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Résumé

Le SARS-CoV-2 est l'agent causal de la pandémie de COVID-19, provoquant une
urgence sanitaire mondiale. Le manque de thérapies ciblées et les options de
traitement limitées ont incité la science communautaire a développer de nouveaux
vaccins ou des thérapies a petites molécules contre diverses cibles du SARS-CoV-2
Le développement de médicaments qui ciblent des protéines vitales pour le cycle de
vie du virus est une approche pratique pour lutter contre cette pandémie. La protéase
principale (MP®) joue un role dominant dans le traitement de plusieurs protéines
codées par le CoV qui interviennent dans l'assemblage de la machinerie de
réplication, et est donc reconnue comme une cible antivirale idéale. Cette étude
présente une analyse détaillée de la structure et de la fonction de la protéase principale
(MP™), ainsi que des avancées récentes dans la découverte d'agents anti-SARS-CoV-2
contre MP® et plusieurs candidats thérapeutiques, notamment des médicaments

redirigés et des molécules sur mesure.

Mots clés: Protéase principale, SARS-CoV-2, inhibition.



Abstract

SARS-CoV-2 is the causative agent of the COVID-19 pandemic, causing a global
health emergency. The lack of targeted therapies and limited treatment options have
prompted the science community to develop new vaccines or therapies to small
molecules against various targets of SARS-CoV-2 The development of drugs that
target proteins vital to the life cycle of the virus is a practical approach to combat this
pandemic. The master protease (MP®) plays a dominant role in the processing of
several CoV-encoded proteins involved in the assembly of the replication machinery,
and is therefore recognized as an ideal antiviral target. This study presents a detailed
analysis of the structure and function of the major protease (M), as well as recent

pro

advances in the discovery of anti-SARS-CoV-2 agents against M™" and several

therapeutic candidates, including redirect drugs and tailor-made molecules.

Key Words: Main Protease, SARS-CoV-2, Inhibition.
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Introduction




La maladie a virus corona (COVID-19) représente une grande menace pour le
monde a bien des égards [1]. Il s'agit d'une maladie infectieuse causée par le
coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu severe, ou SARS-CoV-2 [2]. Elle est
apparue pour la premiere fois en décembre 2019 a Wuhan, dans la province du Hubei,
en Chine, et s'est propagée rapidement de Wuhan a dautres régions [3]. Ses
symptémes sont la fievre, la toux, la fatigue, l'essoufflement, la pneumonie et d'autres
symptdmes respiratoires, et dans de nombreux cas une progression a mort [4]. Avec
plus d'un million de personnes et plus de 300 000 déces confirmés dans 188 pays a la
mi-mai 2020. Le SARS-CoV-2 est la troisieme épidémie de virus zoonotique du
coronavirus apres I'émergence du SARS-CoV-1 en 2002 et Coronavirus du syndrome
respiratoire du Moyen-Orient MERS-CoV en 2015 [5].

Le SARS-CoV-2 fait partie de l'ordre des Nidovirales, dans la famille des
Coronaviridae (CoV) qui est largement distribuée chez I'nomme et dautres
mammiféres Le SARS-CoV-2 est classé dans le genre Beta-CoV [4]. C'est virus a un
génome d'ARN simple brin de sens positif de 30 kb de long [6], non fragmenté [4], il
est recouvert de protéines de nucléocapside interne (N) et d'une enveloppe externe
constituee de protéines de membrane (M) et d'enveloppe (E) ainsi que de protéines (S)
protéines [6]. L'ARN viral code pour deux cadres de lecture ouverts (PRF) qui
générent, par un changement de cadre ribosomique, deux polyprotéines ppla et
pplab. Ces multiples protéines produisent la plupart des protéines du complexe de
réplication. Plusieurs protéines sont transformées par deux protéases virales a cysteine
. la protéine de type papaine (PL ") qui clive trois sites, libérant des protéines non
structurelles nspl-3 et la protéase de type 3C, également appelée protéase principale
(MP®), qui fait le clivé de 11 sites de libération de protéines non structurelles (nsp4-
16) [5].

La cible principale des vaccins et des anticorps monoclonaux actuels est la
protéine S, qui médie la liaison virale et I'entrée dans les cellules hotes Par
conséquent, l'apparition de variantes avec des mutations dans cette protéine est d'une
importance particuliere en raison de sa capacité a réduire les anticorps neutralisants
résultant d'une vaccination ou d'une infection antérieure [7]. De nouveaux types de
virus sont apparus avec de multiples mutations majeures, telles que B.1.1.7, B.1.351,
P.1 et B.1.617, qui menacent de rendre les vaccins disponibles, ou médicaments

potentiellement inefficaces [2].



A cet égard, nous soulignons la protéase principale (M), une protéine virale
majeure, comme une cible thérapeutique précieuse qui ne présente aucune mutation
dans les variantes décrites d'importance épidémiologique [2]. MP joue un role central
lors de I'apparition de l'infection et sa fonction est étroitement liée a l'initiation de la
réplication virale. L'inactivation de son activité catalytique représente une stratégie
appropriée pour le développement de médicaments anti-coronavirus, étant ainsi

reconnue comme une cible antivirale idéale [8].

Cette revue se concentre sur I'étude de la structure et de la fonction des
protéases principale (MP®) a l'aide du logiciel de visualisation moléculaire (PyMOL),
la collecte d'informations sur les inhibiteurs importants (médicaments recyclés ou
composés nouvellement fabriqués) et l'analyse de leurs structures (complexe

protéine/inhibiteur si disponible dans PDB).
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Chapitre 01

SARS- COV-2




1. Historique

Le coronavirus (CoV) infecte les humains et de nombreuses espéces animales
(mammiferes et oiseaux). Le premier type de CoV a été décrit chez I'animal. Le nom
de « coronavirus » n'a pas été initialement donné, mais est apparu plus tard dans le
premier rapport de I''CTV en 1971 : la description du CoV chez le poulet en 1937
(anciennement connu sous le nom d'IBV, virus infectieux des bronches
inflammatoires), maintenant appelé coronavirus aviaire), les porcs en 1946
(anciennement appelé TGEV, virus de la gastro-entérite transmissible, maintenant
appelé alphacoronavirus 1), et les souris en 1949 (anciennement appelé MHV, virus
de I'hépatite murine), maintenant appelé coronavirus murin).

Chez I'nomme, le premier CoV a été isolé des sécrétions respiratoires de
patients atteints d'infections respiratoires aigués en culture cellulaire dans les années
1960. Parmi les premiers isolats de coronavirus humain (HCoV), les souches 229E,
B814, OC43, OC48 et 692, dont seulement 2 (appartenant aux especes de coronavirus
humain 229E et de coronavirus humain OC43) ont été isolées en 1965 et conviennent
aux cellules adhérentes ont été cultivé et constitue seulement deux souches prototypes
de HCoV en plus de 40 ans. De 1967 a 2004, les HCoV ont été éliminé en médecine
humaine et n'ont pas été trouvés dans les laboratoires de diagnostic virologique. La
connaissance biologique de ces virus est obtenue a partir de I'étude des CoV animaux
IBV, TGEV et MHV. Il a été découvert en mars 2003 que le coronavirus associé au
syndrome respiratoire aigu severe (SARS-CoV) était l'agent pathogene qui a
provoqué la premiere pandémie infectieuse au 21e siecle, ce qui a d'abord causé une
grande surpris. L'identification de HCoV-NL63 et HCoV-HKU1 aux Pays-Bas en
2004 (NL aux Pays-Bas) et a Hong Kong (HKU a I'Université de Hong Kong) en
2005 a montré qu'ils sont omniprésents et compatibles avec HCoV-229E et HCoV-
OC43. Enfin, la propagation du coronavirus associé au syndrome respiratoire du
Moyen-Orient (MERS-CoV) est apparu en Arabie saoudite en 2012, provoquant un
syndrome respiratoire sévere, confirmant ainsi le grand potentiel de ces virus. Ce
dernier s'appelait MERS-CoV aprés avoir recu plusieurs noms car il se propage

presque exclusivement dans la péninsule arabique [9].
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Figure 1: Chronologie de 1’urgence des corona virus humains. HCoV, corona virus

humains ; MERS, syndrome respiratoire du Moyen-Orient; SARS, syndrome
respiratoire aigu severe. (https://doi.org/10.1016/j.medntd.2020.100043).

Varints

> B.1.617 a été - découvert pour la premiére fois en octobre 2020 [9]. Fin avril
2021, B.1.617 était prédominant en Inde, ou une vague dévastatrice de
COVID-19 submergeait les hopitaux. Outre I'Inde, la souche B.1.617 a été
identifiée aux Etats-Unis, au Royaume-Uni et & Singapour.

» En décembre 2020, des scientifiques du Royaume-Uni ont découvert que
parmi les milliers de mutations du SARS-CoV-2 découvertes au Royaume-
Uni et ailleurs, un coronavirus présentant un ensemble particulier de
mutations semblait devenir rapidement la lignée prédominante pour les
nouvelles infections dans certaines parties de I'Angleterre. Cette lignée est
appelée B.1.1.7 ou VOC 202012/01. Parmi plus de 700 lignées définies, il
s'agit de la premiére lignée mutante bien caractérisée, distribuée dans le
monde entier et reconnue a un stade avancé de la pandémie.

» Fin décembre 2020, des informations en provenance d'Afrique du Sud ont fait
état de la prévalence dune autre lignée, appelée 501Y.V2, 501.V2 ou
B.1.351.



» En décembre 2020, de nombreux scientifiques pensaient que le B.1.1.7 était
plus contagieux, mais il subsistait une certaine incertitude, car l'augmentation
du B.1.1.7 pouvait également étre liée a des effets fondateurs ou a des
variations des comportements humains dans les régions d’Angleterre.
Cependant, au début du mois de janvier 2021, il semblait trés probable que
B.1.1.7 et 501Y.V2 soient plus contagieux.

> En janvier 2021, on a signalé que la lignée B.1.429 avec la mutation L452R
se développait rapidement en Californie du Nord, aux Etats-Unis. De la fin
de I'année 2020 au début de I'année 2021, cette lignée est passee de 4 % des
échantillons a 25 %.

Toujours en janvier 2021, il a été constaté que la lignée P.1 avait augmenté
rapidement Manaus, au Brésil. P.1 présente 10 mutations dans la protéine Spike, dont
3 en commun avec la lignée sud-africaine 501Y.V2 (N501Y, K417N, et E484K). P.1
a ete découvert aux Etats-Unis en janvier 2021.

> En février 2021, - il a été signalé que des mutations en position 677 (Q677P,
Q677H) étaient apparues indépendamment (évolution convergente) dans le
centre-sud et le sud-ouest des Etats-Unis, ol elles représentaient 28 % (en
Louisiane) et 11 % (au Nouveau-Mexique) des génomes de SARS-CoV-2

séquencés a la fin janvier. Q677H est present dans la lignée B.1.525

2. Définition

Les coronavirus (Nidovirales, Coronaviridae, Coronavirinae), ces virus tirent
leur nom de leur halo en forme de couronne. Ce sont des virus enveloppés et
spheriques de 100 a 160 nm de diametre, contenant un génome a ARN simple brin
positif de 27 a 32 kilo paire de bases [10].

Leurs découverts au cours des années 1960, les coronavirus appartiennent a
I’ordre des Nidovirales et plus particulierement a la famille des Coronaviridae. Ces
virus sont retrouvés majoritairement chez les oiseaux et les mammiféres. Cette famille
est composée de quatre genres : Alpha-, Beta-, Gamma- et Delta-coronavirus, le
SARS-CoV-2 est un Béta Coronavirus [10].

Le coronavirus SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Corona

Virus 2, francisé en SARS-CoV-2 (Syndrome Respiratoire Aigu Sévere), initialement



2019-nCoV puis "SARS-CoV-2 isolate Wuhan-Hu-1 genome". Le SARS-CoV-2
utilise une ARN polymérase ARN dépendante pour la réplication de son génome et la
transcription de ses géenes. Ce virus est responsable de la maladie Covid-19 ("Co" :
corona, "vi" : virus, "d" : disease, "19" : 2019) [10].

Fin 2019, est apparu en Chine un nouveau Coronavirus, le SARS-CoV-2,
nommeé ainsi pour sa similitude avec le SARS-CoV, et responsable du COVID-19
[11]. L apparition de ce virus a rapidement entrainé le développement d’une épidémie
qui a explosé en pandémie en I’espace de quelques mois [12].

Depuis le début de pandémie, de nombreux essais cliniques ciblant le Covid-19

ont été initiés a travers le monde https://covid-trials.org.

3. La composition biochimique

Les coronavirus présentent un diametre compris entre 100 et 160 nm. Ce sont
des virus enveloppés qui sont caractérisés par la présence de pointes (S pour spike en
anglais) constituées de glycoprotéines hautement glycosylées, retrouvées sous forme
trimérique et enchassées dans 1’enveloppe virale. Ces pointes, disposées en forme de
couronne autour de la membrane virale ont donné leur nom aux coronavirus. L’ARN
génomique (ARNg) est encapsulé dans une nucléocapside phosphorylée de forme
hélicoidale (N). L’ensemble ARN g + N, nommé ribonucléoprotéide (RNP), est
enveloppé dans la particule virale a I’aide de glycoprotéines de membrane (M) et
d’enveloppe (E) [13].
3.1 .Structure du virus

Les coronavirus prennent la forme de virus enveloppés, plutdt sphériques et
mesurent 80 a 220 nanometres de diamétre. Le SARS-CoV-2 constitue un virus a
ARN monocaténaire non segmenté de polarité positive. Sa taille s’¢levant a pres de 30
kb, lls 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 génome humain) Ce génome est coiffé en 5’ et polyadénylé en 3°.11 comporte un
grand transcrit se traduisant en 16 protéines coupées par des protéases. Ces protéines
réalisent la structure du virus et permettent la réplication virale. Outre ce grand
transcrit, le génome comporte également quatre génes de 1’extérieur vers 1’intérieur la
glycoprotéine Spike (S), la protéine d’enveloppe (E), la protéine de matrice (M) et la

nucléocapside (N). L’enveloppe virale porte a sa surface de hautes projections
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formées de protéines de surface S associées en trimere donnant un aspect en couronne

(d’ou le préfixe latin « corona ») a la particule virale [14].

Protéine de surface S

Nucléoprotéine N
et génome ARN

nucléocapside

Protéine
de membrane M

Figure 2: structure du SARS-CoV-2 [14].

Comme montrée la figure 2 le virus du SARS -CoV-2 est un virus dit enveloppé
par une enveloppe d’origine cellulaire entourant sa structure cellulaire virale, qui
contenant son génome. Les éléments qu’ils figurent sont, protéine S (Spik) (permet
I’entrée du virus dans la cellule héte), protéine M pour membrane (sert a lui donner sa
structure), protéine E enveloppe (sert a la libération du virus hors de la cellule hote),
la protéine N nucléoprotéine (se lie a I’ARN pour former avec lui un complexe afin de
produire un nouveau virion a I’intérieur de la cellule).

