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Introduction générale

En fin décembre 2019, La maladie due au nouveau corona virus a été signalée pour la

premiére fois a la ville de Wuhan en chine sous forme des cas de pneumonie aigue d’étiologie
inconnue compliquée de syndrome respiratoire aigu sévére. Une semaine plus tard, les
autorités sanitaires chinoises en ont avisé I’Organisation mondiale de la Santé (OMS).
Début janvier 2020, ’agent pathogéne, qui en était responsable, était identifié comme un
nouveau corona virus appelé SARS-CoV-2. L’appellation SARS-CoV-2 (Severe Acute
Respiratoy Syndrome Coronavirus 2) est utilisée pour désigner ce nouveau virus de la famille
corona viridae. L’OMS a proposé I’acronyme COVID-19 pour désigner la maladie causée par
ce virus [1].

Comme il n’y a pas encore de médicament contre le SARS-CoV-2, des essais cliniques
pour tester I’efficacité des inhibiteurs de la protéase du VIH sur le COVID-19 ont été menés
en Chine [2]. Et d’autres sont en cours en Europe. Le VIH n’est pas apparenté aux
coronavirus, et la réplication de son matériel génétique s’effectue par un mécanisme différent.
Mais il produit lui aussi une poly-protéine qui doit étre coupée 9 fois par une protéase pour
former les nouvelles particules virales.

Pour comprendre le fonctionnement des protéases virales, il faut certes connaitre leur
séquence d’acides aminés, mais aussi leur structure tri-dimensionnelle. Cela permet alors de
caractériser précisément le site catalytique de I’enzyme, qui sera la cible des molécules a
usage thérapeutique capables de le bloquer. Les coronavirus possedent deux protéases [3]. La
structure cristalline de la protéase majeure du SARS-CoV-2, 3CLP™ (3C-like proteinase), vient
d’étre publiée [4]. Sa séquence protéique est identique a 96 % a celle des protéases 3CLP™ des
autres coronavirus, qui ont ete tres étudiées [5, 7]. Elle coupe la poly-protéine virale 11 fois au
niveau de motifs LEU-GLN-(SER/ALA/GLY). La deuxiéme protéase du SARS-CoV-2,
PLP™ (papain-like protease), a des propriétes différentes de celles de 3CLP", notamment une
activité déubiquitinase, et elle pourrait intervenir pour altérer la réponse immunitaire innée de
I’hote infecté. La structure cristalline de cette protéase n’est pas encore connue.

Les méthodes computationnelles ont été largement utilisées pour la sélection des
candidats médicaments contre le SARS-CoV-2 avant de procéder aux essais expérimentaux.

Au cceur de ces méthodes, on trouve le criblage virtuel basé sur le docking moléculaire, ce
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Dernier permet de prédire I’orientation d’une molécule au sein du site actif d’une cible
donnée. Pratiquement, le docking moléculaire combine I’utilisation d’un algorithme de
recherche permettant de générer des modes de liaison putatifs du ligand dans le site actif, ou
‘pose’, et une fonction de score employée pour classer les différentes poses selon un score
prédit d’affinité.

Notre objectif de travail est d’étudier les interactions existantes entre une série
nouvellement synthétisée des molécules ANTI-HIV d’origine naturel avec 1’enzyme Protéase
sars-cov2 (6LU7) en utilisent la méthode de Docking moléculaire.

Le travail de ce mémoire est présenté en trois chapitres :

Le premier chapitre: Description générale sur la corona virus

Le deuxieme chapitre : expose quelques notions fondamentales sur le Docking moléculaire.
Le troisiéme chapitre: Nous avons analysé et discuté les resultats obtenus. On montre plus
particuliérement les interactions entre les différents inhibiteurs avec I’enzyme Protéase (6LU7)
par la méthode du Docking moléculaire en utilisant le logiciel MOE.

Aprés, on montre comment nous avons sélectionné les quatre meilleurs inhibiteurs.
Conclusion générale: Tirer une conclusion génerale a partir des résultats obtenus au cours de

ce travail.
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Chapitre | | le corona virus

I.1. Introduction

Le corona virus SARS-CoV-2, responsable de la pandémie qui a débuté & Wuhan, en
Chine, au cours de la derniére partie de 2019, s'est propagé dans 213 pays, régions et
territoires selon 'OMS [1,2].
Totalement méconnue jusqu’a la fin décembre 2019, I’infection a Corona virus (SARS
Cov2), appelée COVID-19, a brdlé toutes les étapes en trés peu de temps, passant de la
phase d’épidémie dans une province de Chine (Hubei) a celle de pandémie en mars 2020
touchant quasiment tous les pays.
Depuis, cette maladie n’a pas cessé de nous surprendre par son profil protéiforme, sa
propagation fulgurante, sa virulence et son apparente « intelligence ». Le virus donne
I’impression d’étre programmé pour tuer et nuire de différentes fagons. Annoncé par deux
tentatives d’épidémies de bréve durée, opérées par deux proches cousins, le SARS-CoV-
2002, et le syndrome MERS-CoV ou 2012-nCoV, il envahit le monde en quelques
semaines et I’organisme en quelques jours, semant la terreur et paralysant I’économie
mondiale. Initialement localisée aux voies respiratoires hautes, cette affection a point de
départ infectieux, se propage aux poumons réalisant un syndrome de détresse respiratoire
aigué severe (SDRA). De I3, et telle une bombe a fragmentation, elle peut, a partir du 6eme
jour, atteindre tous les organes sans exception, se transformant en une maladie
inflammatoire ressemblant beaucoup par certains aspects a une vascularité aigue multi-
systémique ou a un syndrome d’activation macrophagique. Méme quelques semaines aprés
que l’infection soit totalement éteinte, il semble bien que la phase inflammatoire peut
survenir et étre a ’origine de manifestations a type de syndromes des anticorps anti

phospholipides [3].
1.2. Définitions et classification

1.2.1. Corona virus
Sont une famille de virus a ARN qui infectent de nombreux animaux vertébrés. lls doivent
leur nom a leur enveloppe en forme de couronne (corona) qui est constituée d’une
membrane.
Chez I’étre humain, plusieurs coronavirus peuvent entrainer des infections respiratoires
allant du simple rhume a des maladies plus graves comme le syndrome respiratoire aigu

sévere (SRAS) causé par le SARS-COV1 et le syndrome respiratoire du moyen orient
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(MERS). Le dernier coronavirus SARS-COV2 qui a été découvert, est responsable de la

maladie & coronavirus 19.

1.2.2. COVID-19
Maladie infectieuse causée par le dernier coronavirus decouvert (SARS-COV 2). Ce
nouveau virus et cette maladie étaient inconnus avant I’apparition de la flambée de
WUHAN (Chine) en décembre 2019 [4].

1.2.3. Le virus SARS-CoV-2
Le SARS-CoV-2 est le nom du Coronavirus responsable de la maladie Corona Virus
Disease 2019 ou la COVID-19, ce virus classe selon le type de Genus voir la (Figure 1.1)

[5].

5o ,43 Nucleocaspid protein (N)

. N /Y

Splke ghycoprolein (3) — 2 ! Mé;.‘— Envelope protein (E)
dAAt

Membrane glycoprotein (M)

Realm: Riboviria

v

Order: Nidovirales

v

Suborder: Cornidovirineae

¥

Famlly: Coronaviridae

v

Subfamily: Orthocoronavirinae

I
¥ Y v Y
Genus: Alphacoronavirus Betacoronavirus Gammacoronavirus Deltacoronavirus

Y \ v \

Lineage A’ HCoV-OC43 Avian coronavirus BuCov-HKU11
Linsage A: HCoV-229E Lineage A: HCoV-HKU1

: Lineage B: SARS-CoV
Linsage A: HCoV-NL63 Linoage B: SARS-CoV-2
Linsage C: MERS-CoV

Figure 1.1: classifications de la corona virus
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|.3. L’origine du corona virus SARS-CoV-2

Il appartient a une importante famille de virus infectant principalement les animaux
qui provoque des infections chez ’'Homme, le plus souvent associées a des rhumes et des
syndromes grippaux bénins. Toutefois, deux coronavirus ont entrainé des épidémies graves
chez 'Homme : le SRAS-CoV (Syndrome Respiratoire Aigu Sévere-Coronavirus) en
2002-2003 et le MERS-CoV (Middle East Respiratory Syndrome-Coronavirus) depuis
2012. Comme le SRAS-CoV et le MERS-CoV, le COVID-19 a une origine animale.
La COVID-19 est trés contagieuse et peut ne se transmettre de personne a personne, sans
ressentir les symptomes de la maladie [6].

I.4. Description du virus responsable de COVID-19

1.4.1. Propriétés morphologiques et structurales du corona virus
Les corona virus sont des particules virales enveloppées et de forme sphérique, dont
certains font couramment 60 a 200 nm de diametre avec une capside a I’intéricur de
structure icosaédrique, de 65nm, et une nucléocapside helicoidale.
L’aspect en couronne visible en microscopie électronique (ME) est da a la présence sur
I’enveloppe virale de grandes glycoprotéines (ou spicules S), possédant u Chez certains
corona virus, une seconde couche de péplomere est formée n globule et une portion fine,
en forme de massue de 20 nm de hauteur.
Les autres glycoprotéines sont des protéines intégrées a la membrane (M), une protéine
membranaire (E), et des hélices de protéine de nucléocapside (N) qui est étroitement lié a
I’ARN génomique. Par des protéines Hémagglutinine Estérase (HE) [17,18]. (Figure 1.2)
Le SARS-COV 2 partage assez d’homologies avec le SARS-COV. Ainsi des études
phylogénétiques, réalisées lors de I’identification de ce nouveau virus, ont déduit que son
génome présente 79,5% d’identité avec le SARS-COV. Les protéines S, qu’il exprime a sa
surface, lui permettent de se fixer au récepteur de 1’enzyme de conversion de

I’angiotensine 2 (ACE), tout comme le SARS-CQOV [6].
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=y

