méthyl phénol du TYR268 Pi-Alkyl 4,342338
F(N°28).......... O(N°1276) du GLY163 Halogen (Fluorine) 3,169673
10 H(N°51)......... OH(N°2138) du TYR273 Carbon Hydrogen Bond 2,452265

11 H (N°18)..........0(N°1310) du GLU167 Carbon Hydrogen Bond 2,394460

12 H (N°21).......0H (N°2097) du TYR268 Carbon Hydrogen Bond 2,767907

13 H (N°22).......0H (N°2097) du TYR268 Carbon Hydrogen Bond 2,574893

14 H(N°10)............. O (N°2105)duGLN269 Carbon Hydrogen Bond 2,913935
15 H(N°21)............. O (N°2105)duGLN269 Carbon Hydrogen Bond 2,649105
16 H(N°35)............ O (N°2105)du GLN269 Carbon Hydrogen Bond 2,329255

5.1.1 Les propriétés physico-chimiques et ADMET du composeé CL1.
Tableau N° 18: Les propriétés physico-chimiques du composé C1.

Ligand de B'4 C1
référence
Formule C20H3202N2F C26H3604N4 | C25H3404N4F
PM (poids 351.486 468.598 472.561
moléculaire)
Nombre de liaison 9 13 13
rotative
Nombre de liaison 17 23 23
rigide
Nombre totale 57 70 67
d’atomes
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Réfractivité 96.998 130.139 125.48
molaire
NON (nombre 2 6 6

d’accepteur
d’hydrogene)
NOHNH(nombre 2 2 2
de donneurs
d’hydrogene)

Log D 2.15 1.242 1.157

Log P 2.255 3.835 3.584
TPSA 42.77 104.65 104.65
Reégle de Lipinski 100% 100% 100%
Régle de Veber 100% 66.67% 66.67%
Régle de Ghose 100% 50% 100%

Régle de Varma 100% 80% 80%
Régle d’Oprea 33.33% 100% 100%

Le composé C1 répond parfaitement aux régles de Lipinski et Oprea, il y a également une
amélioration dans la régle de Ghose jusqu’a 100% par rapport au B’4. En revanche il n’y a

aucune amélioration dans les régles Veber et Varma.

Tableau N° 19: Les propriétés pharmacocinétiques ADME du composé C1.

Propriété Ligand de B4 C1l
référence
HIA (absorption 0.551 0.448 0.609
intestinale 1) 0) (@)
humaine)

BBB 0.949 0.2 0.154
perméabilite 1) 0) O
CYP450 1A2 0.046 0.067 0.092

inhibition 0) 0) 0)
CYP450 3A4 0.629 0.639 0.573
inhibition (1) 1) )
CYP450 2C9 0.633 0.554 0.547
inhibition Q) 1) 1)
CYP450 2C19 0.624 0.359 0.413
inhibition Q) 0) 0)
CYP450 2D6 0.546 0.558 0.525
inhibition (1) (1) Q)
Excrétion T1/2 1.455 1.512 1.439
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Le composé C1 est bien absorbé et ne peut pas franchir la barriere hémato-encéphalique
donc ne possede aucun effet sur le cerveau, mais il inhibe les trois cytochromes CYP 3A4,
CYP 2C9 et CYP 2D6.

Tableau N° 20: Les résultats de la toxicité du composé C1.

Propriété Ligand de référence B’4 C1

Test d'Ames 0.178 0.188 0.248
(0) (0) (0)

Inhibition de hRERG 0.882 0.882 0.881
1) 1) 1)

Hépatotoxicité humaine 0.378 0.922 0.966
(H-HT) () (1) (1)

Sensibilisation cutanée 0.41 0.207 0.236
() () (0)

DL50 3.143 3.153 2.918

Le composé C1 n’a aucun effet mutagéne, ni irritable pour la peau.

Le composé C1 présente une affinité élevée envers la cible enzymatique et un bon profil
ADMET. Ce qui indique que ce composé peut étre proposé comme un nouvel inhibiteur
potentiel pour la pl protéase.

> L’accessibilité a la synthése et la solubilité dans I’eau

A Tl’aide du serveur SwissADME, nous avons calculé a 1’accessibilité a la synthése du
compose C1. Le serveur donne une valeur égale & 3.97 donc le composé est chimiquement

synthétisable (la valeur n’a pas dépassé 1’échelle de 10).