La protéine S est une protéine de fusion de type I, organisée en triméres. La
partie globulaire, ou S1, permet la liaison du virus, a son récepteur cellulaire, porte les
épitopes neutralisants, et présente une grande diversité genétique, la partie « tige », ou
S2, assure la fusion des membranes virales et cellulaires lors de I’entrée du virus dans
la cellule, Figure -3-. Dans le modeéle classique, la nucléocapside (protéine N) a une
structure tubulaire a symétrie hélicoidale, fait exceptionnel chez les virus & ARN de

polarité positive. Un modeéle est propose, comportant une capside interne tubulaire a



symétrie hélicoidale et une capside externe icosaédrique, a symétrie cubique
constituée essentiellement, de la protéine M de matrice (ou de membrane). Parmi les
protéines structurales, la protéine E (anciennement appelée protéine sM pour small
membrane), a été découverte plus tardivement ; elle joue un réle important, dans la
phase d’assemblage de la particule virale, et porterait des facteurs de virulence. Ainsi,
il a été montré, que I’infection expérimentale de la souris par des SARS-CoV délétés
du gene codant la protéine E est atténuée, Enfin, les Beta coronavirus de clade A
(dont HCoV-0OC43 et HCoV-HKU1) portent une protéine de surface, qui est une
hémagglutinine-estérase (HE). Cette protéine présente une homologie de 30% avec la
protéine HEF (hémagglutinine-estérase fusion) du virus influenza C., Elle aurait été
acquise par I’ancétre commun des Coronavirinae et des Torovirinae., Elle n’est pas
nécessaire a l’entrée du virus dans la cellule, et sa persistance chez les
Betacoronavirus de clade A, serait liée a un avantage sélectif de D’infection,
invivoparces virus qui utilisent, des acides sialiques modifiés, comme récepteurs.
Ainsi, son activité acétyle estérase améliore le repartage des particules virales a partir
des cellules infectées, favorisant ainsi la diffusion de 1’infection [15].

S1 Ep S2

NH,-| Sp RBD HR1 HR2 ™

| -COOH

Figure 3 : Schéma général de la protéine S.

3.2. Organisation génomique

Le génome des coronavirus est de grande taille, environ 30 kb. Il s’agit d’une
molécule d’ARN monocaténaire linéaire non segmentée, de polarité positive. Le
génome comprend deux régions non codantes en 5’ et en 3°. La partie codante est
divisée en plusieurs sections. Les deux premiers tiers du génome sont constitués de
deux grandes régions chevauchantes, (open Reading frame ORFla et ORF1b), codant
le complexe de réplication-transcription, dont le géne RNA-dépendent RNA
Polymérase (RdRp) qui code I’ARN polymérase ARN-dépendante. Le dernier tiers du
génome code les protéines de structure (S, E, M, N) et des protéines non structurales

variables selon les especes de coronavirus (Figure 4) [15].
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Figure 4 : Organisation génomique du SARS-CoV-2.0RF : open reading frame ;
RdRp: géne codant I’ARN polymérase ARN-dépendante ; S, E, M, N : génes codant
les protéines de structure S [surface], E [enveloppe], M [membrane], N

[nucléoprotéine] [15].

Les coronavirus présentent une grande diversité génétique liée a la plasticité de
leur génome. Ainsi, au cours de leur évolution, ils ont pu acquérir un certain nombre
de geénes codant des protéines leur permettant d’enrichir leur potentiel d’adaptation.
Cette diversité génétique est liée a plusieurs facteurs : apparition et sélection de
mutations lors de la réplication du génome ARN, insertions ou delétions ayant pour
conséquence une modification des régions codantes, recombinaisons facilitées par la
nature discontinue de la transcription du génome, présence de quasi-espéces. La
région du génome qui subit la plus forte sélection est le gene codant la protéine de
surface S qui s’attache au récepteur de la cellule hote et qui est I’épitope des

anticorps neutralisants [16] [17].

3.3 La protéase principale (M) du SARS-CoV-2

Egalement appelée la protéase principale 3-C like protéase (3CLpro), est une
protéase a cystéine homodimérique et sa séquence est identique a 96% a celle du
SARS-CoV MP° Est constituée de deux chaines polypeptidiques de 306 acides

aminés et possede 3 domaines.

3.4. Cycle de replication

Le virus se lie dans les cellules du I’hote a un récepteur de surface cellulaire
(ACE2) (ACEZ2 pour le SARS-CoV et le SARS-CoV-2; DPP4 pour le MERS-CoV),
et la fusion entre virion et la membrane cellulaire se produit a la surface cellulaire ou

a ’intérieur des endosomes, selon le virus. La fusion est déclenchée par un faible pH,
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conduisant a la libération de la nucléocapside dans le cytoplasme. Le génome viral est
traduit pour produire des protéines la et lab (cette derniere par recodage ribosomal
traduction ou ribosomal frame shift [18].

3CLpro et PL P ont clivées Ces polyprotéines (ppla et pplab) en 16 protéines
effectrices non structurales (les nsp), ce qui leur permet de former le complexe de
réplication avec la polymérase d’ARN dépendante de I’ARN (Rdrp), qui synthétise un
modele de brin négatif d’ARN pleine longueur [24]. Protéines qui remodelent les
membranes cellulaires pour former des structures qui servent de sites pour la synthése
d'ARN viral, des enzymes qui catalysent plusieurs étapes de la synthése des structures
de coiffe terminale de I'ARNmMS5 et des exonucléases impliquées dans la relecture lors
de la réplication du génome. D'autres protéines virales sont codées par un ensemble
d’ARNmM emboités qui partagent une séquence leader commune (5'UTR) a I'extréemité
5'. La synthése d'ARN en vrac se produit pendant le processus de synthése d'ARN a
brin négatif. La plupart des brins positifs ne sont pas répliqués, probablement parce
qu'ils se relacheront lorsque la polymérase aura fini de synthétiser en 5’'UTR. L'ARN
négatif résultant a une séquence UTR de 3 ul a la fin, qui est ensuite répliquée pour
former un micro-ARNm [18].

Ces micros ARNms sont traduits pour former les protéines structurelles et non
structurelles. Les protéines M, S et E attachées a la membrane sont insérées dans la
cavité du réticulum endoplasmique, puis se dirigent vers le site d'assemblage du virus,
le compartiment intermédiaire réticulum endoplasmique-Golgi (ERGIC). Produire de
I'ARN a brin négatif de pleine longueur, qui sert de modele pour la synthése d'’ARN a
brin positif de pleine longueur, puis est enveloppé par la protéine N. Le noyau germe
dans ERGIC, et la membrane contenant les protéines S et E et M est obtenue. Lorsque
la vésicule porteuse fusionne avec la membrane plasmique, les particules virales sont
transportées vers la membrane plasmique sous forme de vésicules a paroi lisse et sont
libérées de la cellule par exocytose [23]. Enfin, les particules matures du virus SARS-
CoV-2 sont excrétées du corps et libérées de la cellule hdte dans I'environnement

pour répéter le cycle d'infection [19].

3.4.1 Attachement: La protéine de surface S interagit avec le récepteur de surface
membranaire ACE2 [21]. ACE2 est I’enzyme de conversion de 1’Angiotensine 2,
dont la fonction principale est de diminuer la concentration plasmatique en

angiotensine, provoquant ainsi une vasoconstriction et la régulation de la pression
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sanguine [22]. Ce récepteur est commun a plusieurs souches de coronavirus, dont
SARS-CoV, SARS-COV-2 et NL63 [23]. Cependant, la protéine S du SARS-CoV-2
présenterait une meilleure affinité pour ACE2 [24].

3.4.2 Entrée : Alors qu’initialement, une entrée du SARS-CoV dans les cellules avait
été décrite comme dépendante d’un mécanisme de fusion entre I’enveloppe virale et la
membrane plasmique de la cellule cible, des études plus récentes ont montré [25], que
cette étape faisait intervenir des mécanismes d’endocytose [26]. Une interaction de la
protéine virale S avec la protéase transmembranaire a sérine 2 (TMPRSS2)
permettrait son clivage, de maniére dépendante du pH [27]. Exposant ainsi le peptide
fusogeéne de la protéine S et la fusion entre I’enveloppe virale et la membrane des
vésicules d’endocytose [28]. Un mécanisme d’entrée semblable serait utilisé par les
SARS-CoV-2 pour entrer dans les cellules epithéliales [29]. La fusion des membranes
permet la libération du matériel viral dans le cytosol de la cellule infectée.

3.4.3 Expression de la réplicase virale: L’ARN génomique viral est polyadénylé en
3’, permettant donc sa traduction directe en protéines par les ribosomes cellulaires.
Les cadres ouverts de lecture permettent la traduction de cet ARN en plusieurs
protéines non-structurales sous formes de polypeptides qui sont par la suite auto-
clivés par leur activité protéolytique et réassemblés en un complexe protéique
réplicase-transcriptase ARN-dépendant [30].

3.4.4 Réplication génomique, transcription et traduction.: Les ARN
subgénomiques sont alors produits par transcription et traduits en protéines
structurales (N, M, E et S) ou en protéines non-structurales et protéines accessoires ce
qui permet 1’assemblage de nouveaux virions au niveau d’un compartiment
vésiculaire intermédiaire entre le réticulum endoplasmique et I’appareil de Golgi
(ERGIC) A ce niveau, la furine, protéase cellulaire permettrait [31] la maturation de
la protéine virale S [32] .

3.4.5 Sortie: La fusion des vésicules contenant les particules virales et de la
membrane plasmique cellulaire permet le relargage par exocytose des virions dans le

milieu extracellulaire [32].

13



Plasma convalescent
Anticorps bloquants
Losartan

Camostat mesylate
Nafamostat

Protéase TMPRSS2

Exocytose

Cytoplasme

Endocytose Protéase Furin

Fusion

+«—1 Umifénovir

S5 2
s g S ARN+| Hydroxychloroquine Assemblage/
bourgeonnement
-, -
Qi hiaia ARN =
% = S 4
St I Lopinaviy Remdesivir Triazavirin gruoninue 2008 N
Q Ritonavir Favipiravir  Sofobuvir P s
Darunavir Ribavirin  Galidesivir S =
Polypeptide Danoprevir Clevudine  Azvudine /
Activité protéase z M

P
= E
og? =
B ARN+
y e i e ‘ g 30®
Autoclivage/réassemblage Réplication (ARNg) AN subgénomiques T . e®

Transcription (ARNsg) Traduction

Réplication ARN-

Figure 5:Cycle de réplication virale dans les cellules eucaryotes. Le virus se lie a un
récepteur a la surface des cellules (ACE2 pour le SARS-CoV et le SARS-CoV-2;
DPP4 pour le MERS-CoV et le SARS-CoV 2) [24].

4 .Mode de transmission

Dans cette section, nous décrivons les types de transmission possibles du virus
SARS-CoV-2 par contact direct, indirect ou étroit avec une personne infectée par le
biais de sécrétions enflammeées, telles que les sécrétions respiratoires, la salive ou les
gouttelettes respiratoires [33] ainsi que les facteurs environnementaux qui favorisent

et influencent la transmission du virus [34].
Transmission par gouttelettes

Lorsque la personne moyenne est en contact direct, c'est-a-dire moins que
beaucoup avec une personne infectée, dans le cas de la parole ou du chant. Ici, des
infections respiratoires se produisent, ce qui signifie que des gouttelettes respiratoires
porteuses du virus atteignent le nez ou les yeux d'une personne saine, et s'expose ainsi
a l'infection .Et la transmission devient indirecte si j'ai un objet ou une surface
infectée (figure 6) [33].
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Figure 6 : Schématisation des différents modes de transmission du SARS-CoV-2
[35].

Transmission aérienne

Ce virus peut étre transmis par des aérosols dans l'air. Les aérosols sont de fines

gouttelettes qui restent dans l'air, surtout a I'intérieur [33].
Infectés Transmission par des surfaces

En général, les coronavirus ne survivent pas longtemps sur les objets, de
quelques heures a quelques jours, cela dépend notamment du type de surface et de la
température et de I'numidité environnante. Certaines variantes semblent se transmettre
plus facilement que d'autres. Les personnes vaccinées peuvent également transmettre
I'infection si elles sont infectées par certaines variantes telles que la variante Delta ou

la variante Omicron [33].
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5. Diagnostic de I'infection par le SARS-CoV-2

Le diagnostic d'infection a SARS-CoV-2 se manifeste sur un ensemble de
vicieux biologiques et radiologiques, afin de faire face a I'émergence avec
I'smergence du virus SARS-CoV-2 qui provoque I'épidémie mondiale COVID, un
grand nombre de tests diagnostiques ont été développé et mis a jour et diffusé sur le
marché en peu de temps, ou il est nécessaire de vérifier I'exactitude des méthodes qui
ont été testées pour le panel d'échantillons [36] Certains tests de diagnostic sont
représentés dans la sélection de la RT-PCR réaction de polymérase qui contribue a la
découverte de l'antigene CoV-2 dans I'étape de refus [37].

5.1. Testée moléculaire par RT-PCR (Reverse Transcription

Polymerase Chain Reaction)

C'est une technique de diagnostic qui détecte le génome viral dans des
échantillons biologiques, ce qui est utile dans la phase aigué de la propagation de
I'infection virale, afin que la réplication du virus devienne active et efficace, car un
faible niveau d'anticorps est associé a une diminution de I'efficacité. Elle est réalisée
sur des prélevements naso-phryngés, oro-pharynges ou des prélévements des voies
respiratoires basses (le lavage broncho-alvéolaire, les aspirations endo-trachéales).
Les échantillons sont prélevés par le personnel et les formateurs équipés d'un
équipement spécial. Les échantillons sont prélevés trois jours aprés le début de
symptdmes, tout en respectant les mesures préventives .Apres le prélevement, les
échantillons peuvent étre mis au réfrigérateur a une température de 4 Celsius afin qu'il
reste un maximum de 3 jours pour chaque personne, aprés quoi ils sont traités et

analyses [37].

Dans sa mise en ceuvre, la détection du génome viral (ARN) dans les voies
respiratoires supérieures dépend en laboratoire du "protocole de Berlin" mis au point
par le professeur Christian Drosten .Ce test cible a la fois le géne E et le gene RdRq
du SARS-CoV-2 (Figure 7) [38].
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Figure 7 : Résultat RT-gPCR sur le gene E du SARS-CoV-2: (A), test positif (Ct =
20) ; (B), test négatif (absence de fluorescence) [38].

5.2. Teste sérologique avec teste rapide

Il s'agit de tests de type bandelettes immun chromatographiques qui ne
nécessitent aucun équipement développé et permettent une détection rapide de
I'antigéne SARS-CoV-2 a partir d'un échantillon prélevé dans le nasopharynx, en
utilisant des anticorps monoclonaux spécifiques des antigenes viraux (protéines N et
S) visibles a l'eeil nu, par particules Les tests morphologiques rapides de dépistage qui
utilisent une alternative a la RT-PCR sont utiles dans les décisions cliniques et de

quarantaine [37].

Ce diagnostic repose sur la détection qualitative des IgM ou IgG dans le sang
total ou le sang ou le plasma humain dans un délai allant de 10 a 15 minutes, ou les
premiers symptomes sont avec l'apparition de M (IgM) plus que les IgG tardives

(1gG) [39]. Le systtme immunitaire produit de l'immunoglobine pour fournir une
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protection contre le SARS-CoV-2, ce qui explique la possibilité de détection des
antigenes. Dans le cas de l'infection par le SARS-CoV-2, le profil de séroconversion
apparait plus variable, I'apparition des IgM peut précéder celle des 1gG, mais parfois
étre simultanée, voire postérieure, généralement les anticorps apparaissent a partir du
cinguiéme jour apres le début des symptémes (spécifiquement pour les IgM environ 7
jours et 21 jours pour les IgG) Aprés 28 jours, les IgM sont présentes chez la majorité
des patients Chez un petit nombre de patients infectes par le SARS-CoV-2. De plus,
tous les patients infectés ne développent pas d'anticorps, et une grande partie des
patients infectés par le SARS-CoV-2 voient leur taux d'anticorps disparaitre avec le
temps. Cela rend difficile l'interprétation d'une sérologie négative, car aucune
infection précoce, infection antérieure ou protection contre le SARS-CoV-2 ne peut
étre éliminée. Quant a la nature protectrice des anticorps SARS-CoV-2, elle fait
encore débat [37].