_ﬁ_ Enveloppe
S %’:i_e-_ ARN + protéine N

\,'__s,_ Protéine E
&y

Figure 1.2: représentation schématique du coronavirus SARS-Cov-2

1.5. Cycle de multiplication viral

La réplication des coronavirus, est essentiellement cytoplasmique avec une durée du
cycle de multiplication de 14 a 18 heures [7]. La période de latence est d’environ de 6 a 7
heures Les corona virus peuvent induire la production d'un effet cytopathique sur les
cellules infectées. Dans le cas du coronavirus bovin, cet effet est dépendant de la présence
de trypsine dans le milieu de culture Attachement et pénétration L'adsorption du corona
virus a la membrane cellulaire nécessite I'interaction entre les récepteurs cellulaires et les
protéines de surface du virus. Autant la glycoprotéine S que la glycoprotéine HE a la
capacité de se lier aux récepteurs cellulaires Le coronavirus de la gastroentérite
transmissible porcine (TGEV) ainsi que le coronavirus humain HCV-229E, par leur
protéine S, reconnaissent I'aminopeptidase N présente a la surface de certaines cellules. La
glycpprotéine S du coronavirus murin MHV, reconnait & la surface des cellules une
protéine de 110 K appartenant a la famille des antigénes carcinoembryonnaires. Enfin,
pour le coronavirus bovin, autant les glycoprotéines S qu’HE reconnaissent a la surface des
érythrocytes de poulet et de souris, les résidus d'acide neuraminique (Figure 1.4).Méme si
certains récepteurs cellulaires ont été identifiés chez les coronavirus, le mécanisme
moléculaire de l'infection n'en est pas pour autant élucidé. De nombreuses recherches

restent a venir en ce domaine [8].
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Spike (S) protein

o3

Figure 1.3: Schéma montrant de fagcon simplifiée la reconnaissance entre le SARS-CoV-2
et une cellule humaine exprimant le récepteur ACE2 [16].
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- Attachement/fusion : Adsorption de la glycoprotéine S du virus sur I’ACE2 de surface de
la cellule humaine et fusion enveloppe virale / membrane cellulaire.

- Libération du génome viral dans le cytoplasme.

- Traduction de ’ARN viral en protéines non structurales : complexe, réplication /
transcription.

- réplication du génome viral et synthése des protéines virales structurales et accessoires.

- Les protéines N et les ARN génomiques néo synthétisés s'assemblent pour former les
nucléocapsides.

- Les particules virales néoformées sont assemblées et excrétées de la cellule via le

réticulum endoplasmique rugueux (RER) et I’appareil de Golgi [9].
1.6. Epidémiologie

1.6.1.Caractére épidémiologique a I’échelle mondiale

Les premiers cas de COVID 19 ont été apparus, en mois de décembre 2019 En fin janvier
2020, ’OMS déclarait que la situation était une urgence de santé publique a portée
internationale (USPPI). Une pandémie mondiale a été déclarée, Le 11 mars. L’évolution
épidémiologique était de fort potentiel épidémique avec mise en tension majeure du
systéme sanitaire. Elle s’est déroulée en trois phases ; le premier épisode accidentel
d’infection d’un nouvel hote sans transmission secondaire, débordements successifs
donnant lieu & une chaine locale limitée dans la nouvelle population touchée, et installation
de I’épidémie du fait d’une transmission massive au sein de la nouvelle population hote,
jusqu’a la pandémie, par exemple voir (figure 1.5). Qui présentée L’évolution du nombre
quotidien de nouveaux cas confirmés et nouveaux déces par COVID-19 du 25 février 2020
au 21 mars 2021 en Algérie [10].
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Figure 1.5: Evolution du nombre quotidien de nouveaux cas confirmés et nouveaux déces
par COVID-19 du 25 février 2020 au 21 mars 2021 en Algérie

1.7. Réservoir et mode de transmission

Les portes de sortie du virus sont le nez et la bouche. Les portes d’entrée : les
mugueuses du nez, de la bouche et des yeux. Le virus Sars-CoV-2 se transmet par les
sécrétions respiratoires qu’on émet quand on tousse, qu’on €ternue, qu’on parle, qu’on crie,
qu’on chante oU qu’on embrasse.
Le virus est transporté par les gouttelettes. Il ne circule pas dans I’air tout seul, mais peut
atteindre une personne a proximité (moins d’un métre) ou se fixer sur une surface souillée
par les gouttelettes (comme les mains, les mouchoirs, etc). On considére donc qu’un
contact étroit avec une personne infectée est nécessaire pour transmettre la maladie : méme
lieu de vie, contact direct 4 moins d’un métre lors d’une discussion, d’une toux, de cris,
d’un éternuement ou en I’absence de mesures de protection (gestes barrieres, masques,
etc.). Plus le contact est long et rapproché, plus le risque de contamination augmente (plus
de 15 minutes, a moins d’un métre (Figure 1.6)
Un autre mode de transmission est dit « manu-portée » : le virus est porté par la main. Une

personne peut transporter le virus sans étre elle-méme infectée : elle peut I’avoir sur les
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mains, si elle a touché une surface souillée par les gouttelettes contenant du virus peut
rentrer dans son organisme si elle se touche le nez, les yeux ou la bouche.

Le virus peut se déposer sur les surfaces qu’elle touche (une barre dans les transports en
commun, une poignée de porte, une boite de conserve dans un magasin, etc.), les mains
d’une autre personne qu’elle serre, les yeux, la bouche, le nez d’une autre personne qu’elle
touche. D’ou la recommandation d’un lavage régulier des mains au savon et 1’utilisation de

gel hydro alcoolique [11].
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Figure 1.6: Modes de transmission du SARS-CoV-2

1.8. Symptomes et épidemiologie

Le SRAS, au départ nommé pneumopathie atypique, est caractérise par une fievre élevée

(>38°C), associée a un ou plusieurs symptomes respiratoires : toux seche, essoufflement,

difficultés respiratoires. D’autres symptomes peuvent étre constatés comme des maux de téte,

des douleurs musculaires, des diarrhées et un malaise général. La durée d’incubation ne

dépasse généralement pas 10 jours. L’OMS considére que le taux de 1étalité global est de 15

% et peut dépasser 50 % chez les personnes de plus de 65 ans [12].
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Figure 1.7: les symptdmes caracteéristiques la maladie de corona

1.8.1. Prise en charge d’un cas possible d’infection au SARS-CoV-2

Pour tout cas possible, des prelevements des voies aériennes respiratoires hautes

(prélévements naso-pharyngés, oro-pharyngés ou salivaires, selon les recommandations de la

HAS) devront étre réalisés en vue d’une analyse par amplification moléculaire (RT-PCR, RT-

LAMP) ou par test antigénique. Par ailleurs, il est également recommandé de réaliser chez les

cas hospitalisés, dans la mesure du possible, des prélevements respiratoires des voies

aériennes respiratoires basses (expectoration provoquee/crachat induit, aspiration trachéale,

lavage broncho-alvéolaire) (Figure 1.8), notamment en cas d’infection respiratoire basse

documentée. Le dispositif SI-DEP permet la notification des cas confirmés par RT-PCR, RT-

LAMP ou test antigénique via la transmission des résultats de laboratoire aux acteurs en

charge de la prise en charge et des investigations autour des cas [13].

12



Chapitre I | le corona virus

Suivi du contact

Type d'exposition

, ‘ Prise en charge
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du cas

Surveillance guotidienne des Surveillance médicale quotidienn

symptomes de Covid-19 pendant 14 jours aprés la demiére exposition :
pendant 14 jours aprés la - Eviction des voyages et des contacts sociaux
dernire exposition - Rester joignable pour une surveillance active.

Pas d'autres signes pour

Test
laboratoire

Hospitalisation et isolement
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Figure 1.8 : Prise en charge des sujets contacts par niveau de risque
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1.9. Traitement Spécifique de I’infection covid-19

1.9.1. Traitement symptomatique

1.9.1.10xygenothérapie
Obijectif : Obtenir une saturation en oxygene supérieure ou égale a 92%.
Les modes d’administration de 1’O2 varient en fonction des débits administreés :
« Lunettes a oxygéne : débit entre 0,5 a 5I/min ;
- Masque a oxygene : débit entre 538 I/min ;
- Masque a oxygéne avec réserve au-dessus de 8l/min (uniquement en I’absence de

respirateur).

1.9.1.2 Ventilation mécanique
Si non amélioration aprés 1 a 2h. Les patients concernés sont ceux présentant une
insuffisance respiratoire aigiie d’installation rapide inexpliquée, avec ou sans notion de
contage ou des patients déja hospitalisés et dont 1’hypoxémie n’est pas corrigée par
I’oxygénothérapie.
Obijectifs : Ventilation protectrice
— Corriger suffisamment les échanges gazeux.
— Optimiser le recrutement alvéolaire.
— Minimiser le risque baro-volo traumatique.

— Limiter le risque de transmission du virus au personnel et aux autres patients.

1.9.2. Traitement spécifique
Pour tous les patients présentant une forme modérée, une forme avec pneumonie et/ou une
forme sévére suspecte d’une infection Covid-19 : il sera prescrit, en I’absence de contre-
indications et sous surveillance médicale :
1% intention :
- Chloroquine : a raison de 500 mg, 2 fois par jour pendant 5 a 7 jours
- Hydrox chloroquine : a raison de 200 mg, 3 fois par jour pendant 10 jours

2™ intention :

— Lopinavir /ritonavir : (comprimé 200/50 mg) a raison de 2 cp, 2 fois par jour en
respectant les regles d’utilisation et ce pendant 5 & 7 jours

— Atazanavir : 300 mg/jour pendant 2 semaines.
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— Surveillance toutes les 4 a 6 heures (transcription sur une fiche de surveillance des
éléments de surveillance) : état clinique, température, fréquences cardiaque et respiratoire,
pression artérielle et SpO2.Si des facteurs de risque sont présents (dge avancé, pathologies

chroniques sous-jacentes, grossesse) 1’évolution vers un cas critique peut survenir [14].

