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Résumé :

La croissance exponentielle des infections de la nouvelle épidémie de coronavirus [syndrome
respiratoire aigu sévere-coronavirus 2 (SRAS-CoV-2)] a provoqué une pandémie mondiale de
coronavirus 2019 (COVID-19), entrainant des dizaines de milliers d'infections et des milliers
de déces dans le monde. SRAS-CoV-2 est donc un membre des Betacoronavirus de la famille
des Coronaviridae qui posséde un grand génome composé d'un ARN simple brin de sens
positif d'environ 30 kb. Aprés leur entrée dans la cellule hote, le génome viral, qui a au moins
14 cadres de lecture ouverts (ORF), est libéré dans le cytoplasme pour la transcription et la
réplication.Les coronavirus (CoV) utilisent une machinerie multi-sous-unités pour la
réplication et la transcription. ORFla et ORF1b a I'extrémité 5'-terminale du génome du
coronavirus (CoV) codent pour la polyprotéine 1a et la polyprotéine 1b, les deux protéines
pourraient étre clivées en 16 proteines non structurelles (NSP), qui sont essentielles pour la
réplication et la transcription virales. Parmi ces NSP, la sous-unité NSP12 est la RdRp (ARN
polymérase dépendante de I'ARN) essentielle de la machinerie réplicative du coronavirus
éventuellement avec l'aide de nsp7 et nsp8 comme cofacteurs, les motifs catalytiques actifs de
RdRp hautement conserves parmi les virus a ARN, faisant de RdRp une cible de médicament
antiviral attrayante pour un large spectre de virus et qui sont donc des agents thérapeutiques

plus sdrs et plus efficaces pour traiter le COVID-19.

Mots clés : Coronavirus, COVID-19, SARS CoV-2, RdRp, cible thérapeutique.



Abstract:

The exponential growth of infections from the novel coronavirus epidemic [Severe Acute
Respiratory Syndrome-Coronavirus 2 (SARS-CoV-2)] has triggered a 2019 global
coronavirus pandemic (COVID-19), resulting in tens of thousands of infections and thousands
of deaths around the world. SARS-CoV-2 is therefore a member of the Betacoronaviruses of
the Coronaviridae family which has a large genome composed of a positive sense single-
stranded RNA of about 30 kb. After entering the host cell, the viral genome, which has at
least 14 open reading frames (ORFs), is released into the cytoplasm for transcription and
replication. Coronaviruses (CoV) use multi-subunit machinery for replication and
transcription. ORF1a and ORF1b at the 5'-terminus of the coronavirus (CoV) genome encode
polyprotein 1a and polyprotein 1b; both proteins could be cleaved into 16 non-structural
proteins (NSPs), which are essential for replication and viral transcription. Among these
NSPs, the NSP12 subunit is the essential RdRp (RNA-dependent RNA polymerase) of the
coronavirus replicative machinery possibly with the help of nsp7 and nsp8 as cofactors, the
active catalytic motifs of RdRp highly conserved among RNA viruses, making RdRp an
attractive antiviral drug target for a broad spectrum of viruses and which are therefore safer

and more effective therapeutic agents for treating COVID-19.

Keywords: Coronavirus, COVID-19, SARS CoV-2, RdRp, therapeutic target.
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Introduction

Le SRAS-CoV-2 est un membre des Betacoronavirus de la famille des Coronaviridae en
décembre 2019, un nouveau coronavirus appelé coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu
sévere (SRAS-CoV-2) a provoqué une épidémie a Wuhan, une grande ville du centre de la
Chine. Ce nouveau coronavirus n'avait pas été signalé auparavant et il a fallu environ 1 mois
pour démontrer que ce virus avait la capacité d'infecter les humains. Par la suite, il s'est
propagé rapidement dans toute la Chine et a provoqué des épidémies dans de nombreux autres

pays, dont le Japon, la Corée du Sud, I'ltalie et les Etats-Unis (Zhu et al., 2020).

Le 31 janvier 2020, I'Organisation mondiale de la santé (OMS) a déclaré que le SRAS - CoV -
2 était a l'origine de la maladie a coronavirus 2019 (COVID - 19), une urgence de santé
publique de portée internationale, puis I'a designée pandémie le 11 mars 2020. Selon les
derniéres données de 'OMS au 9 avril 2020, il y a 89 931 déces et 1 503 900 cas confirmes
dans le monde, avec une mortalité atteignant environ 5,980%, et I'¢épidémie a suivi un modele
de croissance rapide. Une série d'initiatives et de données statistiques ont fait allusion aux
effets inhabituellement graves du SRAS-CoV-2, qui a suscité une attention sérieuse et une
prévention active, dans le monde entier. Cette pandémie de coronavirus COVID-19 a stimulé
la recherche sur des traitements antiviraux nouveaux et existants. L'ARN polymérase virale
dépendante de 'ARN (RdRp) du coronavirus 2 (SARS-CoV-2) du syndrome respiratoire aigu
sévere, cruciale pour la réplication et la transcription de ce virus a ARN simple brin de sens
positif sa réplication est médiée par un complexe de replication et de transcription multi-sous-
unités de protéines virales non structurelles (nsps) (Ziebuhr., 2005). Le composant central de
ce complexe est la sous-unité catalytique (nsp12) d'une ARN polymérase dépendante de
I'ARN (RdRp) (Ahn et al., 2012 ;te et al., 2010). En soi, nsp12 a peu d'activité et ses fonctions
nécessitent des facteurs accessoires, notamment nsp7 et nsp8 (Subissi et al., 2014 ;
Kirchdoerfer et al., 2019), qui augmentent la liaison et la processivité de la matrice RdRp.
L'activité de I'ARN polymérase (RdRp) dépendante de I'ARN dans la transcription et la
réplication virales a été reconnue comme une cible intéressante pour concevoir de nouvelles
stratégies antiviralesbien que le SRAS-CoV-2 partage moins de similitude génétique avec le
SARS-CoV (~ 79%) et le coronavirus du syndrome respiratoire du Moyen-Orient (~ 50%), les
RdRps respectifs des trois coronavirus sont hautement conserves, ce qui suggere que RdRp
est une bonne large spectre antiviral cible pour les coronavirus.Dans ce contexte notre objectif

au cours de ce travail consiste a étudie la structure et la fonction d’un enzyme viral clé

Page 1


https://bpspubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/bph.15092#bph15092-bib-0120

Introduction

responsable de la réplication de I'ARN viral appelée ARN polymérase ARN-dépendante
(RdRp) et de trouver les raisons qui font du cette enzyme une cible thérapeutique
médicamenteuse prometteuse pour COVID-19 enfin de comprendre les modes d'action et les
mécanismes de six médicaments ciblant RdRp contre le SRAS-CoV-2 (Sofosbuvir, Ribavirin,
Galidesivir, Remdesivir, Favipiravir et EIDD-2801).