Concernant la solubilité, le composé C1 présente une trés bonne solubilité dans I’eau. Ce

qui favorise leur passage dans la circulation sanguine.
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5.2 Lecomposé B11

P’1

O\\ H

PV a WaN

Figure N° 49: Structure de composé bi-substitué B11.

H3N?,

C)\\ H

NN

|'|+-|<:|-llul

O—.5

Figure N° 50: Structure de composé modifié C2.

Quand on a remplacé au niveau de la position P’1 ’atome H par ’atome F, 1’affinité de ce

composé C2 a atteint la valeur de 5.63M™ .
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» Etude des interactions du composé C2

L¥'5
157

Interactions

- Conventional Hydrogen Bond D Halogen (Fluorine)

D Carbon Hydrogen Bond D Alkyl

Figure N° 51: La présentation des interactions du composé monosubstitué C2 avec le site

actif de PLpro en schéma 2D.

GLU167

YS1

Figure N° 52: Analyse visuelle par Biovia Discovery Visualizer du mode d’interaction du
composé monosubstitué C2 avec le site actif de PLpro.

Nous avons observé la formation de six liaisons de type Conventional Hydrogen Bond,
trois Carbon Hydrogen Bond, une liaison de type Alkyl et une autre de type Halogéne
(Fluorine).
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Tableau N° 21: Les liaisons établies par le composé C2 avec le site actif de la PLpro.

Liaison Interaction Types Distance
O(N°53)........ N(N°1265) du LEU162 | Conventional Hydrogen Bond 3,089208

2 H(N°55)........ O(N°1268) du LEU162 | Conventional Hydrogen Bond 1,870084
3 N (N°56)......N (N°1237) du LYS157 | Conventional Hydrogen Bond 3,030278
4 H (N°58).....0 (N°1310) du GLU167 | Conventional Hydrogen Bond 1,999987
5 H (N°30).....0 (N°2105) du GLN269 | Conventional Hydrogen Bond 1,816543
6 O (N°32)..0H (N°2097) du TYR268 | Conventional Hydrogen Bond 2,905605
7 C (N°14)..oviirann, I'AA LEU162 Alkyl 4,761843
8 F (N°24).....0 (N°1310) du GLU167 Halogen (Fluorine) 3,599161
9 H (N°35).....0 (N°1310) du GLU167 Carbon Hydrogen Bond 2,029858
10 H(N°22)......0 (N°1268) du LEU162 Carbon Hydrogen Bond 2,821505
11 H (N°18).....0 (N°2105) du GLN269 Carbon Hydrogen Bond 2,901319

5.2.1 Les propriétés physico-chimiques et ADMET du composé C2

Tableau N° 22: Les propriétés physico-chimiques du composé C2.

Ligand de B11 Cc2
référence
Formule C20H3202N2F | C20H3204N3 | C20H3104N3F
PM (poids 351.486 377.485 395.475
moléculaire)
Nombre de liaison 9 10 10
rotative
Nombre de liaison 17 18 19
rigide
Nombre totale 57 58 58
d’atomes
Réfractivité 96.998 103.389 103.668
molaire
NON(nombre 2 5 5
d’accepteur
d’hydrogene)
NOHNH(nhombre 2 3 3
de donneurs
d’hydrogene)
LogD 2.15 0.051 -0.031
Log P 2.255 2.128 2.076
TPSA 42.77 104.89 104.89
Régle de Lipinski 100% 100% 100%
Regle de Veber 100% 100% 100%
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Régle de Ghose 100% 100% 100%
Régle de Varma 100% 100% 100%
Régle d’Oprea 33.33% 66.67% 66.67%

Nous constatons que, pour le composé C2, les résultats sont parfaitement conformes aux

différentes régles sauf celle d’Oprea.

Tableau N° 23: Les propriétés pharmacocinétiques du composé C2.

Ligand de B11 Cc2
référence
HIA (absorption 0.551 0.413 0.523
intestinale humaine) 1) 0) 1)
BBB perméabilité 0.949 0.208 0.196
1) Q) Q)
CYP450 1A2 0.046 0.019 0.027
inhibition 0) 0) 0)
CYP450 3A4 0.629 0.284 0.367
inhibition 1) 0) 0)
CYP450 2C9 0.633 0.339 0.459
inhibition 1) 0) 0)
CYP450 2C19 0.624 0.124 0.227
inhibition 1) 0) 0)
CYP450 2D6 0.546 0.498 0.501
inhibition 1) 0) 1)
Excrétion T1/2 1.455 0.974 0.993

Le composé C2 traverse facilement la barriere gastro intestinale et atteint le sang
efficacement, aussi il ne possede aucun effet néfaste sur le cerveau car il est dépourvu de la

capacité de franchir la barriere hémato encéphalique.