Tableau 1.1: Précautions a prendre pour les Traitements antiviraux

Médicament Précautions

Chloroquine / Hydrox Risque d’hypoglycémies : précaution en cas

chloroquine d’association aux sulfamides ou a I’insuline
Allongement du QT : précaution chez les patients
qui ont une cardiopathie sous-jacente, risque
augmenté¢ par I’association a I’azithromycine

Lopinavir / Ritonavir Hyperglycémie, détérioration de I’équilibre glycémique
Remdesivir Hépato toxicité : précaution en cas d’hépatopathie antérieure
Glucocorticoides Hyperglycémie, risque de surinfection bactérienne

1.10.Précautions prises pour prévenir le covid-19
Plus que jamais, pour se protéger et protéger les autres de la pandémie du COVID -
19 actuelle, il est trés important de respecter [15]:
» Ladistance entre chague personne
» Les gestes barrieres
* L’hygi¢ne des mains
* L’hygicne respiratoire

» Rester a la maison quand on est malade
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I1.1.Introduction

L’emploi des outils de l'informatique dans la recherche en biologie, chimie et
médecine est devenu incontournable. Une des applications de la bioinformatique utilisée
actuellement est le Docking, celui-ci est une méthode de modélisation moléculaire qui, a
travers une simulation permet de prédire I’interaction entre une protéine et un ligand. Ce
criblage rend possible la sélection des molécules dont I’activité biologique est la plus
probable. Cette technique d’étude insilico est plus rapide, plus efficace et moins codteuse
par rapport aux méthodes expérimentales classiques [1,2]. Le ligand constitue la partie
thérapeutique du médicament, la protéine correspond au transporteur du ligand. L'industrie
pharmaceutique produit tous les jours de nouveaux ligands qui ont besoin d'un moyen
d'assimilation au sein des cellules pour étre efficaces médicalement.( Figure I1.1)Le but
principal de P’amarrage moléculaire est de simuler par ordinateur le processus
d’identification moléculaire et d’obtenir une conformation optimisée de maniere a
minimiser I’énergie libre du systéme global, Dans ce chapitre nous nous a éclairés sur

quelgues notions fondamentales sur le Docking moléculaire [3].

Figure 11.1: Représentation schématique du Docking moléculaire

11.2.Docking moléeculaire

Le docking peut étre défini comme étant I'ensemble des mécanismes et interactions
intervenant lors de la formation de complexes moléculaires. 1l a des applications pratiques
dans l'ingénierie des protéines et la conception de nouveaux médicaments. Il y différents
types de docking dont ligand-protéine, protéine-protéine, glucide-protéine et ADN-
protéine. Le « docking » moléculaire consiste a prédire la ou les structures des complexes

formés entre une molécule active et une protéine [4].
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Le Docking moléculaire a pour but de prédire la conformation et 1’orientation d’un ligand
dans le site actif de la protéine, ainsi que la détermination de mode d’interaction des
liaisons probables, et énergétiqguement, en prédisant l'affinité de liaison [5,6].Le processus
de Docking moléculaire implique deux étapes fondamentales qui sont le Docking et le
Scoring (Figure 11.2):

= Le Docking est I’étape des algorithmes utilisés pour la prédiction de la conformation du
ligand ainsi que sa position et son orientation dans le site actif de la protéine (généralement
appelés pose).

= Le Score est I’étape de 1'évaluation de 'affinité de liaison entre le ligand et le récepteur et
de donner un score aux poses obtenues lors de la phase de Docking. Deux étapes sont
respectivement liées aux méthodes d'échantillonnage [7,8].

Ligand “
™
Docking “ Scoring “
Récepteur i Complexe

Figure 11.2: Principe général de Docking

11.3.Les outils du Docking moléculaire
1.3.1. Ligand

Un ligand est un atome, un ion ou une molécule portant des fonctions chimiques lui
permettant de se lier a un ou plusieurs atomes ou ions centraux [9].Le choix du ligand est
une étape tres importante dans le Docking moléculaire, il doit étre sous forme 3D Pour y
obtenir, il existe deux moyens : la premiére souvent d’aspect commercial ; est constituée
de bases de données de structures chimiques appelés : chimio théques Le second moyen
consiste a utiliser ligands de la PDB ou de la littérature qu’on peut dessiner, optimiser et

enregistrer dans différents formats (pdb, mol, mol2....etc.) grace a des logiciels de
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construction moléculaire tels que ChemDraw, Arguslab, Titan ou Sybyl... [10]. Un ligand
peut étre :
e Un substrat : molécule qui se fixe au site actif de la protéine ou de I’enzyme pour
subir une action : (décarboxylation, hydrolyse, déshydrogénation ...).
e Coenzyme : molécule qui compléte I’action de certaines enzymes.
e Activateur : composé chimique qui entraine un changement de conformation du
site actif de I’enzyme pour augmenter son affinité pour le substrat.
e Inhibiteur : contrairement a I’activateur, ce type de ligand modifie la structure

électronique du site actif diminuant I’affinité de I’enzyme pour son substrat [11].

11.3.2. Récepteur

Récepteur est macromoléculaire étant le plus souvent une protéine [12]. Pour I’obtention
des récepteurs, on utilise les structures 3D des protéines qui sont accessibles gratuitement
dans la banque de donnée PDB (http://www.rcsb.org/pdb/). 11 s’agit d’une grande archive
de données structurales de macromolécules biologiques : protéines et acides nucléiques
(ADN, ARN). Les données structurales sont obtenues par cristallographie aux rayons X,
spectroscopie RMN et sont accessibles gratuitement sur internet via des sites Web définis
de ses organisations membres dont : RCSB PDB, PDBj, PDBe,...ctc., la PDB compte plus
de 141616 structures de bio-macromolécules. Les différentes conformations
tridimensionnelles sont téléchargeables sous extension pdb lisibles par les logiciels de
Docking et contenant diverses informations sur la protéine en question. Par exemple : le
nom du récepteur, 1’équipe qui a résolue la structure, la méthode expérimentale, ...etc. On
y retrouve aussi des informations sur la structure primaire, les hétéroatomes, la structure
secondaire et les coordonnées atomiques X, Y et Z qui déterminent la position exacte de
chaque atome dans une conformation donnée. Si la cible n’est pas encore déposée au
niveau de la banque, et cette derniere contient une protéine avec des séquences similaires,
la modélisation par homologie intervient afin de construire la structure 3D de la cible
souhaitée [13,14].

11.4.Représentations simplifiées des phénomeénes de Docking moléculaire
Les processus de reconnaissance moléculaire sont généralement représentés de
maniére simplifiée sous la forme du modele clé-serrure voir la (Figure 11.3) qui a été

proposé par Hermann Emil Fischer dés 1894. Ce modeéle fait apparaitre la notion de
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complémentarité de forme entre une molécule et sa cible, et le complexe résultant est

stabilisé par des interactions favorables entre les deux entités.

H.Hmbw
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\-{.4, 4o - J

| ‘}\-‘ t.&

Figure 11.3: Le modele clé-serrure pour modéliser la formation d'un complexe RL a partir

d'un ligand L et d'un récepteur R

Cependant, une serrure et une clé sont des entites rigides contrairement aux molécules qui
peuvent souvent adopter un ensemble de conformations stables, d'ou la limite de ce
modele, certes tres intuitif mais trop simpliste. La remise en cause de cette vision statique
des choses a donné naissance a une forme alternative de représentation, a savoir le modéle
main-gant ou d'ajustement induit (“induced fit”) proposé par Daniel Kos land en 1958.
Dans ce dernier, la main représente le ligand qui peut a la fois changer de conformation et

induire une modification de la forme du gant qui symbolise le récepteur [15-17].

Figure 11.4:Le modeéle d'ajustement induit induced fit pour modéliser la formation d'un

complexe
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I1.5.Interaction protéine-ligand

Le Docking moléculaire permet 1’étude des interactions non-liantes intervenant lors
de la formation du complexe ligand récepteur. Cette association est assurée grace a
plusieurs types de liaisons faibles :

I1.5.1.Interactions électrostatiques
Les interactions électrostatiques elles se forment lorsque deux groupements chimiques
porteurs de charges opposées, se trouvent a une distance l'une de l'autre suffisamment
proche pour créer une force dattraction électrostatique entre elles (Figure 11.5). Les
molécules endogénes, notamment les protéines, et beaucoup de médicaments sont ionisés
dans les milieux biologiques. 1l existe donc entre ces molécules des forces d'attraction et de

répulsion. Ce type de liaison est aussi appelé interaction ionique [18].
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Figure I1.5 : Interactions électrostatiques [19]

11.5.2.Les forces de Van Der Waals
Ces forces résultent de I’interaction des nuages électroniques d’atomes ou de molécules
proches les uns des autres (figure 11.6) Pour des atomes distants de 3-4 A, 1’énergie de
liaison est seulement comprise entre 0.4 et 4 kJ/mol. Les interactions de Van der Waals
sont tres faibles [20,21].
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Figure 11.6 : Les interactions de Vander Waals

11.5.3.La liaison hydrogéne
La liaison hydrogene est une force attractive qui s’opére entre deux groupes d’atomes
impliquant un atome d’hydrogéne. C’est une liaison physique qui se situe entre la liaison
covalente et I’interaction électrostatique. Le caractére covalent de la liaison hydrogéne a
été démontré a la fin des années 1990, mais la force d’interaction prédominante reste
électrostatique [22]. Cette liaison ne s’effectue pas avec n’importe quel atome. Il faut un
donneur et un accepteur (sous-entendu de proton) :
* Le donneur est I’atome d’hydrogéne lié de maniére covalente a un atome électronégatif ;
typiquement azote, oxygene, fluor.
» L’accepteur est un autre atome électronégatif, uniqguement azote, oxygene ou fluor. La
liaison hydrogeéne est donc le résultat d’une interaction dipdle-dipdle (Figure 11.7).
Les liaisons hydrogene sont souvent décrites par deux parametres : la longueur de la liaison
et angle formé par les trois atomes. Les valeurs des angles et des distances varient

respectivement de 90 & 180 degrés et de 1.2 4 4.0 A [23].
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Figure 11.7: La liaison hydrogene est une interaction entre deux dipoles, I’'un formé par le

donneur et I’atome d’hydrogene, I’autre par 1’accepteur et le carbone auquel il est li¢

11.5.4.Interactions hydrophobes
Les acides aminés dont le radical est hydrophobe et apolaire ont la propriété d’empécher la

formation des liaisons hydrogéne entre les molécules d’cau (Figure 11.8). lls forment dans

la structure des protéines des zones hydrophobes ou les molécules d’eau ne peuvent

échanger aucune liaison avec les radicaux d’acides aminés [24].

.