Une réponse immunitaire spécifique a été détectée chez les patients et les
convalescents et en I'absence de traitement antiviral efficace, I'élimination du virus de
I'organisme ne peut étre liée qu'au systeme immunitaire de I'n6te et a ses fonctions. Il
existe deux grandes classes de tests sérologiques : les tests automatisés tels que le
dosage immuno-enzymatique (ELISA) ou le dosage immunologique par
chimioluminescence (CLIA), qui sont réalisés a partir d'une prise de sang et qui
nécessitent un plateau technique approprié pour l'analyse des échantillons. Les tests
unitaires dits rapides se font a l'aide d'une goutte de sang prélevée du bout du doigt et

le résultat s'affiche directement en quelques minutes [37].

5.3. Diagnostic radiologique

Face aux difficultés d'effectuer un grand nombre de tests de réaction en chaine
par polymérase ( PCR) et d'obtenir des résultats rapidement, le scanner thoracique
sans injection s'est avéré étre une alternative fiable au diagnostic du Covid-19 [40], et
constitue la premiere ligne d'examen d'imagerie pulmonaire chez les patients
présentant des signes d'altération de la tolérance respiratoire (essoufflement ou
saturation) [41].Dans les cas graves avec suspicion d'obstruction, un scanner

pulmonaire doit étre réalisé avec l'injection d'un produit de contraste [37].
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La tomodensitométrie joue un réle central dans le diagnostic et I'évaluation de
I'atteinte pulmonaire dans le COVID-19. A I'heure actuelle, les protocoles Computed

Tomography (CT) sont utilisés pour estimer les Iésions pulmonaires [42].

La malformation du tissu pulmonaire observée dans les formes sévéres de
COVID-19 est une atteinte alveolaire diffuse avec thrombose des petits vaisseaux
sanguins. Ce qui se traduit en imagerie thoracique par une infiltration vitréenne

multifocale de type sol a prédominance périphérique (Figure 8) [43].

Figure 8: Atteintes caractéristiques de la pneumonie COVID-19. Fléches noires :
opacités en verre dépoli de localisation sous pleurale. Astérisque: condensation
pulmonaire moins caractéristique. A, C et D : pattern typique de pneumonie COVID-
19 avec uniquement du verre dépoli périphérique. B : association de lésions
condensates et de verre depoli périphérique [43].

6. Classification et taxonomie

La dénomination des virus est en fait un systeme formel de noms utilisé pour
nommer les virus et les taxons. L'existence de noms pour presque tous les virus est
due a la reconnaissance historique que les virus sont les agents pathogénes de
certaines maladies. L'objectif de I'Organisation mondiale de la santé, une Agence des
Nations Unies, est de contrbler, contenir et enquéter sur les maladies infectieuses, y
compris les épidémies virales. 1l est responsable de nommer les maladies [44].

Les virus corona (CoV) sont originaires d'une variété de différents types

d'animaux principalement représentés par les chauves-souris, les vaches, les
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chameaux et les souris, en plus de la prévalence élevée et de la large distribution des
COV et en raison du niveau élevé de diversité génétique et des recommandations
répétees selon lesquelles ces virus représentent un danger effrayant pour la santé
humaine, trois coronavirus hautement pathogénes d'origine zoonotique, le SARS-
CoV, le coronavirus du syndrome respiratoire du Moyen-Orient (MERS-CoV) et le
SARS-CoV-2, qui provoquent des maladies respiratoires mortelles, ont été signalés
chez I'hnomme au 21° siécle. Selon le comité international sur la taxonomie des virus
(ICTV), le SARS-CoV-2 est classe comme suit:

Les virus corona appartiennent au monde Riboviria, royaume Orthornavirae,
phylum Pisuviricota, classe Pisoniviricetes, ordre Nidovirales, sous-ordre
Cornidovirineae, famille Coronaviridae, famille Orthocoronavirinae, genre
Betacoronvirus, sous-genre Sarbecovirus, espéces de SRAS-CoV-2. La classification
actuelle des virus corona contient de nombreuses especes dans le monde Riboviria,
royaume Orthornavirae, Phylum Pisuviricota, ordre Nidovirales, et dépendantsm,
Cornidovirineae, appartenant a la famille des Coronaviridae, et deux sous-familles
d'Orthocoronavirinae divisées en quatre genres : virus corona, virus bétacoron et
deltacoronavirus. Chez I'nomme, la maladie est causée par sept types connus de CoV.
Le coronavirus humain OC43 (HCoV-0C43), le coronavirus humain HKU1 (HCoV-
HKU1), le SARS-CoV-2, le SARS-CoV et le MERS-CoV sont des Betacoronavirus.
D'autres genres qui peuvent provoquer des maladies chez I'nomme comprennent
I'alpha-coronavirus humain NL63 (HCoV-NL63) et le coronavirus humain (HCoV-
229E) (figure 9) [45].

Nidovirales

Order
Famly Enmnalvlﬂdae

|
Subfamily Orthacoranavirinae Tur:ll.‘lrlnae

]

I . — T [ |
Genus Alphacoronaviruses (Alpha-Col) Betacoronavirus (Bata-Cov) Gammacoronavinus Deftacoronavius
]

Subgenus  Sefracovinus  Duvinacowres  Embecovings  Sarbecovirus Merbecovinus  Nobecovirus

Specles  HCowMLG3 Heow-220F  HOOVAOCA3 SARS-Cov:d  MERS-LoV
HCoV-HEUD  Covid-19
SARS-CoV
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Figure 9: Classification des coronavirus dans le domaine Riboviria, royaume
Orthomavirae, phylum Pisuviricota, ordre Nidovirales, sous-ordre Coronaviridae, et
deux sous-familles Orthoconavirinae, est divisée en quatre genres : Aphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gamacoronavirus et Detecoronavirus. Coronavirus humain OC43
(HCOV-0C43), humain Le coronavirus HKU1 (HCoV-HKUL1), le SARS-CoV-2, le
coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévere (SARS-CoV) et le coronavirus
respiratoire du Moyen-Orient (MERS-CoV) sont des bétacoronavirus. Le NL63
humain (HCoV-NL63) et le coronavirus humain (HCoV-229E) sont des

Alphacoronavirus [45].

6 .1.Mutation SARS-CoV-2

Bien que la plupart des mutations du génome du SARS-CoV-2 soient
susceptibles d'étre délétéres, rapidement éliminées ou relativement neutres, une petite
proportion peut affecter les caractéristiques fonctionnelles et potentiellement altérer
I'infection et la maladie ainsi que les interactions avec I'immunité de I'h6te, I'évolution
du SARS-CoV-2 est caracterisée par I'émergence de groupes de mutations, liées a des
"changements préoccupants™ qui affectent a leur tour les caractéristiques du virus,

notamment la transmissibilité, l'antigénicité [46].

Le SARS-CoV-2 est un virus a ARN simple brin dirigé positivement, de sorte
gu'un virus avec un génome peu stable est plus sensible a I'accumulation de mutations

.Le groupe SARS-CoV-2 se compose de deux ensembles de protéines :

Protéines structurales (SP) et protéines non structurales (NSP), les SP possédent 4

genes :
¢ Including E(envelop)
e M (Membrane)
e S(Spike)
e N (Nucléocapside)

Les NSP sont principalement des protéines fonctionnelles ou des enzymes qui
jouent un réle dans la réplication du virus et agissent pour stimuler la réponse de

I'néte a I'infection. Ces génes sont codés dans plusieurs groupes, comme suit :

e ORFI1b(NSP12_16)
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e ORFI1a(NSP1_11)
e ORF3a, ORF6, ORF7, ORF8, ORF10 [47].

La réplication viral provoque des mutations dans le genome (en particulier les
virus ayant ARN tels que le SARS-CoV-2), ou la diminution relative de la mutation
évolutive du SARS-CoV-2 est considérée comme due & I'exo ribonucléase correctrice
d'erreurs et est estimée a 1 x 107 substitutions de nucléotides par site et par année
[48].

Ces mutations se répartissent en 7 catégories, dont :
D614G(ASP614GLY)

La prévalence de la mutation D614G a augmenté fin février 2020, dépassant
ainsi tous les virus ancestraux et a atteint un niveau mondial de prévalence
approximative de 100%. Les clones de virus contenant D614G étaient également

associés a une transmission accrue entre hamsters.

Des études de microscopie électronique ont montré que la mutation D614G
perturbe un ou plusieurs contacts environnementaux, et il a également été rapporté
que Domaine Carboxy-Terminal S1 (CTD) et le domaine S2 peuvent augmenter la
réplication du SARS-CoV-2 par un mécanisme similaire. D614G est également
responsable de l'augmentation du nombre de protéine Spike par virion, et du taux de
clivage S1/S2 [49].

N501Y(ASN501TYR)

La mutation N501Y est présente dans les CoV Alpha, Beta et Gamma. Cette
mutation augmente l'affinité pour 'ACE2 et augmente également la réplication du
virus dans les cellules des voies respiratoires supérieures humaines ainsi que dans les
voies respiratoires supérieures des hamsters, Il n'affecte pas la liaison et la

neutralisation de la plupart des anticorps monoclonaux (mAbs) [49].
E484K(GLU484LYS)

La mutation E484K est présente dans les VOC Beta et Gamma, et dans les VOI
Eta (B.1.525), lota (B.1.526), Theta (P.3), et Zeta (P.2). Il est identifié par une

incidence élevée de poly anticorps et se développe chez les personnes infectées par le
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SARS-CoV-2. Il a également été signalé dans de nombreuses sous-lignées de taxons
et E448Q(GLU448GLN) a été signalé dans le Kappa VOI (B.617.1).

Autre mutation de RBD (Receptor Binding Domain):
L452R (LEU452ARG)

La mutation L452R est présente dans le Delta VOC, ainsi que dans les VOI
Kappa (B.1.617.1) et Epsilon (B.1.427/9). Il réduit la sensibilité a plusieurs mAb de
classe 2 RBM [49].

6 .2. Variantes

Au cours des derniers mois, des variantes du SARS-CoV-2 avec de nouvelles
protéines sont apparues car elles influencent les aspects épidémiologiques et cliniques
de la pandémie de COVID-19. L'identification de quatre lignées virales en expansion
rapide depuis décembre 2020, désignées variantes préoccupantes, a inauguré une
nouvelle étape de la pandémie. Les quatre variantes préoccupantes: Alpha, béta,
Gamma et Delta [49].

Variante Alpha(B.1.1.7)

La ou les mutations du variant alpha constituent la mutation N501Y, P681H de
RBD et des deletions au niveau de NTD aux sites 69-70 et 144, le variant alpha
contient également de nombreuses mutations qui ne touchent pas la protéine Spike y
compris nsp6: A106-108 et les mutations de la nucléocapside D3L, R203K et G204R,

qui peuvent augmenter la transmission en antagonisant de I'immunité innée [49].
Variante Beta (B.1.351)

La variante béta contient 3 mutations au niveau du RBD a savoir (N501Y,
E484K et K417N) cing mutations au niveau du NTD [49].

Variante Gamma (p.1)

Il contient des mutations au niveau du RBD (N501Y, E484K, K417T) et
contient également cinq mutations au niveau du NTD, dont il a été démontré que la
mutation L18F interfére avec la liaison des anticorps neutralisants ciblant le NTD
[49].
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Variant Delta:

La variante delta a une transmissibilité d'environ 60 % de la variante alpha [50].
Certains rapports ont montré que les membres des souches B.1.617 présentent une
sensibilité réduite a certains anticorps monoclonaux par rapport a la variante alpha et

contiennent également la mutation RDB-T478K [51].
Variant Omicron

Il a été signalé pour la premiére fois le 24 novembre 2021 par I'Organisation
mondiale santé, il a été classé comme variante sous surveillance (UVM), et
seulement deux jours plus tard, il a été classé comme COV, certaines études ont
indiqué qu'il est possible que la variante Omicron soit plus contagieux que les variants
Alpha et Beta. Le séquencage génétique du variant Omicron a révélé la présence d'un
grand nombre de mutations non synonymes, parmi lesquelles des mutations se sont
averées étre impliquées dans la transmissibilité et la gravité de la maladie [52]. I
compte plus de 50 mutations, dont beaucoup sont connues pour affecter la

transmissibilité ou provoquer une évasion immunitaire [53].

Plus de 60 substitutions/insertions/délétions ont été identifiées dans la variante
Omicron. Cela lui a valu le plus grand nombre de sites de mutation pour toutes les
variantes du SARS-COV-2. La variante Omicron contient 6 mutations (K856R,
L20481, A2710T, T3255I, P3395H, 13758V) et deux délétions (acide aminé 2083 et
acide aminé 3764-376) et cela se trouve dans ORF1la. La variante a deux substitutions
(P314L et 115667V). En ce qui concerne les protéines structurelles, il y a une
substitution (T9I) dans I’enveloppe (E) et trois substitutions (Q19E, D3G, A63T) dans
la membrane (M) [52].

7. Thérapeutiques

7.1. Influence potentielle sur la vaccination

La stratégie adoptée aujourd'hui dans le monde pour réduire la propagation de
I'épidémie est I'adoption vaccination d'un vaccin a large base selon I'Organisation
mondiale de la santé, la consiste a immuniser une personne contre les maladies
infectieuses. Les vaccins stimulent le systéme immunitaire et empéchent une personne
d'étre infectée. Un vaccin est une préparation qui, lorsquelle est administrée a un

individu, stimule I'immunité contre la maladie en stimulant le systéme immunitaire de
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I'individu [54]. La vaccination préviendra les formes graves d'infection par le SARS-
CoV-2 mais empéchera également la propagation du virus en acquérant une immunité

collective [55].

Plusieurs études indiquent que les réponses des lymphocytes T CD4+ et CD8+
jouent un réle important dans la résolution de l'infection par le SARS-CoV-2, ainsi
que dans la protection, en particulier dans les modeles animaux. Contrairement a la
réponse des anticorps, la réponse des lymphocytes T est beaucoup plus importante et
est dirigée contre un grand nombre de protéines virales. Une étude récente a démontré
un large schéma immunitaire de la réponse T, avec 8 a 9 antigénes nécessaires pour
couvrir 80 % de la réponse. Cela signifie quafin de surveiller I'effet sur la réponse
globale des lymphocytes T contre le SARS- CoV-2, des modifications importantes et

diverses du génome viral seront nécessaires [56].

En l'absence d'un lien protecteur actuellement, on émet I'nypothese que les
réponses immunitaires devraient inclure des agents protecteurs vaccinaux, comme le
recommande I'Organisation mondiale de la santé, un contrdle dirigé contre la protéine
Spike (ou contre RBD) associé aux réponses cellulaires Thl, mais pas Th2. De plus,
les vaccins doivent utiliser une formulation capable de stimuler rapidement des
niveaux élevés d'’AcN avec le rapport AcN/Ac total le plus élevé possible afin de
réduire le risque d'exacerbation de la maladie. Il serait préférable d'éviter les adjuvants

qui stimulent les réponses de type Th2.