Concernant I’inhibition de la famille de CYP il a montré un effet inhibiteur envers CYP

2D6 seulement.

Tableau N° 24: Les tests de toxicité du composé C2.

Propriété Ligand de B11 C2
référence
Test d'Ames 0.178 0.148 0.164
() (0) ()




CHAPITRES  RESULTATS ET DISCUSSION

Inhibition de 0.882 0.597 0.493
hERG 1) Q) 0)
Hépatotoxicité 0.378 0.802 0.816
humaine 0) Q) 1)
(H-HT)
Sensibilisation 041 0.325 0.307
cutanée 0) 0) 0)
DL50 3.143 3.075 2.896

Le composé C2 ne possede aucun effet mutagene, ni corrosif pour la peau.

L’absence du risque d’inhibition de hERG indique que le composé C2 ne peut pas

provoquer des problémes cardio-vasculaires.

Ceci nous permet de conclure que le composé C2 a de fortes chances de devenir un

candidat médicament grace a son excellent profil ADMET.
> L’accessibilité a la synthése et la solubilité dans 1’eau

A Tl’aide du serveur SwissADME, nous avons calculé a 1’accessibilité a la synthése du
composé C2. Le serveur donne la valeur de 4.13 donc le composé est chimiguement

synthétisable (la valeur n’a pas dépassé I’échelle de 10).

Concernant la solubilité, le composé C2 présente une trés bonne solubilité dans I’eau. Ce

qui favorise leur passage dans la circulation sanguine.

6 Comparaison entre les propriétés des composés C1 et C2

Tableau N°25: Comparaison entre les propriétés des composé C1 et C2.

Les propriétés C1 C2
L affinité 6.63M™ 5.63M™
Nombre des liaisons 16 11
Régle de Lipinski 100% 100%
Régle de Ghose 100% 100%
Reégle d’Oprea 100% 66.67%
Regle de Veber 66.67% 100%
Régle de Varma 80% 100%
HTA 1 1
BBB 0 0
Inhibition de CYP1A2 0 0
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Inhibition de CYP3A4 1 0
Inhibition de CYP2C9 1 0
Inhibition de CYP2C19 0 0
Inhibition de CYP2D6 1 1
Test d"’Ames 0 0
Inhibition de hERG 1 0
H-HT 1 1
LLNA 0 0

La solubilité dans I’eau Treés soluble Treés soluble

L’accessibilité a la synthése 3.97 4.13

Le composé C1 présente une affinité supérieure a celle du composé C2 envers la cible

PLpro, ce qui explique I’augmentation de nombre des liaisons du C1.
D’apres le tableau N°25 :

Les deux composés répondent parfaitement aux régles de Lipinski et Ghose, mais
concernant les autres regles, le composé C1 est parfaitement conforme a la reégle d’Oprea, a

80% a la regle de Varma et a 66.67% a la regle de Veber.

Nos composés sont bien absorbés et ne peuvent pas franchir la barriere hémato-

encéphalique donc ne possedent aucun effet néfaste sur le cerveau.

De plus, le composé C1 inhibe le CYP 3A4 et le CYP 2C9 contrairement au composé C2
qui n’a aucun effet inhibiteur sur ces deux cytochromes. Les deux composés ont montré une

activité inhibitrice envers le CYP 2D6, mais aucune inhibition du CYP 1A2 et CYP 2C109.
Nos deux composés n’ont aucun effet mutagene, ni corrosif ou irritable pour la peau.

Les résultats du test d’hépatotoxicité indiquent que C1 et C2 présentent un certain risque

sur le foie.

Concernant le test d’inhibition du géne hERG, un risque d’inhibition a été¢ démontré pour le

composé C1 contrairement au C2.

Les deux composés sont chimiquement synthétisables et possedent une tres bonne

solubilité dans ’eau.
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La comparaison entre les deux meilleurs composes Clet C2 révéle que :

Le composé C1 présente une trés bonne affinité envers la cible et un profil ADMET
acceptable, d’autres tests in vitro et in vivo sont nécessaires pour la validation du composé

comme medicament potentiel.