-

/CH3
H

»
\\

/ CH'z':'

O

Hs

Figure 11.8: Interaction hydrophobe
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11.6.Processus de scoring

Le score est une donnée numérique utile pour quantifier le degré avec lequel un
ligand complexe a un récepteur. C’est globalement une approximation de 1’énergie libre
résultant du passage de la forme libre de la protéine et du ligand a I’association sous forme
décomplexe. Le principe thermodynamique est le suivant :

AG=AG complexe — AG ligand-AG protéine

L’utilisation des fonctions de Scoring est double. Tout d’abord, elles permettent de
déterminer la conformation qui représentera au mieux le ligand concerné. Cette
conformation est appelée « premiére pose ». L’autre utilisation des scores est de pouvoir
classer les premiéres poses dechoque ligand afin d’établir un classement final des
molécules les plus prometteuses.

Malgré tout, il subsiste encore beaucoup d’inconnues dans le mécanisme de reconnaissance
lors de la formation des complexes tels que la formation de liaisons hydrogéne, les termes
entropiques ainsi que le réle a jouer des molécules d’eau dans le processus de solvatation
dé solvatation. Nous avons montré que le Docking est accompagné d’une multitude
d’approximations. Il en va de méme pour les fonctions de Scoring pour lesquelles il est
impossible d’évaluer toutes les interactions intra et interatomiques. Bien que ces
approximations existent, ces méthodes sont utiles pour nos applications de criblage virtuel
[25].

11.7.Protocole general de Docking
Les approches utilisées actuellement sont exclusivement calculatoires et évaluées

parades outils de visualisation. Ces approches peuvent étre décomposées en quatre a cing
phases successives (Figure 11.9) :

= Choix du mode de représentation des protéines (tout atome, pseudo-atome, grille,

etc.),

= Exploration conformation elle (corps-rigide position/orientation du ligand et/ou
Flexible position/orientation/forme du ligand),

= Minimisation de la fonction d’évaluation de 1’énergie d’interaction (ou fonction de
Score) des conformations issues de 1’exploration,

= Regroupement par ressemblances et classification par évaluation plus fine du score,

accompagnee d’une étape non automatique d’évaluation visuelle des résultats
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lorsque la scorpéne ne permet pas de discriminer la conformation native des différentes

conformations générees.

= Une étape optionnelle d’affinement des complexes sélectionnés par minimisation
ou dynamique moléculaire. Un algorithme de recherche pour explorer les
possibilités de modes de liaison, un mécanisme pour placer le ligand dans le site de
liaison et une fonction de score pour classer les différents modes de liaison [26].

1-représentation

4-Regroupement et classification

2-Recherche

conformationnelle

3-évaluation de ’énergie

5-Affinement des complexes

Figure 11. 9 : Protocole général de docking

11.8. Parametres Drug-Like

La similarité médicamenteuse ou « Drug likeness » est un concept qualitatif utilisé en
Drug Design pour estimer combien une molécule et « Drug-Like » en ce qui concerne des
facteurs comme la biodisponibilité. Il est estimé a partir de la structure moléculaire avant
méme que la substance soit synthétisée et testée. Drug likeness peut étre défini aussi
comme un équilibre complexe de diverses propriétés moléculaires et caractéristiques de
structure qui déterminent si une molécule particuliere est similaire aux médicaments
connus. Ces propriétés, principalement I'hydrophobicité, la distribution électronique, les

caractéristiques de liaison hydrogéne, la taille et la flexibilité des molécules et la présence
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de diverses caractéristiques pharmacophoriques influent sur le comportement de la
molécule dans un organisme vivant, notamment sa biodisponibilité, ses propriétés de
transport, sa réactivité, sa toxicité la stabilité et beaucoup d'autres définir I’espace chimique
de la ressemblance avec les médicaments. Les critéres les plus utilisés pour I’espace

chimique de type médicamenteux sont la régle de Lipinski et Veber [27,28]

11.8.1Régle de lipinski

Un contributeur majeur dans le domaine de la caractérisation de composés « Drug-like »
est Lipinski avec la « régle des 5 » [29]. Cette régle est la plus utilisée pour I’identification
des composés « Drug-like » [30]. D’aprés cette régle, les composés ne validant pas au
moins deux des critéres suivants ont de trés fortes chances d’avoir des problemes
d’absorption ou de perméabilité. Chaque médicament potentiel doit se conformer a
plusieurs critéres de base, tel son faible colt de production, étre soluble, stable, mais doit
aussi se conformer a des barémes associés a ses propriétés pharmacologique d’absorption,
de distribution, métabolisme, d’excrétion et de toxicitéqui est basee sur la regle de 5.Cette
regle décrit un ensemble de critéres, permettant d’estimer la biodisponibilité d’un composé
par voie orale a partir de sa structure bidimensionnelle (2D)[31] « régles de Lipinski » ou «
la regle de 5», comportent cing criteres physico-chimiques qui décrivent la molécule :

= Masse moléculaire < 500 Da

= LogP<5

= Accepteurs de liaisons H < 10

=  Donneurs de liaisons H <5

11.8.2. Reégles de Veber
Les régles Veber suggérent que la flexibilité moléculaire et la surface polaire (PSA) sont
des déterminants importants de la biodisponibilité orale [32]. La réduction de la flexibilité
moléculaire (mesurée par le nombre de liaisons rotatives) et la faible surface polaire sont
des prédicateurs importants de la bonne biodisponibilité orale [33].
Pour une biodisponibilité orale idéale, il existe deux autres descripteurs identifiés par
Veber et al [34] :

= Le nombre des liaisons rotatives < 10

= La surface polaire (PSA) <140 A
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I11.1.Introduction

La recherche en virologie moléculaire a ouvert de nouvelles voies la connaissance et la
comprehension des propriétés virales, le nature du parasitisme obligatoire des virus et, pour
une certaine étendue, les méecanismes impliqués dans les maladies virales. Sur le d'autre part,
la recherche de medicaments naturels et artificiels pour inhiber et guérir les infections virales
chez I'nomme et les animaux été gacheé par 1’échec [1].
Malheureusement, beaucoup naturellement substances présentes, ainsi que les drogues
synthétiques qui ont un effet inhibiteur sur la réplication du virus, ont également un effet
inhibiteur sur les processus moléculaires chez les personnes infectées et tissus non infectés.
Ainsi, la recherche de substances antivirales est gravement entravée par l'exigence d'un
médicament avec une fonction inhibitrice tres spécialisée qui n’interférer avec toute voie
métabolique spécifique de la cellule.
Les interactions entre molécules sont a la base des meécanismes biologiques. Les détails de ces
interactions, au niveau moléculaire sont donc d’un tres grand intérét.
Les logiciels de Docking sont donc des outils trés utiles en biologie, pharmacie et médecine,
car la plupart des principes actifs sont de petites molécules (ligands) qui interagissent avec une
cible biologique d’intérét thérapeutique, généralement protéique (récepteur) [2].
Ce chapitre présente les résultats de notre étude des interactions entre différents inhibiteurs
avec l'enzyme (6LU7) par la méthode Docking moléculaire a l'aide du logiciel MOE, Le
Docking peut se décliner en deux étapes successives (bien qu’elles soient souvent corrélées) :
premiérement, 1’échantillonnage des positions, orientations et conformations (ou plus
simplement poses) d’un ligand a la surface d’un récepteur ; ensuite, le tri de ces poses grace a

une fonction de score qui leur associe une énergie d’interaction estimée.

I11.2.Matériel et outils utilises
Avant de présenter les détails de notre meéthodologie que nous avons suivi afin
d’accompli ce travail, nous présentons dans cette section le matériel et outils sur lesquels nous

sommes appuyés pour réaliser ce travail.
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111.2.1. Micro-ordinateur
Notre travail a été effectué en utilisant deux micro-ordinateurs dont les caractéristiques sont

présentées dans le (Tableau I11.1).

Tableau I11.1: Caractéristiques des ordinateurs utilisés

Caractéristiques Ordinateur 1 Ordinateur 2

Mémoire (RAM) 4 GO 4GO

Processeur Intel(R) Core(TM) i3- Intel(R) Core(TM) i3-6006U
3110M CPU @ 2,0 0GHz 2,00 GHz

CPU @ 2,40GHz 2,40 GHz

Systeme
d’exploitation Windows 7 Professionnel Windows 10 Professionnel
Type de systéeme 32 bits 64 bits

111.2.2.Banques (bases) de données et outils logiciels
- Protéine Data Bank (PDB) :
Est la seule archive mondiale de données structurelles sur les macromolécules biologiques
(Figure 111.1). 1l comprend des données obtenues par cristallographie aux rayons X et
résonance magnétique nucléaire (RMN) spectrométrie soumise par des biologistes et

biochimistes du monde entier [3].
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Changes: Database references, Source and taxonomy, Structure summary

RCSB PDB  Deposit+ Search v Visualize + Analyze v Download + Learn ~ More v Documentation ~

B 177426 Biological

Macromolecular Structures
Enabling Breakthroughs in
Research and Education Advanced Search | Browse Annotations

PROTEIN DATA BA!
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; iy o . e ’ )

R $PDE @0 oot ] mme (G meaoee 4 w5552 Protein Data Bank —
==

Structure Summary 3D View Annotations Experiment Sequence Genome Versions
Biological Assembly 1 6 L U 7

The crystal structure of COVID-19 main protease in complex with an inhibitor N3

DOI: 10.2210/pdb6LU7/pdb

Classification: VIRAL PROTEIN

Organism(s): Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, synthetic construct
Expression System: Escherichia coli BL21(DE3)

Mutation(s): No

Deposi 2020-01-26 2020-02-05
Deposition Author(s): Liu, X., Zhang, B., Jin, Z_, Yang. H., Rao, Z

Experimental Data Snapshot wwPDB Validation 3D Report | Full Report

Figure 111.1 : Interface du site Protéine Data Bank (PDB)

-MOE (Moleculaire Operating Environnement) :

Est une plateforme logicielle de découverte de médicaments qui integre la visualisation, la
modélisation, et les simulations. Le MOE est capable de suivre les idées de conception et les
modifications des ligands avec des modeles de propriété, de produire des graphiques de
corrélation pour visualiser la structure, la propriété, les relations d’activité et de visualiser la
surface des protéines hydrophobes et chargées pour étudier les régions sujettes a 1’agrégation

[4]. La (Figure 111.2) montre I’interface graphique du logiciel MOE.
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Figure 111.2 : Interface du logiciel MOE

-Chem Draw Prime:

Est la version comprenant les fonctionnalités essentielles. En plus de fournir les éléments
usuels tels que les cycles, liaisons, chaines, atomes et les groupes fonctionnels, ChemDraw
Prime comprend des calculateurs de propriétés, des modeles d'équipements chimiques et de
laboratoire ainsi que des outils de dessin de plaque CCM et gel d'électrophorese. La (Figure
[11.3) montre I’interface graphique du logiciel Chem Draw.