Cette étude présente donc une synthése bibliographique dans laquelle nous apportons un
premier chapitre qui est consacré a 1’étude de coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu
sévere (SARS-CoV-2), un second chapitre qui expose la réplication et le cycle de vie de
SARS CoV-2, le troisieme chapitre se concentre sur 'ARN polymérase ARN-dépendante
(RdRp) une réplicase qui opere la synthese d'un brin d’ARN complémentaire a l'aide d'ARN
viral et finalement le quatrieme chapitre qui se focalise sur évaluation et développement
d'inhibiteurs potentiels du SARS-CoV-2 RdRp(Sofosbuvir, Ribavirin, Galidesivir,
Remdesivir, Favipiravir et EIDD-2801).
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Chapitre o1 Généralités sur le SARS CoV-2

1-Historique :

En décembre 2019, les autorités de Wuhan, en Chine, ont signalé pour la premiére fois le
nouveau coronavirus (SARS-CoV-2). Puis, le SARS-CoV-2 est rapidement propagé a
d’autres provinces en Chine et aux autres pays du monde (ECDC, 2020a; Ge et al., 2020).

En Algérie, le COVID-19 est apparue pour la premiére fois le 25 février 2020 lorsqu’un
ressortissant italien a été testé positif au SARS-CoV-2 (APS, 2020).

Le 11 mars 2020, ’OMS a estimé que COVID-19 peut étre qualifié de pandémie, apreés la
grippe espagnole (HIN1) de 1918, la grippe asiatique (H2N2) de 1957, la grippe de Hong
Kong de 1968 (H3N2), et la grippe pandémique (HIN1) de 2009, qui ont causé
respectivement 50 millions, 1.5 million, 1 million et 300 000 déces (OMS, 2020a; Liu et al.,
2020).

Depuis le 31 décembre 2019 jusqu’au 14 aott 2020, 21 213 649 cas confirmés de COVID-19
(conformément aux definitions de cas et aux stratégies de test appliquées dans les pays
touchés) ont été enregistré a travers le monde (figure 01), dont 13 289 753 cas guéris, et 760
421 decées (OWID, 2020). Cependant, 5.18% du nombre total des cas confirmes de COVID-
19 sont des africains (OWID, 2020).

Selon le Ministére de la Santé de la Population et de la Réforme Hospitaliere (MSPRH),
I’ Algérie a signalé 37 664 cas de COVID-19, 26 308 cas guéris et 1 351 déces le 14 aolt 2020
(MSPRH, 2020d). C’est le 56¢me pays touché dans le monde et le 6éme en Afrique (OWID,
2020).

Au jeudi 2 septembre 2021, le virus Covid-19 touche 218.897.542 (+99.792) cas confirmés et
a fait au total 4.557.882 (+2.495) morts dans le monde.(OMS, 2020).

Synthése Bibliographique Page 4



Chapitre o1 Généralités sur le SARS CoV-2

Monde Région Europe Région Asie

130 459 000 cas 35,2 % des cas du Sud Est
2 842 000 déces 34,5 % des déceés 7,8 % des cas
Létalité 2,2 % Létalité 2,1% F.,
Vacciné.es Vacciné.es
666 millions* 163 millions

8,3 % des déces
Létalité 1,5 %
Vacciné.es

102 millions

*1 ou 2 doses

Région Pacifique
Occidental
1,5 % des cas
1,1 % des déces
Létalité 1,6 %
Vacciné.es
147,5 millions

Région des Amériques
43,4 % des cas
48,2 % des déces
Létalité 2,4 %
Vacciné.es
224 millions

Région Méditerranée Orientale
5,9 % des cas
5,7 % des déceés
Létalité 2,1 %
Vacciné.es
3 millions 26,5 millions

Figure 01 : Poids de la pandémie de Covid-19 déclarés et nombre de vaccinations

(*au moins 1 dose) selon les régions OMS le 4 avril 2021 (données OMS ; CDC arrondies)
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Figure 02 : Evolution du nombre hebdomadaire de nouveaux cas de Covid-19 déclarés dans les

régions OMS et le monde de janvier 2020 au 4 avril 2021 (OMS).
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Chapitre o1 Généralités sur le SARS CoV-2

2-Définition :

Les coronavirus sont des virus appartenant a la famille des Coronaviridae, sous-famille
des Coronavirinae. Responsables d’infections digestives et respiratoires chez I’Homme et
I’animal. Ce type de virus est facilement transmissible d’un individu a un autre par voie
aérienne, au contact des sécrétions ou d’objets souillés. Les coronavirus tiennent leur nom de
I’aspect de couronne que prend la particule virale vue au microscope €lectronique. C’est un
virus enveloppé & ARN simple-brin de polarité positive (Lai et al., 2020), qui provoque la maladie a
coronavirus 2019 (COVID-19) (OMS, 2020c). Les traitements, lorsqu’ils sont nécessaires, sont

Symptomatiques.

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

Figure 03 : Coronavirus observés en Figure 04 : Coronavirus isolé, vu au

microscope électronique a transmission.  microscope électronigue a transmission.

3-Définition du SARS CoV-2:

Le SARS-CoV-2 appartient a la famille des coronavirus (CoV), dénomination liée a la
« couronne » que forment certaines protéines a la surface de ces virus. 1l a été identifié pour la

premiére fois a Wuhan en Chine, en décembre 2019.

Plusieurs coronavirus sont déja connus pour étre capables d’infecter les humains : trois
coronavirus saisonniers responsables de symptémes hivernaux sans gravité (rhumes), le
SARS-CoV responsable du syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS) et le MERS-CoV

responsable d’une atteinte respiratoire potentiellement sévére (Middle East

Synthese Bibliographique Page 6



Chapitre o1 Généralités sur le SARS CoV-2

RespiratorySyndrome). Le SARS-CoV-2 est le septiéme coronavirus pathogéne pour

I'Homme. IL est responsable de la maladie Covid-19 (COronaVlrus Disease 2019).

Figure 05 : Vue au microscope Figure 06 : SARS CoV-2 isolé d’un
électronique a balayage de particules patient aux Etats-Unis (en jaune, vue au
virale de SARS CoV-2 (en jaune), le microscope électronique & balayage,
virus qui cause la maladie Covid-19 ici émergeant de la surface des cellules
isol¢ d’un patient aux Etats-Unis, infectées cultivées en laboratoire).

émergeant de la surface de cellules

(bleues /rose) cultivées en laboratoire.
4-Pour quoi SARS CoV-2?