Grace aux connaissances acquises lors du développement de vaccins contre le
SARS-CoV et MERS, les chercheurs ont pu commencer a développer des vaccins
candidats contre SARS-CoV-2 quelques semaines apres le début de I'épidémie. Le
choix des antigénes cible et du type de plateforme vaccinale repose sur des études
préliminaires de vaccins dirigés contre ces deux types de coronavirus. La protéine de
surface Spike (S) contenant le domaine de liaison au récepteur (RBD) est un bon
antigene vaccinal car elle stimule les anticorps neutralisants qui empéchent le virus de
se lier aux cellules hétes et I'infection in vitro. Bien qu'ils n'aient pas été testés contre
le SARS et le MERS, les vaccins a base d’ARNm sont potentiellement de haute
technologie [57].
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7.2. Différent types vaccins

7.2.1. Vaccins a ARNm

De nouvelles avancées dans I'exploitation de I'ARNm pour l'administration de
vaccins ont le potentiel d'améliorer considérablement le développement de vaccins
pour de nombreux agents pathogenes. Dans ces vaccins, des nanoparticules sont
utilisées pour protéger I'ARNmM codant pour la protéine S stabilisée par préfusion en
cours de route a l'espace intracellulaire. L'hote utilise I'ARNm pour créer un profil de
protéine cible (protéine S dans ce cas), ce qui conduit a une réponse immunitaire

équilibrée et cohérente [58].

Il existe deux principaux types de vaccins contre le SARS-CoV-2 & base de
MRNA :

e Vaccins ARNm BNT162b (BioNTech-Pfizer)

Le vaccin BioNTech-Pfizer est un vaccin développé par la société allemande
BioNTech avec le géant américain Pfizer [59]. Approuvé le 31 décembre 2020 [54].
Il s’agit d’un vaccin candidat a ARN nucléoside (ARNm) encapsulé dans des
nanoparticules lipidiques qui codent pour chaque protéine S [59]. Pour qu'une
personne soit considérée comme totalement immunisée, elle doit avoir été vaccinée

pendant au moins quatorze jours [54].
e Vaccin ARNm-1273 (NIAID-Moderna)

Ce vaccin a été développé par le laboratoire Moderna Pharmaceuticals de
Cambridge [59].Approuvé le 6 janvier 2021 [54] , 1l s’agit d’un vaccin 8 ARNm
encapsulé dans une nanoparticule lipidique stable qui code pour la protéine S .une fois
que le vaccin a ARNm-1273 pénetre dans les cellules hétes , la traduction et la

production de protéines commencent a stimuler la réponse immunitaire [59].

Pfizer-BioNTech et Moderna sont des vaccins a base d’/ARNm qui montrent une
efficacité de plus de 90 % contre le SARS-CoV-2 dans les essais cliniques. Cette
efficacité élevée du vaccin est associée a un trés petit nombre d'‘événements
indésirables, bien que les interactions locales et systémiques avec le vaccin soient
courantes. Cela présente plusieurs avantages, notamment la rapidité de fabrication du
vaccin (semaines) et la capacité a générer une réponse Thl et Th2 [58].
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Un probléme de santé publique concerne les mutations de la protéine SARS-
CoV-2 dans les souches B.1.351 (E484K et K417N) et P.1 (E484K et K417T) avec
échappement potentiel aux anticorps de SARS-CoV-2. La possibilité d'échappement
immunitaire a été étudiée en évaluant la capacité de neutralisation du sérum ou du
plasma d'individus ayant déja été infectés par B.1.351 et p.1, et des sérums d'individus
ayant recu des vaccins a ARNm COVID-19 contre B.1.351 et P.1. En général,
I'activité de neutralisation semble étre similaire aux virus natifs non mutagénes et
B.1.1.7, réduite pour B 1.351 et intermédiaire pour P.1. L'efficacité de deux doses de
vaccin @ ARNm BNT162b2 a été estimée a 75 % contre toutes les doses cliniques
d'infections B.1.351 et a 97 % contre les maladies graves, critiques ou mortelles au
Qatar [61].

Il a été récemment rapporté que la variante Omicron présente une résistance
sévere aux anticorps neutralisants (nAbs) chez les receveurs sains de a deux doses de
vaccins ARNm-1273 ou BNT162b2 ainsi que chez les patients COVID-19.
Cependant, les individus en bonne santé qui ont recu une troisieme dose de rappel
d’ARNm montrent une protection significativement plus forte contre la variable
omicron et sont comparables a leur protection contre d'autres variantes préoccupantes
du SARS-CoV-2 (COVs).Ces résultats indiquent que I'amélioration de la vaccination
améliore non seulement les niveaux de nAb, mais élargit également la réponse des

nAb contre ces COV, y compris la variante Omicron [62].

7.2.2. Vaccins a base d’adénovirus

Une autre facon de transférer du matériel génétique du coronavirus dans des
cellules humaines pour produire des protéines du SARS-CoV-2 consiste a utiliser un
vecteur viral. 1l s'agit d'un virus modifié et inoffensif concu pour transmettre des
informations génétiques. Le vecteur viral utilisé n'est pas celui qui cause le COVID-
19 mais un adénovirus, un virus responsable de certains rhumes chez I'homme ou le
chimpanzé. Une fois injecté dans I'organisme, I'adénovirus va temporairement infecter
les cellules et leur permettre de produire une protéine spécifique du coronavirus (la
protéine de pointe des vaccins toujours en développement). Cette protéine ne rend pas
malade mais est reconnue par le systeme immunitaire qui va alors développer des

défenses immunitaires contre elle [63].
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Quatre vaccins a adénovirus sont homologués pour une utilisation générale ou

d'urgence :
e Vaccin ChAdOx1/ AZD1222 (Oxford University-AstraZeneca)

Le vaccin Astra Zeneca est produit par Astra Zeneca, un groupe de Société
pharmaceutique suédo-britannique en partenariat avec 1’université d’Oxford [59].
Agréé en février 2021 [64]. Un vaccin expérimental dirigé contre I'adénovirus du
chimpanzé qui code la protéine Spike pour le SARS-CoV-2 [65]. Une fois le vaccin
injecté, le virus vecteur du chimpanzé pénétre dans la cellule héte et la stimule a
fabriquer la protéine S. Par la suite 1’organisme hote reconnait la protéine S comme

étrangére et produit des anticorps pour neutraliser le virus [59].
e Vaccin Janssen Ad26.COV2. S(Johnson &Johnson)

Un vaccin a vecteur viral non récurrent développé par la société pharmaceutique
américaine Johnson & Johnson [59]. Approuvé en avril 2021 [64], et est un
adénovirus humain recombinant du vecteur de type 26 codant pour la protéine Spike
SARS-CoV-2 [65], ne contient aucun additif, conservaturs, ou matiéres d'origine

animale [59].

e Vaccin Sputnik V (Gam-COVID-VAC)

Il a été développé par le centre national de recherche russe pour 1’épidémiologie
et la microbiologie esthétique conformément aux bonnes pratiques de fabrication, et
est basé sur cobinaison de deux adénovirus: rAd type 26 (rAd26) et rAd type 5 (rAd5)
[59], tous deux recombinants pour le géne intact de la glycoprotéine S de SARS-
CoV-2 (rAd26S and rAd5S), qui ont montré en phase 1/2 un profil satisfaisant de

sécurité et une forte immunogeénicité [66].
e Vaccin a vecteur d’adénovirus produit par CanSino Biologics of China [63].

7 .2.3.Vaccin sous-unitaire
e Candidat vaccin Novavax (NVX-CoV2373) Novavax

Le vaccin Novaxovid contre la COVID-19 est le premier vaccin sous-unitaire
recombinant contre la COVID-19 au Canada. Le 17 feévrier 2022 [67]. Le vaccin
Novaxofide se compose de : Nanoparticules de protéine SARS-CoV-2 purifiées et

entierement recombinantes, Co-administrées avec I'adjuvant Matrix-M. Ce dernier est
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un nouvel adjuvant a base de saponines pour renforcer la réponse immunitaire et
faciliter l'activation de niveaux euphorisants danticorps neutralisants, ce qui

augmente I'amplitude de la réponse immunitaire spécifique a la protéine S [67] [68].

Ce vaccin induit des anticorps de liaison et de neutralisation contre la protéine S
du SARS-CoV-2. Cette Les participants plus agés avaient des titres d'anticorps de
liaison et de neutralisation légerement inférieurs (65 ans et plus) par rapport aux
participants plus jeunes (18 a 64 ans) apres 2 doses, et Similaire dans les essais
cliniques 2019nCoV-301 et 2019nCoV-302. Anticorps de liaison et La neutralisation
est induite par une dose de vaccin et stimulée par une deuxieme dose de vaccin. Le
Pic de réponse immunitaire observé les 35 jours, apres 14 jours Deuxieme dose, avant
de diminuer. Les anticorps étaient encore détectables jusqu'au jour 189, La chute
danticorps neutralisants est plus forte que celle danticorps de liaison, la chute
Environ 32 fois et 12 fois, respectivement, par rapport aux titres mesurés au jour
35.Les réponses immunitaires a médiation cellulaire spécifiques a la protéine S du
SARS-CoV-2 ont 7 jours apres la premiére dose du vaccin, mais toujours Augmente 7
jours apres la deuxiéeme dose. Les caractéristiques de ces réponses suggerent que

Réponses immunitaires a médiation cellulaire biaisées Th-1 [67].

Une dose de rappel de Novavax administrée au moins 6 mois apres une série
dont I'immunosuppression primaire a été démontrée. Les tests de réactivité croisée ont
montré des niveaux accrus d'anticorps inhibiteurs des récepteurs IgG et d'hACE
contre les variant préoccupant (\VVP), y compris les variantes delta et omicron, 7 jours
aprés avoir recu une dose de rappel par rapport a 7 jours apres avoir recu une
deuxieme dose. Estimations de I'efficacité potentielle d'un vaccin contre la souche
originale du SARS-CoV-2 était similaire aux estimations dans les pays ou la souche
dominante était répandue en tant que variante alpha. Cependant, I'efficacité potentielle
du vaccin était plus faible contre la variante béta. Il n'existe pas de données sur
I'efficacité potentielle ou réelle de Novaxovid contre les variants delta ou omicron
[67].

7.2.4. VVaccins a base de virus inactivés

e Vaccin BIBP (Sino pharm-China National Pharmaceutical Group)
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Le vaccin COVID-19 BIBP inactivé développé par Sinopharm / China National
Pharmaceutical Group, Il s'agit d'un vaccin a virus complet inactivé, contenant un

adjuvant d’hydroxyde d'aluminium.

Recevoir le vaccin au préalable ne modifiera pas les résultats des tests
damplification des acides nucléiques antigéniques ou des tests utilisés pour
diagnostiquer une infection grave/actuelle par le SARS-CoV-2. Cependant, il est
important de noter que le profil de test sérologique actuellement disponible pour le
SARS-CoV-2 mesure les niveaux d'IgM et/ou d'lgG dirigés contre une protéine S
(Spike) ou une protéine de nucléocapside. Le vaccin contient le virus SARS-CoV-2
inactivé qui induit une réponse immunitaire contre la protéine squelettique et contre la
nucléoprotéine ; Par conséquent, un résultat positif lorsqu'un test détecte des IgM ou
des IgG contre la protéine S ou un test qui détecte spécifiquement des IgM ou des IgG
contre la protéine centrale peut indiquer une infection ou une vaccination antérieure
[69].

e Vaccin Coronavac ( Sinovac)

Le vaccin Sinovac produit par Sinovac Life Science CO ,Ltd .Basé a Beijing,
affiliéa Sinovac Biotech, est un vaccin complet a virus inactivé basé sur le principe de
I’inoculation de cellules rénales desinge vert africain ( cellules Vero ) avec le virus
SARS-CoV-2, concentrée , purifiée , puis finalement adsorbée sur hydroxyde
d’aluminium [59]. Des données préliminaires d'une étude menée au Brésil Indique

qu'il s'agit du vaccin le plus efficace contre la variante gamma [70] [71].
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Chapitre 02

Matériel de banque de donnée utilisé
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1. Banque de données sur les protéines (PDB)

La Protein Data Bank (PDB) : est un référentiel de données structurelles 3D de
macromolécules biologiques, telles que des protéines et des acides nucléiques. Elle
est devenue la premiere ressource numérique en libre acces en sciences biologiques
[72] [73].Ces structures sont obtenues par: Cristallographie aux rayons X,
spectroscopie par résonance magnétique nucléaire, ou de plus en plus par cryo-
microscopie électronique, ces données sont déposées dans la PDB par des biologistes
et biochimistes du monde entier, librement accessibles sur Internet (figure.10) [74].

La Protein Data Bank (PDB) a eté fondée en 1971 avec moins de dix structures
cristallines de protéines aux rayons X, devenant ainsi la premiére source de données
numériques en libre accés dans les sciences biologiques. Peu de temps apres la
publication des structures aux rayons X de la myoglobine et de I'hnémoglobine, la
communauté de la biologie structurale a entamé des discussions sur la meilleure fagon
d'archiver les résultats cristallographiques d'une protéine et de les rendre largement
disponibles.

En 1971, Cold Spring Harbor Laboratory a accueilli un symposium sur la
cristallographie des protéines, Au cours de laquelle une discussion approfondie a eu
lieu sur le partage des données. Walter C. Hamilton, un participant, a proposé de créer
la premiére maison de ce qui est maintenant connu sous le nom de Protein Data Bank
(PDB). Peu de temps apres, le PDB a été lancé au sein du Département de chimie du
Brookhaven National Laboratory (BNL), basé sur la Framework Protein Structure
Library. L'importance de l'archivage des données scientifiques en tant qu'entreprise
mondiale a été initialement comprise, et l'annonce publique de I'APB en 1971
mentionnait explicitement la collaboration et la possibilité de présenter les données
via le Cambridge Crystallographic Database Center.

Lorsque PDB a été lancé, la soumission des données était facultative. Dans les
années 1980, en raison de cette influence, les membres de la communauté de la
biologie structurale ont commencé a démontrer l'importance de la conservation
obligatoire des données. Divers comités ont été mis en place pour décider quelles
données doivent étre demandées et quand elles doivent étre publiées. Les directives
ont été publiées en 1989 et, au fil du temps, I'approbation par toutes les revues
scientifiques nécessite désormais le dépot des coordonnées atomiques de PDB avant

que les études structurelles puissent étre publiées [73].
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En 2008, la poursuite du développement des hormes communautaires a conduit
au dép6t obligatoire des facteurs de structure cristalline et des contraintes RMN avec
des coordonnées atomiques. En 2010, les transformations RMN pour la précipitation
chimique sont devenues obligatoires. En mai 2016, environ 80 % des entrées
d'archives de PDB contenaient des données empiriques.

L'archive PDB contient actuellement environ 130 000 entrées. Il est géré par la
World Protein Data Bank Organisation(wwPDB ; wwpdb.org), qui comprend la
banque de données sur les protéines du RCSB (RCSB PDB ; rcsh.org)Banque de
données sur les protéines du Japon (PDBj ; pdbj.org), Banque de données sur les
protéines d'Europe (PDBe ; pdbe.org)et BioMagResBank (BMRB,;

www.bmrb.wisc.edu).Les quatre partenaires wwPDB exploitent un systéme de

fichiers logiciel mondial qui applique les normes de données convenues par la
communauté et prend en charge le dép6t de données, la bio qualification et la
validation d'environ 11 000 nouvelles entrées PDB chaque année (soumission
wwwpdb.org).Le RCSB PDB agit actuellement en tant que conservateur d'archives,
assurant la reprise apres sinistre des données PDB et coordonnant les mises a jour
hebdomadaires. Les partenaires wwPDB publient les mémes données d'archives a
partir de plusieurs sites FTP, tout en exécutant des sites Web complémentaires qui
fournissent des fichiers daffichage de données PDB avec des informations
spécifiques a valeur ajoutée et des liens vers des sources de données connexes.