Le composé C2 présente un tres bon profil ADMET mais une affinité inférieure a celle du
C2. Ce composé peut étre considéré comme un candidat medicament sans effets secondaires

importants.

7 Conclusion

Aprés notre étude théorique, les composés C1 et C2 présentent une meilleure affinité a
I’enzyme, donc une activité biologique intéressante, sans probleme d’absorption par voie
orale et un profil ADMET acceptable, ils peuvent étre proposés comme des nouveaux
inhibiteurs potentiels de la PLpro. Cependant, des tests in vitro et in vivo sont indispensables

pour valider ces molécules en tant qu’inhibiteurs de I’enzyme.
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Conclusion et perspectives

Le but de ce travail est de simuler les interactions entre une cible protéique et des ligands
afin de développer de nouveaux inhibiteurs théoriques. Pour étudier ces interactions, nous
avons choisi le programme de docking moléculaire « Surflex » qui utilise une méthode
incrémentielle. Ce programme a été développé pour aider a la mise au point de molécules a
activité thérapeutique. Il s’agit de calculs d’affinités entre des composés de faible poids

moléculaire (inhibiteurs) et des récepteurs protéiques de types enzymatiques.

Dans ce contexte, nous avons utilisé ce programme pour étudier les interactions intervenant
dans I’inhibition de la papain-like-protease par divers inhibiteurs. Cette derniere est une cible

thérapeutique potentielle lors de I'infection par le SARS COV2.

Dans la premiere partie de notre travail nous avons testé la fiabilité du programme Surflex
par trois tests : le RMSD entre le mode d'interaction prédit et la structure cristalline. Ensuite
nous avons visualisé trois complexes afin de montrer la superposition des ligands simulés vis-
a-vis de ceux de référence. Le troisieme test est le coefficient de corrélation linéaire entre
I’activité biologique (IC50) de certaines molécules et leur score de docking moléculaire
(Affinité pour Surflex). Le programme de docking moléculaire Surflex peut étre considéré
suffisamment performant pour simuler les interactions puisqu’il reproduit assez bien les
résultats expérimentaux avec 71% des valeurs de RMSD inférieures a 2 A et une corrélation

entre les deux parametres analysés avec r = 0.71.

Dans la deuxieme partie de ce travail nous avons essayé de développer des agents

thérapeutiques potentiels contre le SARS COV2 par docking moléculaire.

Pour cela, nous avons choisi un inhibiteur de référence de la PLpro issu de la littérature, sur
lequel nous avons effectué des modifications structurales par mono-substitution consistant a
ajouter un groupement dans une position et on calcule leurs affinités par le programme
Surflex. Ensuite, nous avons choisi les deux meilleurs composés issus de la mono substitution
M7 et M51 pour réaliser une série de bi-substitutions et de sélectionner les composés ayant
les meilleures affinités, B’4 et B11, avec des valeurs respectives de 7.17 et 5.74 M™. Ainsi,
nous avons visualisé les interactions de ces composes réalisées avec le site actif de notre cible
thérapeutique. 1l est important de noter que les différents inhibiteurs de la PL protéase testés
dans cette étude sont conformes aux critéres imposés par la régle de Lipinski, on peut donc

conclure que ces composés peuvent étre administrés par voie orale sans difficultés.
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Ensuite, nous avons étudié les propriétés pharmacocinétiques ainsi que la toxicité de ces

composés substitués.

Enfin, pour améliorer le profil ADMET des composes B’4 et B11 nous avons réalisé des
modifications aléatoires au niveau de leurs structures et obtenu deux autres composés C1 et
C2 avec des affinités respectives légérement moindres 6.63 et 5.63M™ mais avec un bon
profil ADMET.

Nous proposons ainsi les deux composés C1 et C2 comme de nouveaux inhibiteurs
potentiels de la PLpro qui mériteraient d’étre expérimentés d’une maniére plus approfondie

avant leur validation en tant que molécules anti-SARS-COV2.

Comme perspective, il serait intéressant d’employer la méthode dite variable Standard
Deviation Consensus (vSDC) qui permet d’associer a plusieurs logiciels de docking

moléculaire, une méthode consensus pour affiner davantage les résultats du criblage virtuel.
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Annexe N°1 : Les valeurs RMSD de 100 complexes.