-Les fonctionnalités de Chem Draw Prime:

1. Dessin de molécules,

2. Calcul des données steechiométriques.
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Figure 111.3 : Interface du logiciel Chem draw

- Molinspiration :

Molinspiration propose une large gamme d'outils logiciels de chimie prenant en charge la
manipulation et le traitement des molécules, y compris la conversion SMILES et SD file, la
normalisation des molécules, la génération de tautomeres, la fragmentation des molécules, le
calcul de diverses propriétés moléculaires nécessaires dans QSAR, la modélisation
moléculaire et la conception de médicaments, la représentation de molécules de haute qualité ,
outils de bases de données moléculaires prenant en charge les recherches de sous-structure et

de similarité [5].
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Figure 111.4 : Interface Web du logiciel Molinspiration

-Discovery studio

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

données voir (la Figure 111.5).
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Figure I11.5 : Interface Web de visualiseur Discovery studio

I11.3.Méthodologie du travail

Les étapes qu’on a suivies au cours de notre étude sont schématisées dans la Schéma

suivant (Figure 111.6).
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1-Télécharger I’enzyme
2-Eliminer les autres chaines et les
molécules d’eau

3-détecter la cavité (Site actif)

Préparation de
I’enzyme

1-dessiner les ligands en utilisant le
logiciel Chem Draw

2-convertir les chaines SMILE au
format MOL

3-optimiser les ligands en utilisant le
champ de force Amber 10

Préparation des
ligands

1-Recherche la meilleur pose du ligand

(conformation)
2-visualiser les interactions du meilleur

pose pour le complexe ligand-6LU7

Docking Moléculaire

o _ 1-appliquer la regle de Lipinski
Prédiction des propriétes 2- appliquer la régle de veber
Moléculaires

Figure 111.6 : Méthodologie de Travaille
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111.3.1.Préparation de ’Enzyme

La structure 3D de protéine protéase SARs-covid2 de notre étude (Figure 111.7), a été
téléchargée sous le code 6LU7 sous format PDB Co-cristallisée avec I’inhibiteur de la formule
(N-[(5-METHYLISOXAZOL-3-YL)CARBONYL]JALANYL-L-VALYL-N~1~-((1R,2Z2)-4-

(BENZYLOXY)-4-0X0-1-{[(3R)-2-OXOPYRROLIDIN-3-YL]METHYL}BUT-2-ENYL)-

L-LEUCINAMIDE (proteine), (C35H48N608). (Figure 111.8) . La structure de 6LU7 est
correctement définie par diffraction aux rayons X avec une résolution égale a 2.16 A. La
résolution en angstrém 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
lordre de 6 A permet seulement de distinguer que des structures de types «hélice a» ou

«feuillet B»

Figure 111.7: Structure 3D de I’enzyme 6LU7 simplifié
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Figure 111.8: structure chimique 2D de ligand de référence N3

Lors de la préparation de ’enzyme simplifier, on a éliminé les deux chaines B et C (L’enzyme
¢tant formée d’une seule chaine A) ainsi que les molécules d’eau et les cofacteurs. Le

(Tableau 111.2) montre quelques propriétés de la chaine A de ’enzyme simplifié.

Tableau I11.2: Composition de la chaine A de protéine protéase (6LU7)

Molécules Chaine RES [T Atomes

Protéine Main A 306 Total ;: 4683
protéase

111.3.2.Détection des cavités
La fonction des enzymes est liée a la présence dans leur structure d’un site particulier appelé le
site actif qui a la forme d’une cavité (Figure 111.9). Les molécules sur lesquelles agit une
enzyme sont définies comme les substrats de la réaction enzymatique. Chaque enzyme

reconnait spécifiquement une ou plusieurs molécules de substrat selon un principe de
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complémentarité, grace a des sites de reconnaissance et de fixation situés a sa surface. Le site
actif est constitué de deux parties [6].
— Site de reconnaissance (ou site de liaison au substrat), permettant de fixer le substrat grace
a certains acides aminés.
— Site catalytique (ou a lieu la transformation du substrat), permettant de transformer le

substrat grace a des acides aminés qui interagissent avec le substrat.

Figure 111.9: Cavité 1 de I’enzyme 6lu7

Dans notre étude 15 cavités ont été détectées dans I’enzyme 6LU7 par le logiciel MOE
(Tableau I11.3). Nous avons choisi la cavité 1 qui a un volume important 109A a été prédite,
aussi nous avons trouvé que le ligand de | Co-cristallisation de I’enzyme 6LU7est fixé dans la

cavité 1.
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Tableau 111.3: Propriétés des cavités de I’enzyme 6LU7

Site

10

11

12

13

14

15

Size

109

58

34

27

28

28

19

23

10

14

17

17

PLB

3.05

1.26

0.43

0.31

0.09

-0.08

-0.10

-0.27

-0.46

-0.62

-0.66

-0.67

-0.93

-1.17

Hyd

21

25

12

12

113

12

12

16

Side

60

51

25

19

29

19

19

24

11

16

20

17

Residues

1:(THR24 THR25 THR26 LEU27 HIS41 CYS44 THR45 SER46
MET49 PRO52 TYR54 PHE140 LEU141 ASN142 GLY143
SER144 CYS145 HIS163 HIS164 MET165 GLU166 LEU167
PRO168 HIS172 ASP187 ARG188 GLN189 THR190 GLN192)
1:(PHE8 PRO9 VAL104 ARG105 ILE106 GLN107 GLN110
THR111 PHE112 GLN127 ASN151 ILE152 ASP153 TYR154
CYS156 SER158 THR292 PHE294 ASP295 ARG298)

1:(GLU14 GLY15 CYS16 MET17 VAL18 GLN19 TRP31 GLN69
ALA70 GLY71 ASN95 ASN119 GLY120 SER121 PRO122
1:(TRP218 PHE219 LEU220 ASN221 PHE223 SER267 GLU270
LEU271 ASN274 GLY275 ASN277 ARG279)

1:(GLN107 PRO108 GLY109 GLN110 ILE200 VAL202 ASN203
GLU240 HIS246 ILE249 THR292 PRO293)

1:(GLY2 PHE3 ARG4 LYS5 TRP207 ILE281 LEU282 GLY283
SER284 GLU288 PHE291)

1:(THR199 TYR237 TYR239 LEU271 LEU272 GLY275 MET276
ALA285 LEU286 LEU287)

1:(VAL212 ILE213 GLY215 ARG217 GLN256 THR257 THR304
PHE305 GLN306)

1:(CYS22 GLY23 THR24 THR25 VAL42 ILE43 CYS44 THR45
ASP48 LYS61)

1:(ARG217 LEU220 ASN221 ARG222 PHE223 GLY258 ILE259
ASP263 MET264 SER267)

1:(ARG131 LYS137 LEU286 LEU287 GLU288 ASP289 GLU290)

1:(ARG131 LYS137 ASP197 THR198 THR199 ASN238 LEU287
ASP289)
1:(PRO132 ASN133 PRO184 ALA194 GLY195 THR196

1:(GLY11 LYS12 GLY15 CYS16 LYS97 PRO99)
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111.3.3.Préparation des ligands
Les ligands que nous avons étudiés sont anti-VIH, que nous proposons comme inhibiteurs de
I'enzyme protéase SARS-COV2. Ces inhibiteurs sont dessinés a I'aide de Chem Draw Ensuite,
l'optimisation de la géométrie des ligands a été réalisée par le logiciel MOE a l'aide d'un
champ de force Amber 10, et les structures des ligands sont illustrées a la (Figure 111.10).

HO_ —\IT/O ; N o
° 7 SO , )i/lY
NN \_\’ \>—-ou I i R 7 gam ! !
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111.3.4.Simulation Docking moléculaire
Dans la mise au point de nouveaux médicaments, l'amarrage (Docking) sert souvent a
déterminer l'orientation des petites molécules liées a leurs protéines ciblées afin de calculer
leurs affinité et niveau d'activité a I’aide d’un logiciel Moe.
MOE est basé sur un type de docking semi-flexible et généralement utilisé pour I’amarrage
protéine-ligand, le ligand étant considéré comme flexible et la chaine principale de ’enzyme a
été maintenue rigide, tandis que les chaines latérales restent flexibles. Il utilise le champ de
force MMFF94x pour optimiser les conformations au cours de calcule [7].
L’étude de I’interaction entre les résidus de site actif de la protéine 6LU7 et les ligands pour
former des complexes stables est réalisée a I’aide du logiciel MOE, Le docking comprend
essentiellement deux sections complémentaires : le docking et le scoring.
La premicre section (le docking) 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’interactions les plus
favorables dans le site actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et
orientations (poses) possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes
d’interactions les plus favorables.
La deuxieéme section (le scoring) utilis€ées pour estimer la puissance d’interaction et 1’affinité
de liaison entre deux molécules aprés avoir été passées par 1’étape de docking. C’est 1’étape de
classement, qui consiste a évaluer I’affinité entre le ligand et la protéine et de donner un score
aux poses obtenues lors de la phase de docking. Ce score permettra de retenir la meilleure
pose parmi toutes celles proposée. Le meilleur résultat pour le docking et le complexe

protéine-ligand avec la plus faible énergie [8]

111.3.5.Prédiction des propriétés moléculaires des ligands
Des descripteurs moléculaires et des propriétés Drug likeness basé sur la régle de Lipinski
(Regles de cing), Vabre sont analysés, en utilisant I’outil serveur Molinspiration

(http://www.molinspiration.com).
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111.4.Résultats et Discussion

111.4.1.Docking moléculaire
Avant de détailler les résultats de I’étude des interactions enzyme-ligand, nous allons tout
d’abord présenter les résultats de scores (kcal/mol) et du RMSD de meilleure pose pour
chaque ligand (Tableau 111.4). Sachant que :
Le scores : représente les interactions liées a 1’électrostatique (comme les liaisons hydrogene
et les interactions de VdW), les effets de solvatation et de désolvatation et 1’énergie nécessaire
pour déformer le ligand [8]. Le score devrait correspondre directement a 1’affinité de liaison
en du ligand pour la protéine, de sorte que les ligands présentant le meilleur score soient les
meilleurs liants [9].
En général, une pose de ligand est finalement sélectionnée en fonction d’un score d’amarrage
[10]. C’est-a-dire, le choix de la pose est correspondu a la structure qui a I’énergie la plus
basse.