A I'heure actuelle, PDB archive les données expérimentales, les métadonnées
associées les modeles structurels 3D au niveau atomique dérivés de trois méthodes
bien établies : la cristallographie, la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire
(RMN) et la microscopie électronique (3DEM). Les partenaires de wwPDB travaillent
en étroite collaboration avec des experts dans des domaines expérimentaux connexes
(dispersion aux petits angles, corrélation chimique/spectrométrie de masse, résonance
Forester ou transfert d'énergie de frette, etc.) pour créer un consortium de ressources
de données qui soutiendra l'archivage et la validation durables des modéles structurels

3D et des données expérimentales issues de méthodes intégratives ou hybrides [73].
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Figure 10: L’interface graphique du site web de la base de données PDB.

Dans notre étude, nous avons utilisé la Banque de données sur les protéines
(BDP) pour télécharger les principaux fichiers de structure des protéines au moyen de
codes de quatre lettres et les fichiers de structure sont affichés a 1’aide du logiciel

gratuit PyMOL.

2. Logiciel PyMOL

PyMOL est un logiciel de rendu de structure moléculaire 3D open source, créé
par Warren Lyford Delano et développé en python, qui est multiplateforme. Ainsi,
cela fonctionne sur Windows, Mac OS X, Linux et Unix. Il est principalement utilisé
par les étudiants, les professeurs et les chercheurs en chimie et en biologie structurale.
Ce logiciel est régulierement utilisé pour produire des images structurales 3D de haute
qualité de petites molécules ou de macromolécules biologiques (notamment des
protéines).PyMOL est I'un des rares outils de visualisation open source utilisable dans
le domaine de la biologie structurale [74].

PyMOL est un systtme créé par Warren Lyford Delano et initialement
commercialisé par Delano Scientific LLC. A 2010, Schrodinger Inc. accord pour

acquérir PyMOL. Depuis lors, Schrodinger a repris le développement et la
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maintenance, ainsi que le support et la vente de PyMOL, y compris chaque
abonnement en cours. PyMOL OpenGL Extension Wran utilise la bibliotheque gler
(GLEW) et I'utilitaire gratuit OpenGL (Freeglut) Toolkit .PyMOL utilise une boite a
outils de widget multiplateforme (Tk) pour les éléments d'interface graphique.
PyMOL peut produire des films et des images macromoléculaires de haute qualité
dans diverses représentations, notamment des lueurs de cotes, des cotes, des
animations, des points, des surfaces, des spheres sphériques, des batons et des lignes.
De nos jours, PyMOL est I'un des outils de visualisation moléculaire les plus utilisés.
Etant donné que PyMOL est écrit en Python, I'une des versions les plus populaires du
langage de programmation, il peut facilement étre étendu aux extensions Python [75].
Lorsque vous ouvrez PyMOL, deux fenétres apparaissent (figure.11). La plus
petite fenétre (appelée "External GUI" dans la documentation PyMOL) contient une
barre de menus (Fichier, Edition, Aide, Affichage, etc.), des boutons de raccourci
pour les commandes courantes et une ligne de commande. La deuxiéme fenétre est la
visionneuse PyMOL, ou toute la magie opere. Dans la visionneuse, les modéles 3D
sont affichés et I'utilisateur interagit (comme la rotation) et manipule le modéle. Les
objets affichés par PyMOL sont chargés sous forme 3D a partir de fichiers de
coordonnées qui décrivent (en détail) les positions des atomes individuels dans la
molécule. PyMOL peut afficher plus d'un objet a la fois et fournit un panneau de
contr6le d'objet pour ajuster les modes d'affichage, les couleurs, les étiquettes, le
masquage et tout ce qui concerne les objets (figure .12). Aprés chaque nom d'objet se
trouve un ensemble de boutons de commande qui contrélent I'objet. VVoici les boutons
et certaines de leurs options :
A - Actions : renommer, dupliquer, supprimer ou appliquer des préréglages (tels que
"balle et baton" ou "déployer"), et effectuer des calculs
S - Afficher : Modifiez l'apparence des choses, par exemple, passez a la vue baton ou
a la vue animation.
H - Masquer : les éléments affichés avec S s'empilent et ne remplacent pas
automatiquement la derniére vue. H est I'opposé de S et masque les représentations
indésirables.
L - Label : étiqueter les atomes, les résidus, etc.

C- Couleur : Change la couleur des atomes et des groupes.

35



Le coin inférieur droit de la visionneuse contient un guide pour l'utilisation de la
souris, ainsi qu'un puissant outil de sélection. Il existe également une autre ligne de

commande sous le visualiseur (PyMOL>) [76].

File Edit Buld Movie Display Setting Scene Mouse Wizard Plugin Help
A current PyMOL Maintenance and/or Support Subscription may be required for :I Reset ] Zoom | Ray | Rock
legal usage of this Build beyond a finite honor-system evaluation period. = =
Please visit http://www.pymol.org/funding.html for more information. Unpick [ Deselect ( Get View
This PyMOL Executable Build is based on Open-Source PyMOL version 0.98. I< [ < I Stop I Play I 2 I > | MClear
ObjectMolecule: Read secondary structure assignments. Command Bulider
ObjectMolecule: Read crystal symmetry information.

Symmetry: Found 4 symmetry operators.

CmdLoad: "C:\Users‘NUNO GOUMEZ INFO\Downloads\6y2e.pdb" loaded as "eyze". vl

oo veoe S S e

Figure 11: L’interface graphique du Logiciel PyMOL.
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Liste des objets

Ecran de visualisation

Invite de commande Rappel des contrdles

Figure 12 : La fenétre de visualisation. [77]

Dans cette étude, nous avons utilisé le programme PyMOL pour afficher la
structure tridimensionnelle de la protase principale (M) et comprendre les
mécanismes responsables de I’identification des protéines et de la liaison, qui est

d’une grande importance pour la détection des inhibiteurs.

37



o)

Chapitre 03

Protéase principale (MP™)
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1. Structure

L’intervention dans la reproduction du virus est une stratégie de traitement
alternative pour les vaccins. Dans ce contexte, la protéine de type chymotrypsine
(souvent appelée la principale protéase, M ci-aprés) est une excellente cible
médicamenteuse [78].

1.1. Structure de I'enzyme protéase principale MP™ du SARS-CoV-2

La protéase principale (MP), également connue sous le nom de protéase de type
chymotrypsine (3CLpro) [79] [80], est une protéase a cystéine homodimere [2] [81],
dont la séquence est identique & 96 % au SARS-CoV-MP™ [2] [78] [82] [83] [84]
(Fig.13), En revanche, l'identité de séquence avec le MERS-CoV MP° n'est que
denviron 50 % [85], I'enzyme appartient a la famille des peptidases C30 de la tribu
des peptidases PA [2].

SARS-CoV-2 MP® est un dimére composé de 2 monomeéres
approximativement orthogonaux l'un a l'autre [86]. Chaque sous-unité (egalement
appelée protomere) [79] a une longueur de 306 résidus et se compose de trois
domaines [2] [79] [87] qui sont conservés entre les CoVs [88]. Le domaine | est
constitué des résidus 8-101 tandis que le domaine Il est constitué de résidus 102-184.
Les premier et deuxiémes domaines sont composés de structures [ antiparall¢le
renfermant la cavité catalytique de I’enzyme. Le troisieme domaine (I11) est composé
de résidus 201-303 et est principalement compose de cing hélices a [87] [89] [90].
(Fig. 14) Il est attaché au domaine Il via une longue région de boucle (résidus 185-
200) [90] et est responsable de I'enzyme bipolaire [89] principalement via un pont

salin de travail entre Glu290 d'un protom et Arg4 de 1’autre [83].

MP™ contient un domaine C extra hélicoidal et une chaine N-terminale d'acides
aminés appelée doigt N [82]. Dans la fente entre les premier et deuxieme domaines, il
y a un dimére catalysé par Cys-His, avec le N- résidus terminaux 1 a 7, ayant un role

vital dans la formation du site de liaison au substrat [90].
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Figure 13: Structure du protéase principale (MP®). A) structure des diméres du
SARS-CoV-2 MP™® (PDB: 6MO03). B) structure des diméres du SARS-CoV MP®
(PDB: 2DUC). C) superposition de la structure tridimensionnelle de MP® du SARS-
CoV-2 et du SARS-CoV en diméres [91].

Domaine |
Domaine Il

Domaine Il

C-terme Région de boucle

Figure 14: structure 3D du SARS-CoV-2 MP° en monomére (PDB: 6MO03). Les
domaines I, Il et 111 sont affichés en rouge, vert, et bleu, respectivement. La région de
connexion entre 1l et 11 est en magenta et les résidus de dyades catalytiques (His41 et
Cys145) sont des batons [91].

1.2. Site de la liaison au substrat

Le site de liaison est situé dans la fente entre les domaines I et Il, les résidus
Cysl45 et His41 constituent le catalytique dans le site de liaison de la protéine [81]
[88].
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Le site de liaison au substrat est constituée de quatre sous-sites S'1, S1, S2 et S4
[79] [90] (Fig. 15), occupés respectivement par les fractions peptidiques P1, P2 P3 et
P1' du substrat [79]. Le sous-site P1 est constitué des résidus Phel40, Asnl42,
Glul66, His163 et His172, ainsi que deux molécules d'eau conservée. Le sous site P2
est une poche profonde constituée de residus His41, Met49, tyr54, Met165 et Asp187.
Alors que P3 est défini par Glul66, Prol68 et Glyl70, La protéolyse se produit via
une dyade catalytique définie par Cys145 et His41 [2].

La dimérisation est nécessaire pour l'activité enzymatique car le doigt N des
deux monomeres interagit avec Glul66 de l'autre monomere (Fig.16), aidant ainsi la
formation de la poche S1 du site de liaison au substrat. Les extrémités C et N des
monomeéres constituent l'interface dimere et sont étroitement maintenues dans le
dimere que dans I'état monomeére ou la mobilité de ces extrémités est plus élevée [86].
Pour atteindre ce site de réaction, le doigt N est pressé entre le deuxiéme et le

troisieme domaine du monomere et le deuxiéme domaine du I'autre monomeére [83].

Figure 15: Structure cristallographique du SARS-CoV-2 MP® libre résolue a une
résolution de 1,75 A (entrée PDB : 6Y2E) (& gauche) et vue de surface du substrat-
fente de reliure (& droite). Les trois domaines distincts du protomere sont indiqués.
Reésidus His41 (vert) et Cys145 (jaune) de la dyade catalytique [90].
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Figure 16: structure tridimensionnelle des cristaux de SARS-CoV-2 MP est montrée
(PDB: 6Y2E). SARS-CoV-2 MP™ est un homodimeére et les deux monomeres du
dimere sont montrés en bleu clair et orange. La forme a grandie représente

I'interaction N doigt du monomere avec le Glu166 de l'autre monomeére [86].

1.3. Spécificite du substrat

Selon la nomenclature donnée par Schechter et Berger, la MP° reconnait
principalement les résidus de substrat allant de site P4 au site P;' (Fig.17). La
reconnaissance du site prime au-dela de P;' n'est pas conservée (Fig.18). La
spécificité est souvent déterminée par les sites Py, P, et P1', qui présentent le plus haut

degré de conservation parmi les sites de clivage.

La glutamine 166 dans P; est hautement conservée dans tous les sites de clivage
polyprotéique du SARS-CoV, du MERS-CoV et du SARS-CoV-2. En site P, plus
d'acides aminés hydrophobes sont tolérés avec une nette préférence pour la leucine.
Le site P,' tolere de petits résidus tels que la sérine ou l'alanine. L'analyse de tous les
sites de clivage de polyprotéines traités par M pour le SARS-CoV, le MERS-CoV
et le SARS-CoV-2 illustre des profils de reconnaissance de substrat tres similaires

parmi ces virus [85].
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Figure 17: site actif de I'enzyme SARS-CoV-2 MP° (PDB: 6Y7M), avec

représentation les différents sites P dans la cavité catalytique [2].
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SARS-CoV-2 X%LQA;::EQ;’*?
SARS-CoV ' A
XQQEQN?»%

MERS-CoV = |

Figure 18: Sites de clivage des polyprotéines reconnus par MP° du SARS-CoV-2,
SARS-CoV et MERS-CoV. Les séquences peptidiques couvrent les résidus P5 a PS5’

selon la nomenclature de Schechter et Berger [85].

1.4. Comparaison structurale de la protéase principale de SARS-

CoV-2 et SARS-CoV

La superposition structurelle de la protéase M du SARS-CoV-2 et du SARS-
CoV montre un écart quadratique moyen (RMSD) de 0,517 A indiquant que la
structure de la protéine est hautement conservée [92] car le SARS-CoV-2 MP partage
une identité de séquence de 96 % avec MP° du SARS- CoV [78] (Fig. 19).

Les auteurs ont résolu la structure cristallographique de M pour le SARS-
CoV-2 avec une résolution de 1,75 A avec seulement une différence de 0,53A de
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RMSD entre les deux enzymes libres. Le SARS-CoV-2 MP™ forme un dimére serré et
a une interface de contact principalement entre le deuxiéme domaine de la sous unité
A et les résidus NH2-terminaux de la sous unité B, ou cette dimérisation est important
pour l'activité catalytique [93]. Contrairement au SARS-CoV-2, la protéase principale
de SARS-CoV possede une interaction polaire entre les trois domaines qui comprend
une liaison hydrogéne de 2,60 A entre la chaine latérale et les groupes hydroxyle du
Thr285 de chaque protomére et prend également en charge une interaction
hydrophobe entre la chaine latérale 11e286 et thr285. Dans le SARS CoV-2 MP™, la

thréonine a été remplacée par l'alanine et I'isoleucine par la leucine [8] [83] [93].

Le SARS-CoV-2 MP™ est particulierement diversifié pour avoir un résidu
catalytigue Cys non conventionnel. Contrairement a d'autres enzymes de type
chymotrypsine et a plusieurs hydrolases Ser (ou Cys), il a une dyade catalytique Cys-
His au lieu d'une triade canonique Ser(Cys)-His-Asp(Glu). Les résidus catalytiques
Cys145 et His41 dans la SARS-CoV-2 MP™ sont enfouis dans une cavité de site actif

située a la surface de la protéine [89].