Aprés avoir été baptisé dans un premier temps "nCoV-2019" ("n" pour "nouveau” et "CoV"
pour “coronavirus™), le coronavirus responsable de la pandémie Covid-19 a été appelé SARS-

CoV-2 le 11 février 2020 par le Comité international de taxonomie des virus (ICTV) :

SARS : Pour "Syndrome Aigu Respiratoire Sévere" ("Severe Acute Respiratory Syndrome™

en anglais)

CoV : Pour "COronaVirus".

2 : Parce que le virus est génétiqguement apparenté au coronavirus responsable de la flambée
de SRAS (synonyme du SARS) en 2003.

Synthése Bibliographique Page 7



Chapitre o1 Généralités sur le SARS CoV-2

5-Classification du SARS CoV-2:

Le virus SARS-CoV-2 appartient, comme le virus du SRAS, a I'espece SARSr-CoV (severe
acute respiratory syndrom-related coronavirus), dans le genre Betacoronavirus et la

famille Coronaviridae. Le diamétre du SARS-CoV-2 est compris entre 60 et 140 nm?, contre
50 & 80 nm pour celui du SARS-CoV-1. La morphologie des virions est typique de celle des
coronavirus, notamment par son halo de protubérances constituées de polymeres de protéines

virales « spike » (spicule), qui leur a donné leur nom de « virus a couronne ».

Il forme une souche virale génétiquement distincte des autres coronavirus humains comme le
SARS-CoV-1, le MERS-CoV ou d'autres plus bénins, mais appartenant a la méme espece

biologique que le SARS-CoV-1, dans le sous-genre Sarbecovirus (Gorbalenya et al.,2020).

Type Virus

Royaume Riboviria

Regne Orthornavirae
Embranchement Pisuvircota
Classe Pisoniviricetes
Ordre Nidovirales
Sous-ordre Cornidovirineae
Famille Coronaviridae
Sous-famille Orthocoronavirinae
Genre Betacoronavirus
Sous-genre Sarbecovirus
Espece SARSr-CoV

Tableau 01 : Classification du SARS-CoV-2 : international Committee on Taxonomy of viruses.

6- Origine et évolution du SARS CoV-2 :

Les analyses bioinformatiques ont montré que le SRAS-CoV-2 avait des caractéristiques
typiques de la famille des coronavirus. Il appartient a la lignée des bétacoronavirus 2B (Lai et
al., 2020 ). Au début de I'épidémie de pneumonie a Wuhan, les scientifiques ont obtenu les

séquences génomiques completes de cing patients infectés par le SRAS-CoV-2.
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Ces sequences génomiques partagent une
identité de séquence de 79,5% avec le
SARS-CoV. De toute évidence, le SRAS-
CoV-2 est différent du SARS-CoV. Il est
considéré comme un nouveau
bétacoronavirus infectant I'homme (Zhou P.
et al., 2020). Les scientifiques ont aligné la
séquence complete du génome du SRAS-
CoV-2 et d'autres génomes disponibles de
bétacoronavirus. Les résultats indiquent la
relation la plus proche du SRAS-CoV-2 avec
la souche de coronavirus de type SARS de
chauve-souris BatCov RaTG13, avec une
identité de 96%.

Originating
Host ’ CoV Reservoir

Intermediate
Host

).

SARS-CaV

'S

Droplet
Transmisshon

W mers-cov

Common
Host

Nosocomial
Transmission

i

Figure O7 : Origine et de transmission du
coronavirus.

Transmission

Community
Transmission

Ces études suggérent que le SRAS-CoV-2 pourrait étre d'origine chauve-souris et que le

SRAS-CoV-2 pourrait étre naturellement évolué a partir du coronavirus de chauve-souris
RaTG13 (Zhang C. et al., 2020 ; Zhou P. et al., 2020 ).

7-L’infection par le SARS CoV-2:

Le virus péneétre dans 1’organisme via les voies aériennes, depuis le nez et la bouche. Une

partie de sa protéine de surface (la région RBD de la protéine S) se fixe au récepteur ACE2

exprimé a la surface des cellules qui tapissent nos voies respiratoires. Une autre protéine

cellulaire (TMPRSS2) permet ensuite au virus de pénétrer dans la cellule. Une fois a

I’intérieur, il utilise la machinerie cellulaire de 1’hote pour s’y multiplier. De nouveaux virions

se forment et vont infecter de nouvelles cellules.

8-L’immunité au cours de ’infection par le SARS CoV-2 :

L’infection déclenche rapidement la production de molécules impliquées dans I’inflammation,

un moyen naturel de lutte contre les infections : des cytokines (IL-6, IL-8, IL-10...) et

d’autres médiateurs (TNF-alpha). Ces molécules exercent une action antivirale locale et

attirent des cellules immunitaires capables d’éliminer les cellules infectées
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(monocytes, macrophages, lymphocytes T). Si cette réponse initiale est inefficace, la
production des cytokines devient anormale et engendre un phénomene hyperinflammatoire :
cet évenement, appelé orage cytokinique, survient souvent autour du 8e jour suivant le
début des symptémes. Il induit une réponse immunitaire incontrdlée dont les conséquences

peuvent mettre en jeu le pronostic vital et imposer une admission en réanimation.

9- La transmission du coronavirus a ’homme :

L’animal a I’origine de la transmission a I’homme n'a pas encore été identifi¢ avec certitude.
Et aucune épidémie liée a la transmission directe de la chauve-souris a I’homme n’ayant été
démontrée a ce jour, Les coronavirus

sont zoonotiques, ce qui signifie qu'ils

sont transmis entre les animaux et les = SARS-CoV
humains. Le virus de chauve-souris

ne peut pas se fixer sur les recepteurs 7 == SARS-CoV-2
1

humains, il doit passer par une autre
espece, appelée « hote intermédiaire » ﬁ

dans laquelle les virus peuvent

evoluer puis étre sélectionnés vers @ = \ERS-CoV

des formesSnscentihleced’infecter
des cellules humaines. Afin d’identifier cette 0ff8

espece intermédiaire, on examine habituellement les relations phylogénétiques entre le

nouveau virus et ceux provenant d’espeéces animales vivant prés de la région d’émergence.

L’hypothése couramment admise est que le virus SARS-CoV-2 résulterait de recombinaisons
multiples entre différents CoV circulant dans la faune sauvage, ce qui conduirait a une
adaptation ayant augmenté la capacité de transmission inter-humaine du virus. La
recombinaison se serait produite entre un virus de pangolin et un virus des chauves-souris.

La transmission a I’homme proviendrait secondairement du contact avec 1’hdte intermédiaire,
éventuellement vendu sur le marché de Wuhan (Liu et al., 2020 ; Zhang et al., 2020). Cette
hypothése souleve cependant de nombreuses questions. En effet, les premiers patients infectés
ne fréquentaient pas tous le marché de Wuhan (Huang et al., 2020). De plus, en dépit des

recherches de virus dans les espéces animales vendues sur ce marché, aucun virus
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intermédiaire, qui résulterait de la recombinaison supposée entre un virus de pangolin et un

virus de chauve-souris, n’a pu étre identifié a ce jour.