RMSD (Root Mean Square Deviation) : Correspond a la moyenne de la déviation de chacun

des atomes du ligand (le ligand de référence). Les performances d’un programme de Docking
sont évaluées en termes de capacité a reproduire le mieux possible des complexes
expérimentaux. Le mieux possible signifie que la valeur du RMSD entre la pose du ligand
calculée par le logiciel et la conformation dans le complexe expérimental est le plus petit
possible. Le positionnement, C’est-a dire I’identification correcte du site de liaison sur la
protéine, 1’orientation et la conformation du ligand influent sur la valeur du RMSD [11].

Le Tableau I11.5 explique les différents intervalles de valeurs RMSD données par le logiciel
MOE.

D’apres le (Tableau 111.4): On note que les complexes formés par les ligands
L3,L7,L84 ,.85,L87,L90, L108, L110, L115, et le 6LU7 possedent les plus petites énergies
du Score par rapport aux autres ligands,et aussi par rapport au complexe de ligand co-
cristalliser (L réf ), ceci montre que ces ligands peuvent former des complexes stables qui sont
classés par 1’ordre suivant :L110 < LO7 < L90 < L115 < L108< L87 <L03<L 85< L84<L ref

D’autre part, pour les valeurs de RMSD obtenus, on peut les considérer comme suites :
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Tableau I11.4: Résultats de RMSD et SCORE de I’enzyme 6L.U7 avec les ligands Etudiés

Composé N°  S- score (kcal/mol RMSD Composé N° S- score
(kcal/mol)
01 -7.234 2.410 54 -6 ,839 2,068
02 -7.741 1.795 55 -6,829 1,687
03 -7.912 2.209 56 -5,404 2,370
04 -7.039 2.129 57 -5,580 1,352
05 -7.206 1.340 58 -6.215 1,667
06 -7.675 1.427 59 -6,201 1,989
07 -8.296 1.646 60 -6,058 2,522
08 -5.338 1.998 61 -5,583 1,701
09 -5.650 1.364 62 -5,447 1,399
10 -5.275 1.281 63 -6,081 1,138
11 -3.475 1.493 64 -6,077 1,086
12 -5.695 1.102 65 -6,004 1,531
13 -6.484 1.907 66 -5,045 3,168
14 -6.108 1.744 67 -4,942 1,824
15 -7.207 1.082 68 -5,596 2,461
16 -7.418 1.642 69 -6,165 1,201
17 -5.454 1.677 70 -6,303 3,065
18 -7.283 1574 71 -7,449 2,189
19 -7.167 1.231 72 -7,119 1,823
20 -7.191 1.110 73 -7,764 2,630
21 -6.399 2.700 74 -7,550 2,244
22 -6.148 3.801 75 -7,531 3,473
23 -6.026 1.192 76 -7,183 2,573
24 -5.359 2.338 77 -7,134 1,920
25 -5.620 2.324 78 -6,203 2,078
26 -6.221 3.202 79 -6,230 2,639
27 -4.138 2.260 80 -7,234 0,926
28 -3.768 2.139 81 -6,305 1,693
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29 -6.903 3.472 82 -6,637 2,611
30 -6.196 2.725 83 -6,637 2,443
31 -6.961 1.942 84 -7,806 1,419
32 -1.451 2.230 85 -7,875 1,288
33 -6.379 1.368 86 -7,586 1,667
34 -5.880 1.145 87 7,973 2,833
35 -5.826 5.101 88 -6,189 1,444
36 -6.405 1.504 89 -6,856 1,311
37 -5.530 1.138 90 -8,064 2,228
38 -5.845 2.151 91 -7,831 3,036
39 -5.690 1.674 92 -7,395 3,038
40 -5.444 1.640 93 7,761 2,734
41 -5.877 1.278 94 7,743 1,364
42 -5.568 3.471 95 5,717 2,708
43 -5.986 3.840 96 5,839 1,730
44 -6.075 2.104 97 -6,137 1,872
45 -5.814 2.288 98 -6,121 2,201
46 -5.322 2.275 99 -2,560 2,804
47 -6.301 4.318 100 -6,165 1,645
48 4.318 4.318 101 5,925 1,505
49 -6.505 -6.505 102 -6 ,169 2,095
50 -6.505 2.348 103 -2,034 2,650
51 -6.703 1.968 104 -6,356 2,144
52 1.968 1.465 105 -6,050 1,581
53 -6.442 2.654 106 -6,519 2,368
111 -7.203 3.754 107 -6,365 1,749
112 -6.834 1.123 108 -7.994 2.087
113 -5.516 1.885 109 -7.900 2.407
114 -7.196 1.162 110 -8.667 6.663
115 -8.021 1.726 116 7,422 1,620
117 -7,700 1,319 118 -7,283 2,622
L réf (N3) -7.7903
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Les composés sélectionnés en gras representent les meilleurs ligands, qu’on va étudier leurs

interactions.

Tableau 111.5: Valeurs de RMSD données par le logiciel MOE

RMSD <1.5 1.5<RMSD <3.5  3.5<RMSD <6 RMSD <6

Structure Parfait Acceptable Inadéquat Inacceptable
RMSD |
| v l
3.5< RMSD <6 J 1.5< RMSD <3.5 J RMSD <1.5 J
v v '
L.35,L47, L1, L2, L3, L4, L7, L13, L14, L16 L9, L15, 116, L18,
L110 L11L. L17, L21, L22, L24, L25, L26, L29 L19, L21,L29,L24,
L30, L31, L38, L39, L42, L43, L44 L25,L37,L38, L3IL
L45,L46 ,L49 ,L50,L51 L5354, 42,L43, L45, L46,
55,156 ,L58,L59,L60,L61,L65, L47, 14,148,149,
L66,L67,L68,L70, L71,L72,L73,L74 L50,L.53,L.61,L111,
L75, L76, L77, L78, L79, L81, L82, L83 L57,L.63, L64, L69,
L86, L87, L90, L91, L92, L93, L5 180, L84, L85,
L96,L.97,L.98,1.99,L.100,L101,L.102, 188, L89, Lo4,
L103,L104, L105,L.106,L.107, L109, L108 L114, L12
,L110, L111, L116, L115, L116, |_117/
J

l l

Structures Inadéquats J Structures acceptables J Structures parfaites J

Figure 111.11 : Valeurs de RMSD données par le logiciel MOE
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A) Enzyme-ligand de référence (N3) :

Dans 1’objectif de proposer de nouveaux inhibiteurs de la 6LU7, il nous a semblé judicieux
d’étudier, en premier lieu, le mécanisme d’inhibition mis en place par le meilleur composé
réellement actif sorti du criblage total. Il s’agit du ligand de référence N3 (C35H48N608) issue
de la chimiothéque d’évaluation utilisée dont le score s’évaluent a “-7.79 kcal/mol”.

La visualisation des interactions de ce composé au sein du site actif de la 6LU7 a été réalisée
a I’aide du logiciel MOE. On observe que : Le N3 établit Trois liaisons avec I’enzyme 6L U7
(Figure 111.12) : La premiére liaison d’interaction de type H-donneur est établée entre le N 72
du ligand et le résidu d’acide aminé GLU166 de L’enzyme, et la deuxieme liaison H-accepteur
entre I’atome d’O du carbonyle et le résidu GLN189 ; GLY 43, et la troisieme liaison de type
d’interaction moyenne de type pi-H est formée entre ’'Hétérocycle oxazole de ligand et celui

du résidu Alal91 de ’enzyme.
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Entry: 1/10
mol:

Figure 111.12: Interactions entre le ligand de référence N3 et les résidus de site actif de
6LU7

B) Etude des interactions enzyme-ligand:

Dans I’objectif de proposer de nouveaux inhibiteurs de la 6LU7, on a étudier, en premier lieu,
le mécanisme d’inhibition mis en place par Le meilleur composé réellement actif sorti du
criblage total Cette étude est effectuée sur les neuf meilleurs ligands (L3, L7, L84, L85,L87,
L90, L108, L110, L115) voir les valeurs en gras dans le Tableau I11.6.

Les structures 2D ,3D des interactions protéine-ligand ont été visualisées par des
programmes de Discovery studio. Les résidus de liaison et leurs chaines ont été identifiés a
partir du complexe protéine-ligand comme indiqué dans les figures suivantes :