12 résidus sur 306 sont différents entre le SARS-CoV-2 MP et SARS-CoV
MP™ (Fig. 20). De plus, aucune des 12 résidus variantes (T35V, A46S, S65N, L86V,
R88K, S94A, H134F, K180N, L202V, A267S, T285A, 1286L) ne participe a des roles

pro

majeurs dans l'activité enzymatique du SARS-CoV-2 M"". La structure globale du
SARS CoV-2-MP™ n'a pas été affectée par ces mutations, et la structure entiére a été
superposée a celle du SARS-CoV-2 MP. Les modeles d'homologie du SARS CoV-2

P ot donc les inhibiteurs

MP™ se sont avérés trés similaire a celui du SARS-CoV-M
qui ciblent le SARS-CoV MP™ peuvent également inhiber l'activité enzymatique du

SARS CoV-2-M" [86].
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Figure 19: Superposition de structures cristallographiques aux rayons X de Protéase
majeure du SARS-CoV-2 (tan, PDB: 6Y2F), et SARS-CoV (cyan, PDB: 3TNT).
Seuls les monomeres sont représentés. Le résidu de la dyade catalytique (His41/
Cys145) pour le SARS-CoV et le SARS-CoV-2.Structures avec une valeur R.M.S.D

de 0.517 A [92].
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Figure 20: Séquence d'acides aminés des MP® du SARS-CoV et du SARS-CoV-2

[92].
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2. Fonction

La protéase majeure (MP°) du SARS-CoV-2 est a la base de la maturation
virale et constitue une cible médicamenteuse prometteuse car elle différe des
protéases humaines [85] en raison de la conservation élevée entre les différentes
souches de coronavirus et du manque d'analogues fonctionnels dans le protéome
humain [94].

La fonction de cette protéase est de cliver les polyprotéines produites dans les
cellules infectées par le virus pendant la phase de réplication virale. Cette enzyme
peut couper a l'intérieur des chaines peptidiques (et pas seulement couper les résidus
terminaux), c'est donc une endopeptidase (ou protéinase). C'est aussi une cystéine
protéase [95]. Mais, peu de choses sont connues sur les aspects structurels de son

association avec les 11 sites de clivage naturels [96].

 La séquence et la structure de la protéase principale sont étroitement liées a d'autres
béta-coronavirus, ce qui facilite les tentatives de découverte de médicaments basés sur

des composés majeurs antérieurs [85].

- 1% étape clé de la maturation Le SARS-CoV-2, un virus & ARN simple brin sens
positif, est I'nydrolyse de ses polyprotéines ppla et pplab. La majorité de ces Les
événements de clivage - sur 11 sites - sont effectués par la principale protéase du
SARS-CoV-2 (MP® ; également connue sous le nom de protéase de type
chymotrypsine ou 3CL, protéase de type 3C, 3CLpro ; ou protéine non structurale 5,

Nsp5) [96].

« Les résultats des tests de spectrométrie de masse (MS) non dénaturants indiquent
que les monomeéres MP™ sont non seulement inactifs (sauf avec les substrats de test),

mais ne lient pas non plus les fragments de substrat 11-meres a haute affinite.

» SARS-CoV-2 MP™ et SARS-CoV MP™ ont des spécificités de substrat similaires et
reconnaissent tous les deux la séquence universelle [P4 : Small] [P3:X] [P2:
Leu/Phe/Val/Met]|[P1:GIn] | [P1’ :Gly / Ala/Ser/Asn], ou "Small" désigne un petit
résidu comme (Ala, Val, Pro ou Thr), "X" désigne n'importe quel résidu, et "|"

désigne un amide clivable.(Fig.21)
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* Ces positions dans le substrat sont appelées P4-P1’ et sont reconnues par les sous-
sites S4-S1’ correspondants sur SARS-CoV-2 M. En partie parce que ces séquences
ne sont pas connues pour étre reconnues par les protéases humaines, MP* est une cible

médicamenteuse attrayante [96].
« Utilisation de SARS-CoV-2 MP™ comme cible thérapeutique :

Les enzymes MP agissent comme catalyseurs pour plusieurs événements de
traitement protéolytique qui facilitent la réplication des coronavirus dans les cellules
hotes. Etant donné que la cystéine (C145) entraine l'activité catalytique de M, le
ligand covalent a base de pyrazoline réactif a la cystéine semble naturellement

attrayant pour le développement d’inhibiteurs de MP°

qui peuvent interagir de
maniére irréversible avec le MP™ C145. Dans 1’ensemble, 1’inhibition de MP™ avec un
antiviral pourrait empécher efficacement la réplication des coronavirus, offrant un

bénéfice thérapeutique [97].

Le MP est essentiel a la réplication du coronavirus et il ne se produit pas
naturellement dans les cellules humaines non infectées, de sorte que les inhibiteurs de
cette protéase sont des candidats tres intéressants contre linfection par des

coronavirus pathogenes, par exemple le SARS-CoV ou le SARS-CoV-2 [98].
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Figure 21 : Substrats traités par SARS-CoV-2 M. a) Les 11 sites de clivage SARS-
CoV-2 MP et les peptides fragmentés correspondants a 11 résidus, s01-s11, avec

résidus chargés positivement/négativement en bleu/rouge, respectivement ; I'histidine

47



est en violet ; les résidus avec des chaines latérales polaires sont en vert ; et la
cystéine est en jaune. b) Comparaison entre les 11 séquences de substrat (générées par
WebLogo) mettant en évidence le GIn conservé en P1 et le Leu prédominant en P2. c)
Vue d'un modéle a énergie minimisée, construit a l'aide d'apo MP™ (PDB : 6yb7,
surface gris clair), de MP™ complexé avec s05 (batonnets gris foncé) ; les sous-sites
S4-S4' sont étiquetés. Le trou oxyanion formé par le squelette MP° NHs du Gly-143,

pro

Ser-144 et Cys-145 sont en cyan. d) La réaction catalysée par M illustrée par sO1.
Les résidus de substrat importants pour la reconnaissance (voir le texte principal) sont

mis en évidence [96].
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Chapitre 04

Inhibiteur de protéase principale (MP™)
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Méthode découverte inhibiteur MP™

En interférant avec la maturation des NSPs, plusieurs médicaments candidats

qui inhibent l'activité de MP™ ont été découverts par examen pharmacologique, tels

que 1'Ebselen, le disulfirame, le Carmofur, les a-cétoamides et aldéhydes qui imitent

le peptide 11a/11b (tableaul). Tous ces composés peuvent étre divisés en deux

classes, les médicaments de classe | initialement congus pour d'autres maladies ont eté

redirigés, les autres étant des médicaments congus principalement sur la base de la

caractérisation de la structure de protéine cible [88].

Tableau 1: Activité antivirale des hits nouvellement découverts contre le SARS-

CoV-2.
Structure chimique Code PDB Inhibition du Activité antivirale
(99) SARS-CoV-2 MP™ (uM) SARS-CoV-2 MP(uM)
Lopinavir
N.D 1C5,=486 EC5,=6.73
8 ®)
N.D |C50=13.7 EC50:8.63
®) 8
N
| ™,
Ebselen
O 7BAK |C50:0.67 EC50=4.67
/i (110) (88) (88)
g('q
/ < >
Disulfiram
N.D 1C5,=9.35
( (88)
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Atazanavir

I N.D ICsp=102 ECs=2.0
Eh ) ;
/O C|) o
Nelfinavir
} o N.D 1C5,=234 ECs=1.13
T ®) (8)
Shikonin
7CA8 IC5=1.57 ECs,=15.75
(110) (107) (122)
Dipyridamole
- N.D n.d EC50:O.1
A e L. ®) ®)
H O\/‘“\N)QHN =N
H N
! )
Baicalein
H N.D |C50:0.94 EC50:1.69
(88) (88)
H o.
-
1
Calpain inhibiteur 11
6XA4 |C50:0.97 EC50:0.49
S . - (110) (88) (88)

51




Calpain inhibiteur XI1
= 6XBH IC50=0.45 EC5=3.37
. Mo ool (110) (88) (88)
(o] /& (o] e <
Carmofur
. . 7BUY ICs=1.82 EC5=24.87
| /L (110) (88) (88)
Ho_ N /g o
Remdesivir
o N.D n.d EC4=0.77
Fas il (C)] 8
GC-376
Ry BWTT 1C5,=0.03 ECy=2.07
\(‘/DL (90) (88) (88)
DTN : o é':\:N‘:"
Boceprevir
- - 7K40 |C50:4.13 EC50:1.9
%“ - (90) (88) (88)
H o
N .
o=
o 3 =
. L |".'1 N<}<
>< o
N3
6LU7 Kops/(1)=11.300 M1 ST EC4=16.77
O n (88) (88) (88)
o
’_Q\J\n, = \.-'ﬁ‘ N o \.Jf'L N = \@
o = ] 5\( ]
wZi2 0
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1lla

6LZE 1C5,=0.05 EC5,=0.53
= . (90) (88) (88)
rr N\\.’/:“\“‘Cl
rrol - H © L
J,fr N ~ ~
)
. B,
'
11b
}’f
/[ EL 6MOK IC5,=0.04 EC4,=0.72
e (90) (8) (®3)
|
6Y2F 1C5,=0.67 ECyy=4-5
(8) (88) (88)

N.D., non disponible .n.d. = non détecté.

1. Réutilisation des médicaments

Le développement d'un nouveau médicament sélectif et sir pour traiter le
COVID-19 est certainement l'option la plus cohérente pour lutter contre la nouvelle
épidémie. Cependant, il s'agit d'une approche a long terme qui n'est pas adaptée a la
situation d'urgence actuelle. Par conséquent, l'utilisation de médicaments antiviraux
déja disponibles était la décision la plus rationnelle de I'Organisation mondiale de la
santé (OMS) au début de 2020 en tant que premiere ligne d'intervention pour faire

face a I'épidémie imminente [8].

1.1. Lopinavir / Ritonavir
Sont les médicaments utilisés dans les essais cliniques pour le traitement du
COVID-19 ciblant MP™ [88], ce sont des inhibiteurs du VIH [8] [88] [100] [101], qui
est code par le gene pol du VIH et clive les précurseurs polypeptidiques du VIH [88].
Bien que le Ritonavir soit lui-méme un inhibiteur de la protéase, il est utilisé
avec le Lopinavir car il est un inhibiteur du cytochrome P450 3A4 qui augmente ainsi

significativement la concentration plasmatique des autres médicaments anti-VIH [8].
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Tests cliniques avec l'association Lopinavir-Ritonavir ont montré un risque
réduit d'infection par le SARS. La thérapie Ritonavir-Lopinavir a également été
bénéfique dans le traitement du MERS-CoV [102], puisque MP™ est hautement
conservé entre le SARS-CoV et le SARS-CoV-2 [88]. Cependant, un essai clinique
randomisé de la thérapie combinée Lopinavir-Ritonavir impliquant des patients
adultes hospitalisés confirmés infectés par le SARS-CoV-2 n'a montré aucun avantage
au-dela des soins standard [102] [103] [104].

1.2. Ebselen

Est un composé organosélénium [8] [88], a été étudié pour le traitement de
diverses affections, telles que le trouble bipolaire, la perte auditive [88] et les
accidents vasculaires cérébraux [105], et son innocuité chez I'nomme a été signalée
dans beaucoup Evalué dans des essais cliniques [88].

Ebselen peut agir comme glutathion peroxydase et imiter la peroxydoxine. Il a
été démontré qu'il forme des liaisons siléno-sulfure avec les groupes thiol de la
cystéine (Cys) sur de nombreuses protéines, entrainant des effets anti- inflammatoires,
antibactériens et antineurogénes [105] [106].

Ebselen a un fort effet inhibiteur sur l'activité MP du SARS-CoV-2 avec une
concentration inhibitrice médiane (ICsp) de 0,67 UM et une concentration effective
médiane (ECso) de 4,67 uM (tableaul) [88], respectivement. Des simulations de
dynamique moléculaire ont montré qu'Ebselen était capable de se lier aux deux sites.
L'un est Cys145 présent dans la cavité catalytique via une liaison siléno-sulfure,
tandis que l'autre est présent dans la région de dimérisation [105].

Fait intéressant, la structure cristalline des complexes formeés entre I'Ebselen et
son analogue MR6-31-2 avec le SARS-CoV-2 MP? a résolu (PDB 7BAK et 7BAL).
IIs ont montré que I'atome de sélénium est lié a I'atome de soufre de Cys145 mais sans

la charpente organique de I'Ebselen (Fig. 22) [107].
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Figure 22:Détail de la structure cristalline du complexe sélénium-MP" (code pdb
7BAL) [107].

1.3. Disulfirame
Le disulfirame a été signalé comme un inhibiteur putatif dans une eétude

informatique récente [109]. Le disulfirame est un médicament approuvé par la Food
and Drug Administration (FDA) des Etats-Unis pour le traitement de la dépendance a
l'alcool [88] [110] [111]. Il a également été vérifié comme médicament réutilisable
pour le traitement de la gale au cours des dernieres années [88].

La recherche sur les nouveaux médicaments a montré que le disulfirame peut
inhiber efficacement MP [112], avec une ICs, de 9,35 uM. (tableaul) [88] [110] car
il a un effet antiviral synergique contre le SARS-CoV-2 [110]. En échangeant la
réaction d'un disulfure de thiol avec les résidus du site actif principal Cys145 [109].

En fonction de sa structure moléculaire [113]. Les modes de transmission
représentatifs sont représentés sur la figure (23A), en dehors de la liaison disulfure
covalente. Le disulfirame peut également former une liaison hydrogéne avec His163
dans la poche de liaison de MP® Ensuite, nous explorons la possibilité d'une autre
cystéine dans MP" qui pourrait également étre oxydée par des médicaments disulfure
et pourrait conduire a une modification allostérique négative de la fonction protéase
dans MP™. En fait, il existe de nombreux sites Web qui peuvent bien absorber les
médicaments. Un profil représentatif de la liaison du disulfirame a Cys128 est
représenté sur la figure (23B). Une forte interaction a été observée avec Lysb, et cette
interaction a été encore stabilisée par Glu290, directement ou indirectement [111].
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Figure 23 : Détails de la structure cristalline du complexe formé entre le disulfirame
et le SARS-CoV-2 MP°, A, pose d'amarrage covalent du disulfirame dans le site actif

de MP. B, poses d'amarrage covalentes du disulfirame a Cys128 de MP™ [111].

1.4. Atazanavir

L'Atazanavir, un inhibiteur de la protéase du VIH [114] [115], a été proposé
comme nouveau médicament anti-COVID-19 en raison de sa grande puissance [8].
Cible la protéase majeure (M) [116] et inhibe la réplication du SARS-CoV-2 seul
ou en association avec le Ritonavir [8] [114] [117] (ECso = 2,0 et 0,5 uM,
respectivement). Atazanavir La combinaison de Ritonavir s'est avéree tres efficace
pour inhiber la réplication virale dans les cellules Vero E6, encore mieux que la
chloroquine ECsp = 1,0 uM [8].

Les interactions entre I'Atazanavir et les protéases cibles comprennent la liaison
hydrogene des résidus d'acides aminés Lys5, Lys137, Glu290 et Glu288 [118].

1.5. Nelfinavir

Le Nelfinavir est un médicament antirétroviral efficace [8] [119], utilisé dans le
traitement du VIH [8] [119] [120] [121].1] existe plusieurs études in vitro montrant
I'efficacité de ce médicament pour réduire la récidive du SARS-CoV-2 [8] dans le site

actif de MP", indiquant sa capacité a inhiber les protéases virales [90].
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Lorsque le Nelfinavir a été testé contre des cellules Vero E6 infectées par le
SARS-CoV-2, le test a montré une ECsy de 1,13 uM, de meilleurs résultats par
rapport au Lopinavir (ECso = 5,73 uM) (tableaul) [8].Alors que le Nelfinavir se lie a
MP™ via une liaison hydrogéne avec Glu166 et avec His41 et tyr54 as-site S2 [90].