Tant que ce dernier recombinant hypothétique n’aura pas été identifié et son génome
séquencé, des questions resteront en suspens : chez quelle espece cette recombinaison a-t-elle
eu lieu ? Une chauve-souris, un pangolin, une autre espéce ? Et surtout, dans quelles
conditions ? Il est aussi envisageable que la recombinaison ait eu lieu chez des animaux
d’¢levage, ou de laboratoire, plutdt que chez le pangolin ou la chauve-souris sauvage. Dans le
premier cas, la transmission a ’homme serait favorisée par des contacts plus étroits et
fréquents, et par une plus grande similarité du récepteur ACE2 humain que celui du pangolin
au niveau des résidus importants pour la fixation du SARS-CoV-2. Une autre hypothese est
que la ressemblance entre les sequences de RBD du virus de pangolin et celle du SARS-CoV-

2 résulte d’une évolution convergente.

10- Les caractéristiques épidémiologiques du SARS CoV-2 :

Les chauves-souris semblent étre le réservoir naturel du SRAS-CoV-2 (Zhang C. et al.,

2020 ; Zhou P. et al., 2020 ). Dans une étude, le bétacoronavirus isolé a partir de pangolins
aune similitude de séquence allant jusqu'a 99% avec la souche humaine actuellement infectée
(Liu et al., 2020 ). Une autre étude indique que le SRAS-CoV-2 et le coronavirus d'un
pangolin en Malaisie ont une similitude genétique élevée. La similitude génétique entre ces
deux virus en termes de genes E, M, N et S est de 100, 98,6, 97,8 et 90,7%, respectivement,
ce qui suggere le potentiel des pangolins d'étre I'n6te intermédiaire (Xiao et al., 2020). Parmi
les animaux en contact étroit avec les humains, les chiens, les poulets, les canards et les porcs
ne sont pas permissifs a l'infection. Le SRAS-CoV-2 se réplique efficacement chez les chats
et les furets (Shi J.et al., 2020). Le SRAS-CoV-2 peut également se transmettre chez le
hamster doré (Sia et al., 2020).

Le SRAS-CoV-2 est transmis via des fomites et des gouttelettes lors d'un contact étroit non
protégé entre les personnes infectées et non infectées. Les patients symptomatiques et
asymptomatiques sont la principale source d'infection. Le virus peut également se propager
par transmission indirecte par contact. Les gouttelettes contenant le virus contaminent les
mains, les personnes entrent alors en contact avec les muqueuses de la bouche, du nez et des

yeux, provoquant une infection. La transmission du SRAS-CoV-2 ne se limite pas aux voies
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respiratoires (Du et al., 2020). Certaines études ont démontré la transmission par aérosol du
SRAS-CoV-2.

11-Caractéristique clinique du SARS CoV-2 :

Les manifestations les plus courantes du COVID-19 sont la fiévre et la toux séche. La
majorité des patients présentaient une pneumonie bilatérale. Les hommes ages atteints de
comorbidités sont plus susceptibles d'étre affectés par le SRAS-CoV-2 (Chen N. et al.,
2020 ). Les numérations globulaires des patients ont montré une leucopénie et une
lymphopénie. La teneur en IL2, IL7, IL10, GSCF, IP10, MCP1, MIP1A et TNFa dans le
plasma des patients en USI est plus élevée que celle des patients non en USI (Huang et al.,
2020).

Le COVID-19 est divisé en trois niveaux en fonction de la gravité de la maladie: légeére,
sévere et critique. La majorité des patients ne présentent que des symptomes légers et
guérissent (Hu B. et al., 2020). La maladie COVID-19 pourrait entrainer des lésions
myocardiques et des complications arythmiques (Bansal, 2020 ; Kochi et al., 2020), des
complications neurologiques telles que myalgie, maux de téte, étourdissements, troubles de la
conscience, hémorragie intracranienne, hypogeusie et hyposmie (Berger, 2020 ; Paybast et al.,
2020), et méme un accident vasculaire cérébral (Hess et al., 2020 ; Trejo-Gabriel-Galan,
2020). Symptdmes digestifs et Iésions hépatiques (Lee et al., 2020), une hypercoagulabilité et

des complications thrombotiques (Haimei., 2020) ont également été rapportées.

12-Structure moléculaire du SARS-CoV-2 :

Les coronavirus (CoVs) se subdivisent en quatre structures moléculaires du SARS-CoV-2.
Les coronavirus (CoVs) se subdivisent en quatre genres alpha beta gamma et delta ce sont
des virus a RNA non segmenté de polarité positive contenant le génome le plus large de
tous les virus a ARN (Fehr et al., 2015). Les CoV ont une forme sphérique avec un diametre
d’environ 125 nm. La structure la plus proéminente du virus est représentée par des
projections sous forme de pointe, émanant de la surface du virus, appelées « spikes » ; ces
projections donnent au virus 1’aspect en couronne de soleil a la base du nom «
coronavirus ». A D'intérieur de I’enveloppe du virus se trouve la nucléocapside d’aspect
hélicoidal symétrique qui est inhabituel chez les virus a RNA a polarité positive mais

habituel chez les virus a RNA a polarité négative (Fehr et al., 2015).
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L’ARN du génome du SARS-CoV-2: encodes deux larges génes « Open Reading
Frame la (ORFla) » et « ORF1b » qui, a leur tour, codent pour 16 protéines non
structurales (nsspl-16) et 4 protéines structurales principales : la glycoprotéine S (spike),
la protéine M (membrane), la protéine de 1’enveloppe (E) et la protéine de la nucléocapside
(N) encodées toutes par ’extrémité 3° du génome viral ; ces protéines jouent un

réleimportant dans le cycle de vie et le pouvoir infectant du virus (Fehr et al., 2015).

La glycoprotéine trimérique S: (~150 kDa) est une proteine de fusion de classe | et
médie I’attachement du virus au récepteur membranaire de la cellule de 1’hote. Chez la plupart
des CoVs, la protéine S est clivée, par une protéase-furine like membranaire de la cellule de
I’hote, en deux polypeptides distincts S1 (formant le large domaine de fixation du
récepteur ou « receptor binding domain, RBD ») et S2 (r6le dans la fusion des

membranes (Fehr et al., 2015).

La protéine M : protéine structurale la plus abondante du virus, est une petite protéine

(~25-30 kDa), ayant trois domaines transmembranaires, qui donne au virus sa forme. Elle
existe comme un dimere dans le virus et peut adopter deux différentes conformations
lui permettant de favoriser aussi bien la courbure de la membrane que la fixationa la

nucléocapside (Fehr et al., 2015).