Dans cette analyse, les composés les plus actifs de la base de données phytochimiques ont
interagi avec les résidus d'acides aminés du site actif par le biais de forces d'interaction telles
que la liaison hydrogéne (liaison hydrogéne conventionnelle et carbone) et l'interaction
hydrophobe (Pi- alkyle donneur Hydrogen Bond, Pi-Pi T-Shaped, Pi-Sigma et -Pistacked

interactions).
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Tableau I11.6: résultats de Docking moléculaire et I’analyse des interactions pour les

meilleurs complexes

T e e e

6LU7-L3 LEU141, THR 24 MET 165 -7.912
8-((5,7-dihydroxy-2-(4-oxo-4H- GLY143,
chromen-6-yl)-5,7-dihydroxy-2- ASP187,
(4-hydroxyphenyl)-4H-chromen-
4-one
6LU7-L7 THR26, MET49 CYS145 -8,064
5,7-dihydroxy-8-(2-hydroxy-5- SER144,
(5hydroxy-7-methyl-4-oxo-4-4a, HIS163
8a-dihydro-4H-chromen-4-one
6LU7-L84 HIS 163, MET 49 i -7,806
ethyl 4-((2-((3aR, 9S, 9aR)-9-(4- MET 49
g%/rﬁgct)r)%x?/fyclohexyl)-&?- HIS 41,
dimethoxy-1 oxo-1.3, 3a, 4.9.9a- MET165
hexahydronaphtho [2,3c] furan-4-
yl) ethyl) amino)benzoate
6LU7-L85 CYS145, MET165 i -7,875
(3aR.9S.9aR)-4-(2-((4- SER144,
Morephen MO O Giyiag
trimethoxycyclohexyl)-3a, 4.9, 9a-
tetrahydronaphtho [2.3-c]furan-
1(3H)-one
6LU7-L87 ASP187, PRO168, THR 190 -7,973
(3aR, 9S, 9aR)-4-(2-((4- MET 49, MET49
fluorophenyl) amino) ethyl)-9-(4- GLY143
hydroxy-3,5 dimethoxycyclohexyl)-
6,7-dimethoxy-3a, 4, 9,%9-
tetrahydronaphtho [2,3]
furan-1(3H)-one
6LU7-L90 MET165, THR 190 THR 190 -8,064
4-((2-((3aR, 9R, 9aR)-9-(4- HIS41,
hydroxy-3,5-)-6,7dimethoxy-1- ASP187,
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oxo-1, 3,3a, 4, 9,9a- CYS145
hexahydronaphtho
[2,3-c]furan-4- yl) amino)

benzonitrile

6LU7-L108 GLU166 MET 49, CYS 145 -7.994
((2R.3S, 4S, 5S)-2,5-bis (4- CYS145

hydroxyphenyl)

tetrahydrofuran-3,4-diyl) bis

((2,4-dihydroxyphenyl)

methanone)
6LU7-110 GLU166, CYS 145 CYS 145 -8.667
(E)-3-(3-(2-(5-(3-((SR)-4-(2.4- GLN189

dihydroxybenzoyl)-3-(2,4-
dihydroxybenzyl)-5-(4
hydroxyphenyl)tetrahydrofuran-
2-ylhpropyl)-2-hydroxyphenyl)-2-
(2,4-dihydroxyphenyl)ethyl)-2-(4
hydroxyphenyl)-2,3-
dihydrobenzofuran-5-yl)-1-(2.4-
dihydroxyphenyl)prop-2-en-1-

one
6LU7-115 ASN 142, GLU 166, CYS145, -8,021
8-(2-(5,7-dihydroxy-2-(4- THR24, CYS145 GLU166
hydroxyphenyl)-4-oxo-4H- THR 190,

chromen-6-yl) ethyl)- ASN142

5,7dihydroxy-2-(4
hydroxyphenyl)-4H-chromen-4-

one

Les résultats ont également révélé les acides aminés suivants, ARG188, ASN142, ASP187,
CYS145, GLN192, GLY143, HIS163, HIS164, HIS41, LEU141, MET165, MET49, PHE140,
PRO168, SER144, THR26 et TYR54 se sont avérés jouer un r6le important dans les
conformations les plus favorables, ils se sont également avérés étre les résidus clés

interagissant dans le site actif de la cible. De plus, TYR54, MET165 (interactions de liaison
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H), CYS145 et MET49 (interactions hydrophobes) étaient les plus dominants, ils ont donc été

impliqués dans de nombreux cas possibles pour former les complexes amarreés.

1) Interactions 6L U7 — L3 (Figure 111.13)

L’interaction du ligand 3 avec le site actif de I’enzyme donne le score -7.912 kcal/mol.
Cependant ce ligand forme quatre liaisons, sachant que : les trois premieres liaisons sont de
type H-accepteur et sont formées entre les trois atomes d’O du ligand et les résidus Leu 141,
GLY 143, ASP. 187 La quatrieme liaison est de type Amide pi-H, et qui est formée entre le
noyau benzoique du ligand et le résidu THR 24 du récepteur et la liaison pi-H entre le cycle
benzéne et les résidus MET 49 et CYS 145 Le complexe (6LU7- ligand3) est stabilisé aussi
par des interactions hydrophobiques avec les résidus : CYS145 et MET 49 de ’enzyme.
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Entry: 1/276
mol:  h3.cdx

Figure 111.13: Interactions entre le ligand 3 et les résidus de site actif de 6LU7

2) Interactions 6LU7 — L7 (Figure 111.14)

Avec une valeur du score égale a -8,064 kcal/mol, le ligand 7 forme trois liaisons, dont 1’une
est de type H-donneur entre L’O du ligand et le résidu THR 26, Ser144, HIS163de I’enzyme.
L’autre liaison est de type pi-H entre le cycle benzene du ligand et le résidu MET49, de
I’enzyme La troisiéme liaison est de type pi-sulfure, formés entre le cycle Benzene du ligand
et le résidu CYS 145 de I’enzyme Le complexe 6LU7 — L7 est également stabilisé par des
interactions de VVan der Waals avec les résidus d’acides aminé : SER46, ASN142, LEU141.
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Figure 111.14: Interactions entre le ligand 7 et les résidus de site actif de 6LU7
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3) Interactions 6LU7 — L 84 (Figure 111.15)

Avec le score qui s’évalue a-7,806 kcal/mol. L’analyse visuelle montre que le ligand 84 inhibe
6LU7 en formant trois liaisons. Une liaison de type H accepteur entre 1’atome d’oxygéne de
I’hétérocycle du ligand et les résidus HIS 163, La deuxieme liaison est de type H donneur
entre L’oxygene du ligand et les résidus MET165, Met 49 ; HIS 41 la troisiéme liaison de type
Pi-H donneur est observée entre le cycle phényle du ligand et le résidu MET 49.
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Entry: 224/683
mol: h84
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Figure 111.15: Interactions entre le ligand 84 et les résidus de site actif de 6LU7

4) Interactions 6LU7 — L85 (Figure 111.16)

Le ligand 85 est avec un score égal a-7,875 kcal/mol. Ce score peut étre expliqué par la
présence de quatre interactions la premiére est de type H- accepteur entre L’O et les résidus
CYS145, SER144 la deuxieme liaison de type H-donneur entre le OH du ligand et le résidu
GLY143 et qui sont formées respectivement entre O36 et les résidus SER144, CYS 145 et la
troisieme liaison de type PI-H entre le cycle Benzene et le résidu MET165 la quatrieme liaison
de type van der Waals avec les résidus ASN142, GLN189 qui stabilise le complexe (6LU7-
L85).
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Figure 111.16: Interactions entre le ligand 85 et les résidus de site actif de 6LU7
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5) Interactions 6LU7- L87 (Figure 111.17)

La visualisation des résultats du Docking moléculaire montrent que le ligand 87 se caractérise

par un score -7,973 kcal/mol.

Il établit quatre liaisons : la premiére est de type

groupement (OH) de cycle Benzénique du ligand et les résidus : ASP187, MET 49. Les autres
liaisons sont de type H-accepteur entre ’atome de L’O du ligand et le résidu : GLY143.

Les deux autres liaisons sont de type PI-H entre les cycles Benzéniques et les résidus :
PRO168, MET49 et la derniere liaison de type Halogene (Fluorine) ont été observées entre le
groupement alkyle de cycle Benzénique et I’acide aminé THR190. Des interactions

hydrophobiques interviennent pour stabiliser le complexe (6LU7— L87) avec les résidus :

HiS41, MET 49, PRO168, GLN189.
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Entry: 361/683
mol: h87

Figure 111.17: Interactions entre le ligand 87 et les résidus de site actif de 6LU7

6) Interactions 6LU7 — L.90 (Figure 111.18)

L’analyse visuelle montre que le ligand 90 a un score -8,064 kcal/mol en établissant quatre
types des liaisons. Sachant que la premiére est de type H-donneur qui est observée entre les
atomes O du ligand et les résidus MET165, HIS41, ASP187. Autre liaison est de type H-
accepteur entre 1’0 du ligand et les résidus CYS 145 .la troisieme liaison est de type
hydrophobique Pi-H est observée entre les cycles Benzene du ligand et les résidus MET 49,

PRO168 La derniere liaison de type Halogene (Fluorine) avec le résidu THR 190 de I’enzyme.
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Figure 111.18: Interactions entre le ligand 90 et les résidus de site actif de 6LU7
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7) Interactions 6LU7 — L108 (Figure 111.19)

L’analyse visuelle du complexe L111et 6LU7 (S=-7.99 kcal/mol) nous révele Quatre

liaisons, dont les deux premiéres sont de types H-accepteur et H-donneur respectivement et
sont formées entre le OH (hydroxyle) et le résidu GLU166 de I’enzyme, et L’O du ligand et le
résidu GLN189 de I’enzyme. Les deux autres liaisons sont de type pi-H et pi-sulfure sont
formées respectivement entre les cycles benzene et les résidus du ligand MET 49, CYS 145 de
I’enzyme Le complexe ici est stabilisée par des interactions hydrophobiques avec les résidus :
HIS164, LEU27, ARG188.
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Entry: 1/248
mol: 111

Figure 111.19: Interactions entre le ligand 108 et les résidus de site actif de 6LU7

8) Interactions 6L.U7 — L110 (Figure 111.20)

Le ligand 113 se caractérise par un score plus elevée -8.667 kcal/mol. L’analyse visuelle du
complexe (6LU7— L113) montre la présence de Trois liaisons sachant que : La premiére
liaisons sont de type H-donneur et sont formés entre ’atome d’ O du ligand et le résidu
Glul66 de I’enzyme , Les deux autres liaisons sont de type H-accepteur entre I’O le résidu
GLN189 et I’autre de type pi-sulfure entre le cycle Benzene du ligand et le résidu CYS 145 de
I’enzyme Le complexe ici est stabilisée par des interactions de van der waals avec les résidus
MET165,HIS164.

68



Chapitre 111 | Résultat et Discussion
THR
A2G LEU
A2T
ET
' ASP
A3 1s7
ARG
AlEs
Aldg
TYR
A5G
CYs
Adq PRO
A52
03
Interactions
D van der Waals D Pi-Donor Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-Sulfur
D Carbon Hydrogen Bond D Pi-Alkoyl
Entry: 99/248
mol: 113

Figure 111.20: Interactions entre le ligand 110 et les résidus de site actif de 6LU7
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9) Interactions 6LU7 — L115 (Figure 111.21)

Le ligand 118 possede la valeur la plus élevée des scores obtenus qui est égal -8,021 kcal/mol.