1.6. Shikonine

La Shikonine est une naphtoquinone naturelle [122] principalement utilisée dans
le traitement de I'hépatite fibreuse aigué ou non filamenteuse et de [I'hépatite
chronique [123] Il a été récemment rapporté que la Shikonine inhibe la réplication du
SARS-CoV-2 in vitro (ECso = 15,75 uM (tableau 1). Li et ses collégues sont les
premiers a établir la structure cristalline du SARS-CoV-2 MP™ en complexe avec la
Shikonine [122] [124] (PDB:7CA8) [107], a une resolution de 2,45A° [122] [124].

L'analyse de la poche de liaison a la Shikonine a révélé trois nouvelles
interactions [122]:

Premiérement, la Shikonine forme une liaison hydrogene de réseau avec les protéases
polaires tripartites Cys145 et His164 situées dans le sous-site S1.

Deuxiemement, les groupes de téte aromatiques de la Shikonine ont formé une
interaction p—p avec His41 au niveau du sous-site S2.

Troisiemement, les groupes hydroxy et méthyle de la chaine latérale isothexényle de
la queue de la Shikonine forment la liaison H avec Argl188 et GIn189 sur le sous-site
S3, respectivement [125] [126] (fig.24).

Cependant, l'inhibition de MP™ par la Shikonine a été abolie en présence de
DTT, indiquant que ce composé est un inhibiteur mixte [107] [122] [124].
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Figure 24 : Détails de la structure cristalline du complexe formé entre la Shikonine et
le SARS-CoV-2 MP° [107] [125].

1.7. Dipyridamole

Le Dipyridamole est un inhibiteur de la phosphodiestérase-2 qui inhibe le
métabolisme et l'absorption de l'adénosine par les érythrocytes et les cellules
endothéliales vasculaires [127]. Il s'agit d'un vasodilatateur coronaire qui a €té utilisé
en clinigue comme médicament anti-COVID-19 [8] [128]. Son mécanisme d'action
comprend l'inhibition de SARS-CoV-2 MP® [8]. Un test cellulaire viral in vitro a
montré que le Dipyridamole avait une valeur ECsy faible (0,1 uM) (tableau 1) par
rapport au SARS-CoV-2 [8] [128].

L'analyse d'amarrage a suggéré que le Dipyridamole forme des interactions

pro

hydrophobes et hydrophiles avec M™ et interagit avec Asn142 Leul4l par liaison

hydrogene [127]. Cependant, les études informatiques n‘ont pas montré une bonne

pro

interaction entre M"" et le Dipyridamole (-5,4 kcal/mol), ce qui conduit a traduire le

résultat en un faux négatif [8].

1.8. Baicalein

Les produits naturels Baicalein et Baicalein dérives de la médecine
traditionnelle chinoise ont été signalés comme de nouveaux inhibiteurs du SARS-
CoV-2 MP [90]. Sont fréquemment utilisés pour la prévention et le traitement de
I'népatite et des troubles respiratoires [88].Les deux produits ont montré une
inhibition significative contre MP° avec ICsy de 6,41 et 0,94 pM, (tableau 1)
respectivement [88] [90].

58



Le concepteur a démontré la structure M

dans un complexe avec un nouveau
modele d'inhibition non covalente de la Baicalein (Fig.25) Un cycle phényle avec
trois groupes hydroxyle de la Baicalein a formé des interactions n-S et n-m avec le
catalyseur dyade C145 et H41, tandis que les autres groupes hydroxyle formaient des
liaisons hydrogene avec les résidus Multiple au sous-site S1. L'anneau de vinyle
gratuit occupait le sous-site S2. La molécule de Baicalein a agi comme un revétement

sur le site catalytique pour I'empécher de pénétrer dans le substrat peptidique [88].

Figure 25:Pose de la liaison d'un inhibiteur de Baicalein dans un complexe avec
SARS-CoV-2 M. Des contre-indications et des cofacteurs apparaissent dans le stick
(Entrée PDB : 6M2N) [88].

1.9. Carmofur

Ce dérivé de 5-fluorouracile (5-FU), qui porte une chaine 1-hexylcarbamoyle,
inhibe le SARS-CoV-2 MP™® avec une ICsy de 1,82 uM. une enzyme clé impliquée
dans les processus de réplication cellulaire [8]. Il a été démontré que le Carmofur, un
médicament antinéoplasique, inhibe la principale protéase du SARS-CoV-2 (MP). et

P in vitro, avec une

identifié le Carmofur comme un composé pouvant inhiber M
concentration de capacité inhibitrice semi-maximale (ICsp) de 1,82 uM (tableau 1)
[129].

On pense que le Carmofur cible la thymidylate synthase 12, 13, mais il a

également été démontré qu'il inhibe la céramidase acide (AC) en modifiant de

=




maniére covalente sa catacystéine lytique [129]. X du complexe MP"/Carmofur
montre que le réactif Carmofur du groupe carbonyle est lié de maniere covalente a
l'atome Sy de Cys145 [130], tandis que sa queue d'acide gras occupe le sous-site S2
hydrophobe. Le Carmofur inhibe la réplication virale dans (ECso=24.30 uM) les
auteurs ont suggéré que le groupe sulfhydryle de Cys145 attaque le groupe carbonyle
électrophile du Carmofur, entrainant une modification covalente de Cys145 et la
libération du fragment 5-FU [130]. Le Carmofur inhibe la céramidase acide humaine
en modifiant de maniére covalente le résidu catalytiqgue C143 [131], en acylant son
résidu catalytique cystéine. De plus, le Carmofur s'est avéré efficace dans un test
antiviral cellulaire avec une ECsy de 24,87 uM (tableau 1), acylant le groupe thiol et
libérant du 5-FU (PDB 7buy). L'oxygéne carbonyle interagit avec Gly143 et Cys145
par des liaisons H, et I'adduit formé imite I'état de transition du complexe enzyme-
substrat (Fig.26 A) [8].

1.10. PX-12

Px-12 est une petite molécule inhibitrice irréversible de la protéine redox
thiorédoxine [132]. Tideglusib est un inhibiteur irréversible de la glycogene synthase
kinase-3f (GSK-3B) [131]. La thiorédoxine est une protéine qui, lorsquelle est
produite en exces, transforme les cellules normales en cellules cancéreuses en
inhibant I'apoptose et en assurant la survie [132]. PX-12s est un puissant inhibiteur de
SARS-CoV-2 MP° et modifie le site actif du Cys-résidu 145 de MP™® par le
sélénosulfure/disulfure [133]. Les inhibiteurs N3 et PX-12 sont les seuls inhibiteurs

avec plusieurs acides aminés a l'intérieur de leur distance de liaison hydrogéne [132].

1.11. Danoprevir

Une étude récemment publiée suggére que le Danoprevir est un nouveau
médicament anti-COVID-19 potentiel [8]. Il sagit d'un inhibiteur de protéase
disponible dans le commerce pour le traitement de l'infection par le virus de I'hépatite
C [8]. IC50 pour la protéase du VHC est de 0,29 nM et a été approuve pour la
commercialisation en Chine en 2018 en tant qu'antiviral direct oral pour le traitement
de I'népatite C [134].
Sur la base de la similitude structurelle de la protéase du VHC avec le SARS-CoV-2
MP™ [8], ou cette étude portant sur 11 patients adultes chinois a montré que la

combinaison Danoprevir/Ritonavir réduisait les symptdomes d'infection et accélérait la
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guérison du COVID-19 [8]. L'analyse d'amarrage moléculaire a montré que le
danoprévir avait la meilleure énergie de liaison pour inhiber la protéase majeure
SARS-CoV-2 (9,3 kcal/mol) [134]. Co-renforcé avec le Ritonavir, l'activatrice
pharmacocinétique du danoprévir [136].

Le danoprévir s'est avéré cliniqguement sir et bien toléré chez des milliers de
patients infectés par le VHC en Chine [134]. Ont rapporté que le danoprévir boosté
par le Ritonavir inhibait la réplication virale et réduisait efficacement les GGO et les
zones ressemblant & des patchs en moins d'une semaine [134]. Le
danoprévir/Ritonavir peut efficacement inhiber la réplication du virus et améliorer

I'état de santé des patients [135].

1.12. Remdesivir

Ce compose est un promédicament analogue a I'adénosine qui inhibe les ARN
polymérases virales aprés activation métabolique [136]. Il était & l'origine utilisé pour
le traitement du virus Ebola, et il a été prouvé gu'il était actif contre d'autres souches
virales, en particulier les rétrovirus [8]. Cette molécule inhibe puissamment la
réplication de tous les types de coronavirus in vitro [8], Le Remdesivir a été le
premier médicament antiviral a étre recommandé pour approbation dans I'Union
européenne (UE) et aux Etats-Unis pour le traitement du COVID-19, 48, 49 a
recul'approbation finale et a été récemment examinée par les autorités réglementaires
de I'UE [136]. Elle a été approuvée ou autorisée pour une utilisation temporaire
comme traitement COVID-19 dans environ 50 pays dans le monde [8].

Le mécanisme daction du Remdesivir implique sa conversion en un actif
métabolite (GS-441524 ; analogue structural de I'adénosine) qui bloque la réplication
virale en inhibant I'’ARN-polymérase virale-dépendante de [I'ARN, agissant
probablement comme un terminateur de chaine ou provoquant des mutations dans le
génome du virus. Le Remdesivir in vitro inhibe la réplication du SARS-CoV-2 avec
une CEsp de 0,77 uM et un CC50 > 100 dans les cellules Vero E6 (SI = 129,87), et
s'est avéré efficace chez quelques patients gravement malades. Des études
informatiques ont souligné comment le Remdesivir et son métabolite peuvent former
efficacement des complexes avec le SARS-CoV-2 MP™ montrant des scores d'affinité
de -7,0 et -6,4 kcal/mol [8], Le Remdesivir a démontré une activité inhibitrice in vitro
dans les cellules épithéliales primaires des voies respiratoires humaines et les cellules

pulmonaires humaines Calu-3 avec une concentration efficace demi-maximale de 9,9
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nM et 280 nM, respectivement. Des effets thérapeutiques in vivo ont également été
démontrés chez des singes rhésus, montrant une diminution significative des signes
cliniques de maladie respiratoire, de pathologie pulmonaire, de lésions
macroscopiques et de charge d'’ARN par rapport aux animaux témoins. Des données
cliniques préliminaires récentes ont montré une diminution significative de la charge
virale du SARS-CoV-2 chez les patients COVID-19 recevant du Remdesivir au jour
5, et une augmentation significative des valeurs Ct de gRNA (génomique) et sgRNA
(subgénomique) au jour 2 et 5. Cet antiviral a été formulé pour une administration
intraveineuse (V) aprés une extraction extensive de premier passage. Le Remdesivir
intraveineux a une biodisponibilité de 100 % et culmine aprés 30 min. Il présente une
liaison modérée aux protéines plasmatiques et est principalement métabolisé par la
carboxylestérase 1, suivie par la cathepsine A et le cytochrome P450 (CYP) 3A. Il est
éliminé par I'urine (74%) et les féces (18%). Plusieurs études ont évalué I'efficacité du
Remdesivir dans le traitement des patients COVID-19. Ce travail passe en revue les
principaux résultats des essais cliniques et des études observationnelles du Remdesivir
chez des patients atteints de COVID-19 [136].

1.13. Boceprevir

Le Boceprevir est un médicament approuvé par la FDA pour le virus de
I'hépatite (VHC) [88]. Il a été démontré qu'il inhibe l'activité enzymatique de MP™
avec une valeur ICs de 4,13 uM et une valeur ECsg de 1,90 uM contre le virus SARS-
CoV-2 M (tableau 1) [106].

L'amarrage moléculaire (PDB: 7K40) a révélé que le Boceprevir formait des
liaisons hydrogene avec différents résidus et des interactions hydrophobes avec les
principaux résidus His4l, Leul4l, Metl165, Glul66 et Aspl87 en formant un lieur
unique sur le site actif (fig.26 B) [90].

P forme une liaison covalente C-S avec le carbone

Le groupe nucléophile C145 de M
céto du Boceprevir, et le groupe hydroxyle résultant forme une liaison H avec la

chaine latérale de H41 et cette conformation est stable (Fig. 27) [106].
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Figure 27:Vue rapprochée des interactions entre SARS-CoV-2 M"" et Boceprevir.
(PDB : 7C6S). Les résidus impliqués dans la réaction sont représentés sous forme de
batonnets. Les inhibiteurs sont représentés en violet des batons. Les liaisons

hydrogéne ont été marquées par des lignes pointillées [106].

1.14. GC-376

Le GC-376 est un médicament vétérinaire expérimental [88] qui est un composé
disulfate qui agit comme un promédicament pour la forme aldéhyde active [107] qui
inhibe fortement la MP™ de plusieurs coronavirus, dont le SARS-CoV-2 [106].
La structure cristalline du SARS-CoV-2 MP® en complexe avec GC-376
(PDB:6WTT) a montré que l'ogive bisulfate d'aldéhyde forme une liaison covalente
avec les résidus de cystéine du colorant catalytique (Fig.26 C). Le cycle y-lactame
dans P1, le fragment isobutyle dans P2 et I'ester phénylméthylique dans P4 montrent

une intégration parfaite avec les sous-sites, S1, S2 et S4 respectivement [88].
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Figure 26 : Modes de liaison des inhibiteurs nouvellement identifiés en complexe
avec SARS-CoV-2 MP™. L'inhibiteur et les cofacteurs apparaissent dans le stick :
Carmofur : (entrée PDB: 7BUY).Boceprevir (entrée PDB: 7K40). GC-376 (entrée
PDB: 6WTT). N3 (entrée PDB : 6LU7).Résidus dans la dyade catalytique : His41 est
surligné en vert et Cys145 est surligne en jaune [90].

1.15. Chloroquine / Hydroxychloroquine

Bien qu'il n'y ait aucune preuve de l'efficacité de la chloroquine et de
I'nydroxychloroquine, ces deux agents antipaludiques ont été approuvés par la Food
and Drug Administration (FDA) pour le traitement du coronavirus d'urgence [137] et
des études de simulation et de dynamique d'amarrage ont également indiqué que les
deux agents affecter d'autres cibles virales, et a donc été suggéré pour traiter le
COVID-19 [8].

La chloroquine et I'nydroxychloroquine sont les plus efficaces pour contréler
I'infection par le SARS-CoV-2 [138] avec des ECsy antiviraux de 5,47 et 0,72 uM,

respectivement [112].




La chloroquine provoque certains effets secondaires chez les patients atteints de
porphyrie cutanée aigué ou retardée, tels que fievre, élévation des aminotransférases
sériques et méme ictére. L'hydroxychloroquine est moins toxique que la chloroquine,
ne provoque pas ces effets secondaires indésirables et s'est avérée avoir des effets
bénéfiques partiels dans la porphyrie, cependant, il a été démontré que la chloroquine

a une affinitté et une capacité inhibitrice plus fortes pour 3CL MP°

que
I'nydroxychloroquine.

Bien que la chloroquine et I'nydroxychloroquine partagent un produit chimique
similaire, la petite différence rend les cing premiers résidus avec les contributions de
liaison dominantes de I'nydroxychloroquine (Cys145, Metl65, Asn142, Gly143 et
Ser144) assez différents de ceux de la chloroquine (Met165, GIn189, Met49, Asp187,

Arg188) [138].