La protéine E : (~8-12 kDa) se trouve en petites quantités dans le virus et posséde une
activité de canal-ionique. Le role principal de la protéine E est de faciliter 1’assemblage
intracellulaire et la libération extracellulaire des virions. En dehors de ce r6le principal,
’activité canal-ionique de la protéine E du SARS-CoV n’est pas requise dans la réplication

virale mais plutét pour la pathogénicité (Fehr et al., 2015).

La protéine N : constitue la seule protéine présente de la nucléocapside. En plus de se
fixer a la nucléocapside, la protéine N se fixe aussi a la protéine non structurale 3 (nsp3),
composante essentielle du complexe replicase et a la protéine M ; ces interactions entre

protéines sont nécessaires a la réplication du génome virale (Fehr et al., 2015).

A cOté de ces quatre protéines de structure principales, il existe une cinquieme

protéine de structure qui est :

L’hémagglutinine estérase (HE) : présente dans le sous-groupe de CoVs de type -

CoV-2. Cette protéine, agissant comme une hémagglutinine, se fixe aux molécules d’acide
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sialique a la surface des glycoprotéines membranaires de la cellule de I’hote et posséde une

activité acétyl-estérase (Fehr et al., 2015) .

/Splke glycoprotein (S)

¢ "Z’a‘ /M protein

(1%
_\

L/\(-. 5

%ﬁ«"*Hemagglutmm esterase
‘-;w"

dimer (HE)
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Figure 08 : Structure moléculaire du SARS-CoV-2.
13-Structure du génome du coronavirus:

Le génome des CoV est un ARN simple brin de sens positif (+ ARNsb) (~ 30 kb) avec une
coiffe en 5 ‘et une queue polyA en 3°. L’ARN génomique est utilis¢ comme ARN messager
pour étre directement traduit en deux polyprotéines. Celles-ci donnent naissance a des
protéines non structurales (nsp) qui forment le complexe de réplication-transcription (CRT)
dans des vésicules a double membrane. Par la suite, le CRT synthétise un ensemble d’ARN
génomiqgue et sous-génomiques de polarité négative qui servent a la synthése des différents
ARN messagers. Ces ARN messagers sous-génomiques possédent des séquences 5'-leader et
3’-terminales communes. Le génome et les sous-génomes d’un CoV typique contiennent au
moins six phases ouvertes de lecture (Open reading frame, ORF). Les premieres ORF
(ORF1a/b), environ les deux tiers du génome, encodent 16 nsp (nsp1-16). Un décalage du
cadre de lecture de -1 entre ORF1a et ORF1ab conduit a la production de deux polypeptides:
ppla et pplab clivés en 16 nsp. Ce clivage est réalisé par une protéase de type chymotrypsine

d’origine virale dénommée protéase principale et une ou deux protéases de type papaine. Les
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autres ORF sur le tiers du génome pres de ’extrémité 3’ codent au moins quatre protéines.
Outre ces quatre protéines structurales principales, les différents CoV codent des protéines
accessoires, telle que la protéine hémagglutinine-estérase (HE). Toutes les protéines de
structure et accessoires sont traduites a partir des ARN sous-génomiques des CoV. (Yu et al.,
2020).
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Figure 09 : Architecture du génome du SRAS-CoV-2. (A) Structure du génome du SRAS-CoV-2. Les
étiquettes indiquent les noms des génes. Le cercle rouge indique le TRS-L. Le panneau inférieur
représente les nsps dérivés du traitement des polyprotéines ppla et pplab. (B) sgmARN. Les lignes
pointillées sont utilisées pour relier le TRS-L avec le corps de chaque sgmRNA individuel. Le produit
génique spécifique, obtenu a partir de chaque sgmRNA individuel est indiqué par les cases colorées et

les étiquettes correspondantes. (Yu et al., 2020).
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1-Bases moléculaires pour I’action du SARS-CoV-2:

Des études cristallographiques ont révélé la structure du virus SARS-CoV-2 (Li et al., 2005).
SARS-CoV-2 différe du SARS-CoV d’origine, par la substitution de 380 acides aminés,
incluant des différences dans cing des six acides aminés qui composent le domaine de liaison
de la protéine virale Spike (S) aux récepteurs ACE2 (Xu et al., 2020). Ce sont bien ces
protéines de surface du Spike, présentes sur I’enveloppe des deux virus, qui sont impliquées
dans I’infection des cellules de mammiféres. Des études cristallographique sont réveélé les
structures des deux SARS-CoV, mais aussi plus récemment, le complexe SARS-CoV-2
associé a son récepteur ACE2 (Li et al., 2005). De la méme fagon que pour le SARS-CoV, les
protéines des Spikes du SARS-CoV-2 sont aussi décrites pour se lier aux récepteurs ACE2 et
ce, malgré une différence de 5 résidus d’acides aminés dans son domaine de liaison au
récepteur (Xu et al., 2020). Il se trouve que la différence structurelle induite luiconfére une
affinité encore plus élevée que le virus SARS-CoV (Wrapp et al., 2020), pouvant justifier la
forte virulence du virus SARS-CoV-2. Lors de la liaison a I’ACE-2, SARS-CoV et SARS-
CoV-2 activent une sérine protéase transmembranaire-2 (TMPRSS2), également fortement
exprimee dans les poumons, et contribuant a la propagation du SARS-CoV-2. Cependant, a
ce jour, il n’est pas clairement établi si SARS-Cov-2/S utilise a la fois ACE2 et TMPRSS2
pour I'entrée dans la cellule hdte (Hoffmann et al., 2020). C’est par la fusion de son enveloppe
avec la membrane cellulaire que le virus pénéetre dans les cellules cibles (Heurich et al.,2014 ;
Hoffmann et al., 2020). Cette entrée du SARS-CoV-2 peut étre inhibée par des sérums anti-
SARS contenant des anticorps neutralisants ou par des inhibiteurs d’activité serine protéase
combinés avec de la cathepsine L/B (Donoghue et al., 2000 ; Hoffmann et al., 2020). Ces donnée
sont des implications importantes pour la compréhension de la transmissibilité et de la
pathogenese du virus SARS-CoV-2 et révelent aussi une option possible pour une

intervention thérapeutique (Zhang et al.,2020).