L’analyse visuelle du complexe (6lu7— L118) indique la présence de trois liaisons sachant
que : la premiere est de type H-donneur entre I’O et ligand et les résidus ASN 142, THR 24,
THR 190 de I’enzyme. La deuxiéme et la troisieme liaison de types H-accepteur qui sont
¢tablies respectivement entre 1’0 du ligand et le résidu ASN 142 de I’enzyme Enfin la dernicre
liaison est de type pi-H qui est formée entre 1’hétérocycle du ligand et le résidu GLU 166 de

I’enzyme et le cycle benzene et le résidu CYS14.
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Entry: 55/163
mol: 118

Figure 111.21: Interactions entre le ligand 115 et les résidus de site actif de 6LU7

I11.5.Résultats des propriétés moléculaires (Drug likness)

D’apres 1’étude précédente, nous avons récupéré neuf composes comme meilleurs
inhibiteurs. Pour une étude plus détaillée nous évaluons des propriétés moléculaires de ces
composes sous différentes regles :

A) Application de la regle de cing (régle de Lipinski)

Tableau I11.7 présente les résultats de 1’évaluation de la régle de Lipinski pour les meilleurs
inhibiteurs. Ces résultats sont obtenus en utilisant I’outil web Molinspiration.

Les résultats du (Tableau I11.7) montrent que :

= Les valeurs de log P

Les résultats ont montré que ces composés (07, 84, 85, 87, 90, 108), et L ref sont inférieurs a 5,
tandis que les composes (03, 110, 115) sont supérieurs a 5. Toutes les valeurs de Log P sont
positives qu’indique les composés sont trop lipophiles, donc ils ont : une bonne perméabilité a
travers la membrane biologique, une meilleure liaison aux protéines plasmatiques, une bonne

élimination par le métabolisme, mais une faible solubilité et une mauvaise tolérance gastrique
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Tableau 111.7: Résultats d’application de la Régle de Lipinski p our les meilleurs
inhibiteurs de SARs-COV 2

Composé N’ ON N°OHNH Masse(UMA) Log P Nombre de la

N violation
03 10 6 552,49 5,74 3
07 10 6 558.54 3.40 2
84 10 2 597,71 3.22 1
85 8 1 557.66 3.23 1
87 2 543.63 2.83 1
90 2 550,65 2.43 1
108 9 6 528.51 4.27 2
110 15 11 105.13 9.25 4
115 10 6 566.52 5.76 3
N3 14 5 680.80 2,32 2

N°ON: Liaisons hydrogéne accepteurs N°OHNH: Liaisons hydrogene donneurs

- La masse moléculaires de tous les ligands et de N3 sont supérieurs a 500 Da, par conséquent les
ligands sont difficiles a pénétrer dans la membrane cellulaire.
-On peut avoir a travers le (Tableau 111.7) que la plupart des ligands ont des nombres accepteurs
d’hydrogéne inférieurs a 10, sauf le ligand 110.
-les ligands 84, 85, 87,90 ayant le nombre donneur d’hydrogéne inférieur a 5 ce qui conduit a une
meilleure perméabilité.
-Alors que, le Lref posséde un nombre accepteur d’hydrogéne supérieur a 10 et un nombre
donneur d’hydrogene et égal a 5.

= Le nombre de violation, nous remarquons que nos composés ont une violation Nv=1
(L84, L85, L87, L90) car ils ont Une masse supérieure au poids requis). A I’exception des cing
composeés (L3, L7, L108, L110, L115), ils ont plusieurs violations, car ils ne remplissent pas les
conditions et d’autre part aussi le ligand de référence montre 2 violations, car il ne réalise pas 2

conditions de Lipinski. De cela, nous pouvons conclure que : les composés répondent aux régles
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de Lipinski est 4, suggérant que ces ligands théoriquement n’auraient pas de problémes avec la
biodisponibilité orale. Par contre le Lref ne répond pas a cette regle

B) Application de la Régle de Veber

Le Tableau 111.8 présente les résultats des propriétés concernant la régle de Veber. Ces résultats
sont calculés et obtenus en utilisant le logiciel Molinspiration.

Tableau 111.8: Résultats de ’application de la Régle Veber pour les meilleurs inhibiteurs de SARs-
COoVv2

03 181,79 4
07 173.98 4
84 121.80 12
85 84.50 10
87 95.50 9
90 119.29 9
108 164.74 6
110 275.12 16
115 181.79 5
N3 197.83 18

D’apres les résultats du tableau en remarquant que :

= Pour les NRB : Les composes (03, 07, 87, 90, 108, 115) ont des valeurs de liaisons
rotatives inférieures ou égal a 10 par rapport au ligand de référence (NRB=18). Un faible
nombre des liaisons rotatives donc une flexibilité réduite pour tous les composés ce qui
indique que ces ligands lors de la liaison a une protéine ne changent que légerement leur
conformation. Par contre, le ligand de référence et les deux composés (84, 110) a un
NRB>10 donc une grande flexibilité.

= Pour la surface polaire (TPSA) : Les composés étudiés contiennent des valeurs de
TPSA inférieures & 140 A% ce qui montre la bonne prédiction de la biodisponibilité orale
et du transport a travers les membranes biologiques. Alors que d’autres composes
également le ligand de référence ont une valeur de TPSA supérieure a 140 (= 197.83) par

conséquent, nous prédisons un mauvais transport a travers les membranes.
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Conclusion Générale

Les travaux présentés dans cette mémoire concernent principalement l'utilisation de la
méthode Docking moléculaire dans le cadre de la découverte de nouveaux médicaments.
L'objectif principal est d'élucider les interactions actuelles entre une nouvelle classe de
molécules antivirales d'origine naturelle avec I'enzyme protéase (6LU7) impliquée dans de le
traitement de SARS-CoV-2.

Premiérement, nous avons présenté la maladie SARS-CoV-2 en général, et dans la
deuxieme partie, nous avons abordé les principes de base de la méthode Docking moléculaire
ainsi que différents concepts de filtration qui nous aident a approfondir I'étude des composés
proposés dans cette étude tels que les propriétés drug-likeness. Dans le troisieme chapitre,
nous avons présenté la partie la plus importante de ce travail qui est le développement du
protocole de Docking moléculaire par le logiciel MOE (version 2014) pour les inhibiteurs
proposes. L’amarrage moléculaire a été réalise sur une série de 118 composés pour prédire
I’affinité de chaque composé avec la cible 6LU7. Par conséquent, par rapport au score Lref (S
= -7,7903 kcal/mol), neuf composés ont été décrits comme de meilleurs inhibiteurs car ils ont
des valeurs de score inférieur (de -8,66 Kcal a -7,80 kcal/mol) et cela qualifie ces composés
d’étre plus stable et avoir une affinité plus élevée pour lI'enzyme 6LU7 que pour la référence
(N3). Ces resultats ont été confirmés par I'analyse visuelle des schémas réactionnels montrant
la présence d'interactions hydrophobes et cela les a rendus plus stables.

Les composés L3, L7, L84, L85, L87, L90, L108, L110, L115 présentaient de fortes liaisons
avec les résidus dans le site actif, ils formaient des liaisons H avec les résidus GIn189, Cys
145 et His41l. lls interagissent avec les résidus hydrophiles Glu166, Thr 24, Thr 25 et Thr26.
Pour approfondir nos recherches, nous avons mené une autre étude pour évaluer les propriétes
médicamenteuses des neuf composeés récupérés. Cela se fait selon les régles : Lipinski, Veber.
On peut voir que les composés 84, 85, 87 et 90 respectent la régle de Lipinski (ou toutes les
valeurs de logP sont <5, poids moléculaire <500, HBA < 10 et HBD <5), ainsi que la régle de
Veber.

Cette évaluation nous a permis de constater que les quatre composés avaient une bonne

biodisponibilité orale parmi les neuf composés.
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Au terme de ce travail, nous pouvons conclure que les quatre composés sont les meilleurs
inhibiteurs pour ralentir la progression du sars cov2 et peuvent étre proposés comme nouveaux

médicaments.
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Les Interaction entre les ligands
et les résidus de site actif pour

I’enzyme 6lu7
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Abstract

The rapid spread of the novel corona virus (SARS-CoV-2) as a serious threat to the world
public health is in dire need of finding potential therapeutic agents. Main protease (Mpro) is
one of the vital drug targets amongst all the corona viruses, as the protein is indispensable for
virus. Natural compounds are widely recognized as valuable source of antiviral drugs due to
their structural diversity and safety. In this study, we used the molecular docking strategy to
study the interactions of 118 natural compounds having antiviral properties (anti-HIV) with
corona virus-targeted Mpro protein using the MEO our study revealed that 9 molecules
having the highest affinity scores compared to the reference molecules N3, with docking
scores ranging from (from -8.66 kcal to -7.80 kcal / mol). The drug likeness properties were
also determined for the selected compounds. This study results in the identification that four
compounds 84, 85, 87 and 90 comply with the rule of Lipinski as well as the Veber rule.
These molecules may emerge as a promising ligand against SARS-CoV-2 and thus needs
further detailed investigations.
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Résumé

La propagation rapide du nouveau coronavirus (SARS-COV-2) comme une menace
sérieuse pour la santé publiqgue mondiale a besoin de trouver des agents thérapeutiques
potentiels. La protéase principale (Mpro) est lI'une des cibles de médicament vitales parmi tous
les coronavirus, car la protéine est indispensable pour le virus. Les composés naturels sont
largement reconnus comme source de drogues antivirales en raison de leur diversité
structurelle et de leur sécurité. Dans cette étude, nous avons utilisé la stratégie de Docking
moléculaire pour étudier les interactions de 118 composés naturels ayant des proprietes
antivirales (anti-VIH) avec Mpro ciblée de coronavirus en utilisant le programme MEO, Notre
étude a révélé que 9 molécules ayant des scores d'affinité les plus élevées par rapport ligand
de reférence N3, avec des scores de Docking allant de (-8,66 kcal a -7,80 kcal / mol). Aussi
nous avons déterminé les propriétés drug likeness pour les composeés selectionnés. Cette étude
entraine l'identification de quatre composes 84, 85, 87 et 90 conformément a la régle de
Lipinski ainsi que la régle Veber. Nous avons montré que ces quatre composes présentent un
intérét comme point de départ pour la conception des inhibiteurs Mpro SARS-CoV-2. Les
composés peuvent étre évalués pour leurs activités inhibitrices a l'aide des techniques

expérimentales.
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