1.16. Calpain inhibiteur Il et XII

Les inhibiteurs de la Calpain Il et de la Calpain XII sont des inhibiteurs de la
cathepsine L humaine, dans laquelle la cathepsine L joue un réle important dans
I'entrée virale du SARS-CoV-2 en clivant la protéine virale de pointe S dans
I'endosome ou le lysosome [139].

Il a été rapporté que les inhibiteurs de la Calpain Il et XII ont un double
mécanisme d'action : inhibition de MP et inhibition de la protéase hote cathepsine L.
[140], ils sont considérés comme les inhibiteurs de MP® les plus puissants avec des
valeurs ICsp = 0,97 et 0,45 uM, respectivement [88] [141].Test d'activité antivirale in
vitro, ces médicaments ont montré une forte inhibition de la réplication virale du
SARS-CoV-2 en culture cellulaire avec des valeurs de ECs allant de 0,49 a 3,37 uM
(Tableau 1) [88].

Les structures cristallines du SARS-CoV-2 MP® en complexe avec les
inhibiteurs de la Calpain Il (PDB : 6XA4) et XII (PDB : 6XFN) ont révélé que
I'inhibiteur 11 occupe le trou d'axe formé par les groupes amides squelettiques de
Gly143, Serl44 et Cysl145 (Fig. 23 A). Contrairement  Au locus inhibiteur de la
Calpain I1, I'inhibiteur de la Calpain XII présente un mode de liaison atypique car il
prend la forme d'une demi-hélice inversée qui s'enroule autour du noyau catalytique
[142] (Fig.28 B).

Les structures co-cristallines des inhibiteurs de Calpain Il et XII avec le SARS-

CoV-2 MP™ ont montré une liaison hydrogéne critique entre la chaine latérale
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méthionine de l'inhibiteur de Calpain Il et la substitution pyridinyle de I'inhibiteur de

Calpain XII par la chaine latérale d'imidazole His163 présente dans le S1 poche [143].

’ Calpain inhibiteurll B His41 @ Calpain inhibiteurXil

Figure 28: Structures cristallines aux rayons X du SARS-CoV-2 M en complexe
avec les inhibiteurs de Calpain Il (PDB : 6XA4) et XII (PDB : 6XFN). Les liaisons
hydrogéne sont représentées par des lignes pointillées noir. SARS-CoV-2 MP™ en
complexe avec (A) inhibiteur de Calpain Il (orange) et (B) inhibiteur de Calpain XII
(cyan) [142].

2. Inhibiteurs peptidomimétiques

Les imitateurs de peptides sont des dispositifs synthétiques utilisés pour imiter
la structure naturelle d'un peptide ou d'une protéine et interagir avec une cible
biologique de la méme maniére que le substrat d'origine.
En fait, bon nombre des inhibiteurs du SARS-CoV-MP développés au cours de la
derniére décennie sont des imitateurs de peptides. Ensuite, proposer a nouveau
comme inhibiteurs du SARS-CoV-2 MP™ était une stratégie logique, également du

point de vue de la similitude susmentionnée entre les deux cibles [8].

2.1. Esters vinyliques (N3)

Dans cette classe de dérivés, Jin.Z et al ont identifié un composé nomme N3,
qui est un pseudo-tétrapeptide, modifié en P1 avec du benzyle o, B-insaturé [8].

La premiére structure cristallisée de la protéine SARS-CoV-2 MP° (PDB :
6LU7), qui a été libérée le 5 février 2020, cristallisée avec un inhibiteur covalent N3,
a été largement utilisée [144].N3 est un inhibiteur irréversible de l'accepteur de
Michael [145], qui a été congcu & l'origine pour traiter les maladies infectieuses
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causées par d'autres CoV [88]. Les inhibiteurs accepteurs de Michael forment des
liaisons covalentes avec la protéine cible par linteraction de Michael, en tant
qu'inhibiteur peptidique [145].

La densité électronique montre que 1'atome Sy du C145 du protomere A forme
une liaison covalente (A°1.8) avec l'atome CP du groupement phényle, confirmant
I'apparition de l'addition de Michael [146]. Un groupement phényle est utilisé pour
inhiber le processus catalytique via la liaison covalente cystéine du di-catalyseur. De
plus, il comprend un cycle A-lactame, un groupe isobutyle aliphatique et un groupe
méthyle tels que les chaines latérales P1, P2 et P4, respectivement, qui s'integrent
parfaitement dans les sous-sites S1, S2 et S4.

Sans surprise, N3 s'est également avére présenter une forte inhibition du SARS-CoV-
2-MP" en déterminant la structure cristalline du SARS-CoV-2-MP™ en complexe avec
N3 [88] (fig29 .PDB: 6LU7).

Le cycle lactame des inhibiteurs intrinséques au site S1 est constitué de chaines

latérales des résidus Phe140, Asp142, Glul66, His163 et His172 du protomere A de la
structure, qui comprend egalement deux molécules d'eau ordonnées. Au site S2, le
groupe isobutyle de Leu était flanqué des résidus His4l, Met49, Tyr54, Met165 et
Aspl87. Au site S3, le groupe isopropyle de Val était exposé a un solvant et l'alanine
était présente du coté S4 flanqué par les résidus Met165, Leul67, Phel85, GIn192 et
GIn189 (Fig. 29) [107].
De plus, N3 forme de multiples liaisons hydrogene avec la chaine principale de
résidus dans la poche de liaison au substrat, qui aide a verrouiller I'inhibiteur dans la
poche Liaison au substrat [146] [88] (fig.26 D) N3 a affiché une inhibition contre le
SARS-CoV-2 avec une valeur ECsy del6, 77 uM (Tableau 1) [106].
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Figure 29: Structure aux rayons X du complexe entre N3 et SRAS-CoV-2 MP [107]
[145].

2.2. Aldehyde

Les aldéhydes mimétiques de peptides ont été introduits comme candidats pour
les medicaments antiviraux dans le cadre de la conception de médicaments basés sur
la structure [88], ou Dai et al ont congu deux médicaments (11a et 11b) contre le
SARS-CoV-2 MP [90], qui utilisent des peptides imitant aldéhydes comme charpente
et different par leur groupe P2. Les deux composés ont montré une bonne activité
inhibitrice contre le SARS-CoV-2 MP® avec une valeur 1Csy de 0,05 et 0,04 pM,
respectivement. Il a également montré une forte efficacité anti-SARS-CoV-2 dans les
cellules Vero E6 avec une valeur ECsp de 0,53 et 0,72 uM, respectivement. (Tableau
1) [88].

La structure cristalline du SARS-CoV-2 avec 11a et 11b montre que le carbone
du groupe aldéhyde et le site catalytique C145 du SARS-CoV-2 MP™ forment une
liaison covalente standard (C-S 1.8A°) (PDB : 6LZE, PDB : 6MOK) [8] [106] (Fig.30
A, B). La figure 11b montre une liaison inhibitrice similaire avec 11a, avec une légeére

différence peut-étre due au groupe 3-fluorophényle de 11b dans P2 [90] (Fig.30 C).

68



L'atome d'oxygéne du groupe aldéhyde joue également un réle important dans
la stabilité conformationnelle de l'inhibiteur en formant une liaison H avec le squelette
du résidu C145 au site S1. Le groupe amide sur le cycle lactame forme des liaisons H
avec F140 et His163. Le fragment silcohexyle 11a dans P2 est inséré profondément
dans S2 et slaccumule avec le cycle imidazole de H41l. Le groupe fluoro-3-

fluorophényle 11b est fixé par la liaison H a GIn189 [106].
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Figure 30: Interaction de 11a, 11b (entrée PDB : 6LZE, entrée PDB : 6mOK) avec
SARS-CoV-2 MP. (A) Interaction de 11a et (B) 11b avec des résidus a les sous-sites
de la fente de liaison au substrat. (C) Comparaison de la différence des modes de
liaison de 11a (rouge) et 11b (bleu) [90].

2.3. a-cetoamide

Les a-cétoamides sont des inhibiteurs MP™ a large spectre des bétacoronavirus
et des alpha-coronavirus, ainsi que des protéases d'entérovirus 3C, qui ont été pré-
congus selon une approche basée sur la structure [88]. Un avantage de I'a-cétoamide
est que ses ogives peuvent interagir avec le centre catalytique de la protéase cible par
le biais de deux réactions de renforcement, plutdt qu'une seule [83].

Le groupe a-céto est utilisé pour inhiber de maniere covalente l'attaque
nucléophile du résidu catalysé par la cystéine sur le substrat. De plus, ces inhibiteurs
sont équipés d'un groupe y-lactame et d'un groupe hydrophobe respectivement en P1
et P2 pour occuper des sous-sites distincts S1 et S2 et renforcer leur activité
inhibitrice.

Auparavant, le 11r était identifie comme le meilleur inhibiteur parmi eux contre
les CoV. Plus récemment, Zhang et al ont proposé un nouvel inhibiteur par
modifications de 11r appelé 13b avec un effet inhibiteur renforcé : la liaison amide de
P2-P3 a été incorporée dans l'anneau péripéritonéal. Ce composé a présenté une
inhibition du SARS-CoV-2 MP™ avec ICso = 0,67 UM et la réplication de I'ARN viral
avec ECsp=4-5 uM. (tableau 1) [88].

La structure cristalline de 13b liée a SARS-CoV-2 MP®, a montré comment
I'inhibition se produit par la formation d'une interaction covalente entre Cys145 et le
groupea-céto de l'inhibiteur (Fig.31 PDB : 6y2f) [8].

L'a-cétoamide forme des interactions avec les résidus H41, Gly143, Serl144, Cys145,
163, His164, Glul66, Prol168 et GIn 189 des principales protéases [147].
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His41 L

Figure 31: Composé 13b dans la liaison au substrat fente située entre domaines | et Il

de la MP™ dans la monoclinique forme cristalline [83] [8].

2.4. Peptidyl fluorométhyl cétones (pFMKSs)

Les pFMKSs sont des inhibiteurs de caspases bien connus dans la recherche
biomédicale [148]. Ces types de composes peuvent étre utilisés comme substrats pour
une variété de cibles biologiques [149]. lls sont capables d'inhiber les cystéines
protéases virales et parasitaires, y compris M du coronavirus [8]. Ou il agit comme
une ogive pour interagir avec le site actif de la Cystéine pour 3CLpro [150].

La présence datomes de fluor a la position C-terminale du fragment
méthylcétone augmente la susceptibilité du groupe carbonyle a subir une attaque
lipophile nucléophile par le groupe thiol des protéases. Sur la base du nombre
d'atomes de fluor dans cette position, nous pouvons distinguer trois classes différentes
de composés, a savoir les monofluorométhylcétones (MFMK), les
difluorométhylcétones (DFMK) et les trifluorométhylcétones (TFMK). Récemment,
Zhu.W et al ont identifié MFMK (Fig. 32), un inhibiteur irréversible (translocation
SN2 de lI'atome de fluor) de la caspase-3 comme un puissant inhibiteur du SARS-
CoV-2 MP® (ICsp = 11,3 uM). Il a également montré un profil antiviral
impressionnant dans le test CPE contre des cellules Vero E6 infectées par le SRAS-
CoV-2 (ECsp = 0,13 uM) [8].
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Figure 32: Structure chimique de MFMK qui est un inhibiteur irréversible du SARS-
CoV-2 MP° [8].

2.5. Hydroxyméthylcétones

Pfizer a annoncé le développement de deux inhibiteurs de la protéase SARS-
CoV-2 MP® PF-00835231 et PF-07321332 (ou nirmatelvir) [151]. PF-00835231
posséde une fraction hydroxyméthylcétone, tandis que PF-07321332 contient une
ogive de nitriles, tous deux interagissent avec la cystéine catalytique (Cys145) pour
inactiver les protéases [152].

Les deux inhibiteurs présentent un cycle y-lactame en position P1 et un groupe
hydrophobe en P2, imitant le substrat naturel de I'enzyme (Fig. 33) [151].

Dans le cas de PF-00835231, un résidu glutamine ou bioisostére est incorporé a
la position P1, pour donner la puissance, la sélectivité et un échafaudage peptidique
mésomorphe avec des substitutions hydrophobes ramifiées aux deux positions P2 et
P3. Le groupement électrophile forme une liaison covalente entre les résidus de
cystéine du site actif (C145), pré-activés par I'histidine résiduelle (H41) et I'inhibiteur.
[153]
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Figure 33: PF-00835231, a gauche, et PF-07321332, a droite. P2 est surligné en bleu
et P1 en orange [151].

2.6. Acyloxymeéthylcétones

Les sondes basées sur l'activité (APBs) sont de petites molécules organiques qui
se lient activement a une forme de lI'enzyme cible via une liaison covalente. Il se
compose de trois parties : (1) un groupe de réaction électrophile ou ogive, (2) un
espaceur qui peut inclure des marqueurs de séquence pour lier sélectivement une
enzyme cible spécifique qui peut étre une protéase, et (3) une marque de divulgation
[154].

Les ABPs portant le fragment acyloxymeéthyl cétone ont été les premiers

capteurs synthétisés pour détecter le SARS-CoV-2 MP® [8], basé sur I'électrophilie
réactive de la cystéine (AOMK) [155]. Outre l'ogive, il se caractérise par la présence
d'un simulé squelette portant un résidu peptidiqgue Acides aminés pour la
reconnaissance spécifique de SARS-CoV-2 MP (Fig. 34) [8].
Un complexe de complexes peptidiques imitant les ogives acyloxyméthylcétone
congues pour former une liaison covalente irréversible avec Cys145 a montré des
valeurs I1Csg par rapport au SARS-CoV-2 MP de I'ordre du nanometre. 1l a également
empéché la réplication du SARS-CoV-2 et fourni une faible cytotoxicité et une bonne
stabilité,[156].
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Figure 34: Structure chimique et activité biologique de I'acyloxyméthyl cétone [8].
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L'infection par le SARS-CoV-2 est un probléme de santé mondial en raison des
variables émergentes du COVID-19, face a cette situation, la course pour trouver des
traitements efficaces s'est considérablement accélérée. Dans cette étude, l'une des
stratégies de traitement est la découverte de médicaments en ciblant des protéines
essentielles dans le cycle de vie viral. En utilisant le Banque de Données sur les
Protéines (PDB) et logiciel PyMOL, nous avons analysé la structure 3D de la protéase
principale (MP®) en tant que cible médicamenteuse attrayante car elle joue un role
central dans la médiation de la transcription et de la réplication virales et de sa
conservation parmi d'autres virus apparentés. De plus, nous avons mentionné la
plupart des inhibiteurs de protéase principale (MP™).

Une série de candidats-médicaments ont été signalés a ce jour. Certains de ces
agents médicamenteux ont eté transmis, qui etaient auparavant congus pour d'autres
applications avec approbation de médicament. lls fonctionnent bien sur les antigenes
détude in vitro du SARS-CoV-2 et peuvent rapidement entrer dans des études
cliniques supplémentaires. Les autres facteurs sont principalement concus sur la base
de l'architecture 3D de MP™. Ces composés ont montré une caractéristique d'inhibition

pro

et une spécificité plus fortes vis-a-vis de M™". Avec l'aide de I'étude structurelle, des
modes d'inhibition plus précis ont été identifies, ce qui fournirait des informations
uniques sur l'augmentation de I'utilisation des médicaments.

La stratégie qui combine la conception de médicaments basée sur la structure
avec le criblage virtuel a montré un potentiel prometteur. Une telle stratégie peut
faciliter la préparation de communauté biomédicale a l'avance pour toute future

pandémie causée par I'émergence d'un virus mortel.
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