Chez ’homme, le géne de I’ACE-2 (ENSG00000130234) a une taille de 41 kb, et est situé sur
le bras court du chromosome X en Xp22 (Chromosome X: 15, 561,033-15, 602,148 reverse
strand). Son transcrit comprend 19 exons, présente 5 variants (splice variants), 238
orthologues et 2 paralogues. Dans sa structure générale, il est trés proche de I’ACE, et

présente environ 42 % d’homologie (www.ensembl.org).Si la protéine ACE contient deux

sites actifs, la protéine ACE-2 ne posséde qu’un seul domaine catalytique. Ces deux

récepteurs ACE-1 et ACE-2 agissent comme des métallo-carboxypeptidases.
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Le domaine C-terminal de I’ACE-2 est I’homologue d’une protéine rénale, la collectrine, qui
régule le trafic de transporteurs d’acides aminés vers la surface cellulaire et qui ne présente
aucune similitude avec I’ACE (Walls et al., 2020). Ce sont ces divergences qui rendent ce
récepteur ACE-2 original dans ses fonctions physiologiques multiples et distinctes. Cette
multiplicité de rdles physiologiques propre a I’ACE2 lui a permis d’étre détourné par le
SARS-CoV-2 en qualité de récepteur spécifique, sans doute un des points majeurs a 1’origine
de la pandémie de Covid-19 (Yan et al., 2020).
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Figure 10 : Interaction entre le spike viral et les domaines extracellulaires des protéines ACE2

transmembranaires de la cellule hote.

2-Mécanismes d’entrée de SARS CoV-2:

En général, les coronavirus livrent leurs génomes au cytosol hdte par deux méthodes connues:
fusion directe avec la membrane plasmique a la surface cellulaire de maniere indépendante du
pH ou en utilisant la machinerie endocytaire de la cellule hote dans laquelle les virions
endocytosés sont soumis a une étape d'activation dans I'endosome. L'activation endocytaire
est généralement mediée par le pH endosomal acide, entrainant la fusion des membranes
virale et endosomale et la libération du génome viral dans le cytosol (\Wang et al., 2008). La
fusion avec la membrane cellulaire nécessite que le domaine S2 de la protéine S soit amorcé
par des protéases cellulaires au site S '. Le SRAS-CoV-2 est connu pour étre capable de

pénétrer dans les cellules hotes en fusionnant directement avec la membrane hote ainsi que
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par la voie endosomale via la cathepsine B et L (Matsuyama et al., 2010). Peut également
utiliser la protéase transmembranaire protéase de type 2 (TMPRSS2) qui appartient a la
famille des sérines protéases transmembranaires de type Il ou également pénétrer dans les
cellules hotes par la voie endosomale via les cathepsines (Hoffmann et al., 2020a ; Ou et al.,
2020). S’agit donc d'un virus opportuniste qui peut utiliser plusieurs voies d'entrée et

d'infection dans la cellule hote.

SARS-CoV-2 A

Protéine Spike —— Protéine Spike

— Site RBD

Protéase

Récepteur ACE 2

Récepteurs ACE2

Cellule hote Fusion membranaire

SARS-CoV-2 B

— Protéine Spike

\

Récepteurs ACE2

Cellule hote Voie endosomale

Figure 11: Mécanismes d’entrée de SARS CoV-2 : A : Apreés fixation par la protéine spike du
SARS-CoV-2 sur le récepteur de la cellule héte constitué par 1’enzyme ACE2 et activation par clivage
de spike par une protéase membranaire, la fusion du complexe viral se réalise directement par une

protéase membranaire. B : en I’absence de protéase, le virus pénétre dans la cellule par endocytose.
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3-Les étapes de cycle de vie de SARS CoV-2:
L’un des principaux déterminants de I’initiation et de la progression de I’infection a

« SARS-CoV-2 » est I’entrée du virus dans les cellules de I’héte (Yang et al. 2020 ; Tong et
al., 2020). A cet égard, il est actuellement admis que le SARS-CoV-2 peut entrer dans
les cellules de I’hote via deux voies: la voie de ’endocytose par récepteur
membranaire interposé (voie endosomale) et celle non endosomale (voie de la formation de
la vésicule a double membrane). De ces deux voies, la voie de I’endocytose par
récepteur membranaire interposé (voie endosomale) apparait particulierement importante
et est laplus étudiée. Dans la voie endosomale, ’endocytose clathrine-dépendante
(“Clathrin-dependent endocytosis™) et le clivage enzymatique (par la cathepsine) de la
proteine S (« Cathepsin- mediated S protein cleavage ») représentent deux étapes
critiques dans le processus d’entrée du virus et d’infection des cellules hotes (Yang et al.
2020 ; EI-Aziz et al., 2020). Le cycle de vie du SARS-CoV-2 comprend quatre étapes

principales qui peuvent étre la cible de thérapies antivirales :

e | ’attachement a la membrane plasmique de la cellule de 1’hdte et la pénétration

intracellulaire du virus.
e |’expression de I’enzyme réplicase.
e La replication et la transcription de I’ARN viral.
e Assemblage et la libération des virions.

3-1- L’attachement a la membrane plasmique de la cellule de I’hote et la pénétration

intracellulaire du virus:

Le cycle de vie du SARS-CoV-2 dans la cellule de ’hdte commence avec la fixation
(attachement) de la protéine S virale a son récepteur membranaire spécifique qui est
I’enzyme de conversion de 1’angiotensine 2 (ACE2) ; cette fixation se fait via le clivage
protéolytique (par une protéase membranaire appelée protéase sérine trans-membranaire
ou «transmembrane protease serine 2 », TMPRSS2, exprimée a la surface de la
membrane plasmique avec I’ACE2) de la protéine S en deux sous-unités distinctes S1
et S2 ayant des fonctions différentes. La sous-unité S1 est impliquée (a travers son

domaine de fixation au récepteur ou « receptor binding domain, RBD ») dans la fixation
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de la protéine S & son recepteur membranaire ACE2 (au niveau de son résidu hydrate de
carbone) tandis que la protéine S2 est responsable de la fusion de la membrane virale a
la membrane de la cellule de I’hote (S2) favorisant ainsi I’entrée du virus dans la cellule a
travers la voie d’endocytose par récepteur interposé avec formation d’une vésicule
d’endocytose appelée « endosome » contenant le complexe virus-récepteur. On peut, par
anticipation, inférer que tout moyen pharmacologique susceptible de bloquer la fixation
du virus a son récepteur, la fusion de deux membranes ainsi que I’initiation de
I’endocytose par récepteur interposé€ pourra contribuer a minimiser la réplication virale

(Yang et al. 2020 ; EI-Aziz et al., 2020).
3-2-Expression du complexe enzymatique réplicase :

Dans I’endosome, la protéine S du virus se détache, a cause du pH acide de
I’endosome et de I’effet protéolytique des protéases intracellulaires, du récepteur ACE2, il
s’ensuit I’activation de mécanismes de fusion de la membrane virale avec celle de
I’endosome et la libération subséquente de I’ARN génomique viral dans le cytoplasme
cellulaire apres protéolyse de la nucléocapside par les proteasomes. Une fois de plus,
tout moyen pharmacologique susceptible d’augmenter le pH (c’est-a-dire passer du pH
acide au pH alcalin) pourra empécher la libération de I’ARN génomique viral et, partant,

la réplication virale (Yang et al. 2020 ; EI-Aziz et al., 2020).
3-3-Réplication et transcription de I’ARN viral:

Au niveau du cytoplasme commence le processus de réplication et de transcription de
I’ARN par le biais du complexe appelé complexe de réplication et de transcription ou
« replication transcription complex, RTC » fait de protéines non structurales (nsp). 1l
s’ensuit la traduction du RNA du génome viral a polarité positive pour genérer des
réplicases a partir d’ORFla/b. Les réplicases utilisent le génome viral comme template
pour générer d’autres génomes viraux (RNA a polarité négative). La RNA polymérase
produit, par transcription discontinue, une série de RNA messagers (MRNA) sous
génomiques qui seront finalement traduits en protéines virales (structurales et non
structurales). tout moyen pharmacologique a méme de bloquer I’expression des réplicases
ou l’action de la polymérase permettront d’inhiber la réplication et la transcription du

virus déja entré dans la cellule de I’hote (Yang et al. 2020 ; EI-Aziz et al., 2020).
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3-4-Assemblage et libération des virions:

Les protéines virales (structurales et non structurales) et les ARN génomiques viraux vont
étre insérés dans le réticulum endoplasmique (RE) puis transférés dans le compartiment
intermédiaire du RE et de I’appareil de Golgi (« Endoplasmic Reticulum Golgi
Intermediate Compartment, ERGIC ») pour étre assemblés en nouveaux virions ; ces
derniers vont étre transportés via des veésicules et libérés hors de la cellule par exocytose
(Figure 12). D’un point de vue conceptuel, tout moyen pharmacologique, pouvant inhiber

I’assemblage des protéines virales et les ARN messagers en virions ou

s’attaquer directement aux virions libérés hors de la cellule, contribuera au controle de

I’infection a SARS-CoV-2 et la maladie COVID-19 (Yang et al. 2020 ; EI-Aziz et al.,
2020).

SARS-CoV-2 ™
I New SARS-CoV-2

TMPRSS2 ‘ / 1A. Fusion 1B. Endocytosis

3. Translation C?o/ @ 9. Virion release
(Protein synthesis) 2. Viral RNA

saloae
Ribosome release

\
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Polypeptide ‘ End, Lysosome
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Figure 12 :Cycle de vie du SRAS-CoV-2. Le cycle comprend neuf étapes principales: Etape 1, entrée
du virus par fusion (1A) ou endocytose (1B); étape 2, libération d’ARN viral; étape 3, traduction de la
protéine de la machinerie de réplication virale; étape 4, protéolyse; étape 5, réplication de I'ARN;
étape 6, transcription sous-génomique; étape 7, traduction de la protéine de structure virale; étape 8,

assemblage du virion; et étape 9, libération du virion.
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4-Fonctions des protéines non-structurales dans la réplication des coronavirus :

Plusieurs protéines non-structurales sont impliquées dans la réplication de I’ARN des CoV.
Cependant, les fonctions de certaines de ces protéines sont inconnues ou mal comprises.
Parmi les fonctions connues citons nspl qui dégrade les ARN messagers cellulaires, nsp4 et 6
qui participent a la formation de la vacuole de réplication, nsp13 une hélicase, nsp5 la
protéase principale. La protéine nsp12 est la réplicase (ARN polymérase ARN dépendant et
résulte du changement de phase lors de la synthéese des polypeptides ppla et pplab. Les
quatre protéines structurales sont essentielles pour I’assemblage des virus et I’infection des
CoV. Les homotrimeres des protéines S constituent les spicules de la surface du virus. La
protéine M a trois domaines transmembranaires, elle favorise la courbure de la membrane et
se lie a la nucléocapside. La protéine E joue un role dans I’assemblage du virus et est
impliquée dans la pathogenese virale. La protéine N contient deux domaines qui se lient au

génome du virus via différents mécanismes. Il est rapporteé que la protéine N peut se lier a

nsp3 pour faciliter ’attachement du génome au CRT et favoriser I’encapsidation du
génome. La protéine N est antagoniste de I’interféron (IFN) et répresseur de I’interférence

a ARN qui semble étre bénéfique pour la réplication virale.(Jean., 2021)

Protéine Fonction Référence

(Huang et al., 2020 ; Tanaka et al.,
Nspl Favorise la dégradation de 'ARNM | 5950

cellulaire et bloque la traduction des
cellules hétes, entraine le blocage

de la réponse immunitaire innée

Nsp2
P Aucune fonction connue, se lie aux | (Graham et al., 2005 ; Cornillez-

protéines prohibitin Ty., 2006)
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Nsp3

Protéine transmembranaire de
grande taille a domaines multiples,

les activités comprennent:

* Domaines Ubl1 et Ac,

interagissent avec la protéine N

* Activité ADRP, favorise

I'expression des cytokines

* Domaine PLPro / Deubiquitinase,
clive la polyprotéine virale et
bloque la réponse immunitaire

innée de I'hote

* Domaines Ubl2, NAB, G2M,

SUD, Y, fonctions inconnues

(Chatterjee et al., 2009 ; Ziebuhr
et al., 2001)

Nsp4

Protéine d'échafaudage
transmembranaire potentielle,
importante pour la bonne structure

des DMV

(Clementz et al., 2008 ; Gadlage et
al., 2010)

Nsp5

Mopro, clive la polyprotéine virale

(Lu et al., 1995)

Nsp6

Protéine d'échafaudage

transmembranaire potentielle

(Oostra et al., 2008)

NSP7

Forme un complexe
hexadécamérique avec nsp8, peut
agir comme une pince de

processivité pour I'ARN polymérase

(Zhai et al., 2005)

NSP8

Forme un complexe
hexadécamérique avec nsp7, peut
agir comme une pince de

nsplprocessivité pour I'ARN

(Zhai et al., 2005 ; Imbert et al.,
2006)
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polymérase; peut agir comme

primase
(Eglof et al., 2004)
NSP9 Protéine de liaison a I'ARN
NSP10 Cofacteur pour nspl6 et nspl4, (Bouvet et al., 2010 ; Decroly et
forme un hétérodimere avec les al., 2011)

deux et stimule I'activité ExoN et 2-

O-MT
(Xu et al., 2003)
Nspl2 RdRp
Nsp13 ARN hélicase, 5 ' triphosphatase (Ivanov et al., 2004 ; lvanov et al.,
2004)
(Eckerleetal., 2010 ; Chen et al.,
Nspl4 N7 MTase et 3-5 ‘exoribonucléase, | 2009)

ExoN; La N7 MTase ajoute un
plafond de 5 pi aux ARN viraux,
I'activité ExoN est importante pour

la relecture du génome viral

(Bhardwaj et al., 2006 ; Ivanov et
Nspl15 Endoribonucléase virale, NendoU al., 2004)