Composé N° | Code PDB du Code PDB du Valeur de RMSD (A)
complexe ligand PRMSD(A) optimisé
01 7JRN TTT 1.974 /
02 3RTT KLH 1.216 /
03 4L4M 1XD 0.483 /
04 401B DGB 0.925 /
05 3DHD NMN 0.382 /
06 4L4L 1XC 0.401 /
07 2ANO 817 1.014 /
08 4EY7 E20 0.678 /
09 7K40 USG 3.539 /
10 AMUU 1PE 0.674 /
11 7T Y95 0.777 /
12 4M6Q 20T 0.803 /
13 AM7V NAP 0.349 /
14 2BPM 529 2.128 1.748
15 3FRF XCF 5.027 /
16 3M08 RAR 0.346 /
17 4LAH 1vO 0.457 /
18 4LEK 1DN 0.549 /
19 4HOE 180 0.569 /
20 3M09 RAR 0.698 /
21 6GOW EGW 0.198 /
22 4FGG 0uU5 0.312 /
23 3QTW X3A 0.744 /
24 5ISP u06 0.517 /
25 3GHV GHC 0.604 /
26 3NZD D2Q 1.165 /
27 3NZA D2K 2.610 0.139
28 1CLO FAD 0.288 /




29 3NZC D20 1.168 /
30 3SRS M23 0.881 /
31 30AF OAG 4.329 /
32 3S9U 5DR 2.594 2.006
33 3SAl 9DR 5.238 /
34 3SRU Q26 0.589 /
35 3SRW Q27 0.470 /
36 AKMO CP6 3.915 /
37 4TU5 06W 0.485 /
38 AKEB 1QZ 2.145 1.901
39 2HBU UN9 5.193 /
40 2R4B GW7 1114 /
41 4PS3 2WH 0.646 /
42 1K1IM FD4 0.910 /
43 4FRO SAM 1.151 /
44 2FLS GSH 2.658 1.909
45 2G5P ADF 2.219 1.908
46 3FLS FLS 1578 /
47 3RTT KLH 1216 /
48 AEYH DCP 0.892 /
49 7RNT 2AM 0.520 /
50 7RSA TBU 1.223 /
51 5K00 6PV 0.421 /
52 1CIM PTS 2.559 0.062
53 1CIN MTS 2572 0.063
54 1ISV US55 3.364 /
55 1KE5 LS1 0.564 /
56 3501 GOL 1.314 /
57 2ACK EDR 2717 1.126
58 4GL7 0XJ 0.706 /
59 2R3] SCJ 2.881 2.507




60 4GL5 G29 0.965 /
61 1PAF DRG 2.151 1.470
62 2XEY YVQ 2.443 1.250
63 6GIP EUN 0.513 /
64 3S00 Z60 1.413 /
65 5ZC5 09l 1.867 /
66 4J1A 1K3 0.759 /
67 3S79 ASD 0.924 /
68 2F89 210 2.180 0.078
69 SZAT HMX 2.050 0.047
70 SZA8 271 1.313 /
71 SZA9 501 2.076 0.083
72 SZAE EAU 1.811 /
73 SZAF 28I 2.710 2.114
74 5ZAG 941 0.875 /
75 5ZAH 301 2.319 2.072
76 SZAJ 321 1.015 /
77 1ZvX FIN 0.346 /
78 3S7S EXM 0.877 /
79 3R8V 262 0.778 /
80 2XFO 4UB 2.224 1.839
81 2RIT GOL 1.706 /
82 2RIX UDP 2.051 0.068
83 2RIY BHE 0.330 /
84 2RI1Z GOL 2.019 1.166
85 2RJO UDP 1.222 /
86 2RJ1 BHE 2.736 1.683
87 2RJ6 BHE 0.673 /
88 2RJ7 GDU 0.512 /
89 2RJ8 BHE 0.568 /
90 3QTZ X42 0.328 /
91 S5A6H OE2 2.234 0.112
92 5G0B GOL 1.615 /




93 3R8U Z31 0.409 /
94 3R00 UNJ 1.157 /
95 3RO1 UNE 0.475 /
96 3R02 UNM 0.583 /
97 3QTQ X35 0.810 /
98 3QTR X36 1.008 /
99 3QTS X46 0.744 /
100 3QTU X44 0.868 /
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