(Decroly et al., 2008 ; Zust et al.,
Nspl6 2'-O-MT; protége I'ARN viral de la | 2011)

reconnaissance de MDA5

Tableau 02 : Fonctions des protéines non structurelles du coronavirus (nsps).
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Chapitre 03 L’ARN polymérase dépendante de LARN

1-Définition:

L'ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp) (I’ARN polymérase), également connue sous le
nom de nsp12, est un composant central du complexe de réplication et de transcription du
virus et gere la réplication et la transcription de I'ARN viral (Subissi al,, 2014). Nsp12 présente
des activités de polymérase significatives avec l'aide d'autres cofacteurs, nsp7 et nsp8, tandis
que nsp12 lui-mé&me montre une activité catalytique limitée ou nulle (Subissial, 2014 ;
Kirchdoerfer et al,,2011). Ainsi, nsp12-nsp7-nsp8 est défini comme le composant de base
minimal pour la réplication de I'ARN viral. La structure du complexe SARS-CoV-2 RdRp
consiste en une unité catalytique centrale nspl12, un hétérodimere nsp7-nsp8 (nsp8-1) et une

sous-unité nsp8 supplémentaire (nsp8-2).
2-Structure :
2-1-Reésolution :

La structure cristalline de RdRp a été téléchargée a partir de PDB (ID 6M71) avec une
résolution rapportée de 2,90 A. L'ARN polymérase dépendante de I'ARN est une protéine
multimarque. Le complexe minimum requis pour son bon fonctionnement est complété par la
fixation de trois peptides protéiques supplémentaires (nsp7-nsp8 et un nsp8 supplémentaire)

au polymere de noyau qui est la chaine A et contient 851 résidus d'acides aminés.

Figure 13: ARN polymérase dépendant de I’ARN du SARS CoV-2 (NSP12) en complexe
avec des cofacteurs NSP7 et NSP8.
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2-2-Caractérisations :

Nsp12 se compose de trois domaines, le domaine N-terminal N-terminal de la nucléotidyl-
transférase associée au nidovirus RdRp (NiRAN) (D60-R249), le domaine C-terminal RdRp
(S367-F920) ainsi qu'un domaine d'interface (A250-R365) reliant les deux (Gao et al., 2020).
A l'extrémité N-terminale, un motif en épingle a cheveux béta se lie a l'interface entre le sous-
domaine palm et le domaine NiRAN (Peng et al., 2020).Le domaine catalytique est un
domaine RdRp de la main droite, composé de trois sous-domaines : le doigt, la paume et le
pouce. Avec le pouce, le long doigt étendu forme une structure en anneau fermé. Il contient
les motifs A-F qui sont hautement conservés parmi les RdRps viraux et le motif G (Peng et
al., 2020). Les motifs A-E composent le site actif au niveau du sous-domaine de la paume, le
motif C se liant a I'extrémité 3' de la matrice d'/ARN. Les motifs F et G sont situés dans les
doigts et sont responsables du positionnement de la matrice d’/ARN, tandis que le premier tour
de I'ARN est lié entre les doigts et le pouce (Hillen et al., 2020). Le bout du doigt est constitué
du motif F, interagissant avec le sous-domaine du pouce et la boucle d'extension du doigt. Les
boucles d'extension des doigts, elles-mémes soutenues par des interactions avec
I'nétérodimere nsp7-nsp8.1, stabilisent la boucle du bout des doigts (Peng et al., 2020). La
partie principale de l'interaction du complexe nsp7-nsp8 avec nspl12 a le nsp7 au-dessus du
sous-domaine du pouce, alors qu'il stabilise la conformation des boucles d'extension des
doigts. Le second nsp8 (nsp8.2) se lie au sommet du sous-domaine finger et au domaine
d'interface et forme une conformation significativement différente de nsp8.1 (Peng et al.,
2020). Pour entrer dans la chambre catalytique, I'ARN est guidé a travers I'entrée de la
matrice, stabilisé par les boucles d'extension du bout des doigts et des doigts. A l'arriére du
sous-domaine de la paume se trouve un canal permettant au nucléotide triphosphate d'entrer
dans le site actif. Le duplex d'ARN, composé de matrice et de produit, peut sortir a I'avant de
la polymérase et doit ensuite étre séparé dans d'autres étapes par d'autres nsp pour fonctionner
(Peng et al., 2020). Des études suggérent une interaction entre la nsp12 et I'hélicase nsp13
(PDB : 6XEZ), car des complexes stables peuvent étre formés de ces deux protéines.
L'hélicase en complexe avec le complexe de réplication-transcription pourrait jouer un role
dans un éventuel retour en arriere (Chen et al., 2020). Les structures de complexes publiées a
ce jour avec nspl2 incluent 6M71, 6NUR, 6BTF, 7C2K, 7BZF, 7BV2, 6XEZ, 6XQB, 7CTT,
7BV1, TBW4 et 6YYT.
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L'hétérodimére nsp7-nsp8 se lie au-dessus du sous-domaine du pouce et stabilise l'interface
pouce-doigt. Nsp7 apporte une contribution majeure a la liaison de I'hétérodimere a nsp12,
tandis que nsp8 ne contacte que quelques résidus de nspl12. L'autre copie de nsp8 (nsp8-2) se
trouve au sommet du sous-domaine finger et forme des interactions supplémentaires avec le

sous-domaine d'interaction (Yin et al,, 2020).
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Figure 14 : Caractérisation de la Structure du RdRp (ARN polymérase) de SARS CoV-2. (A) :
Organisation du domaine et les motifs (A-G) de 2019- nCoV nspl12. (B) : Diagramme en ruban de la
chaine polypeptidique 2019-nCoV nspl12 dans trois vues perpendiculaires.
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3-Les cofacteurs du complexe RdRp :
3-1-Coronavirus nsp7 :

La structure du SARS-CoV nsp7 a 83 acides aminés a été déterminée en utilisant a la fois la
RMN (Peti et al., 2005) et la cristallographie aux rayons X (Zhai et al., 2005), cette derniere
étude résolvant la structure d'un super complexe hexadécamérique consistant en nsp7 et nsp8
recombinants. Dans les deux structures, le pli nsp7 comprend quatre hélices, mais leur
position et leur orientation spatiale sont assez différentes, ce qui suggére que la conformation
de la protéine est fortement affectée par I'interaction avec nsp8, en particulier lorsqu'elle
concerne 1'hélice a4 (Johnson et al., 2010 ). Des études de genetique inverse ciblant des résidus
specifiques dans le SRAS-CoV nsp7 ont confirmé I'importance de la protéine pour la
réplication du virus ( Subissi et al., 2014b ),bien que I'impact des mutations ponctuelles ait été
plus faible que prévu sur la base de la caractérisation biochimique de 'ARN- propriétés de

liaison des complexes protéiques contenant nsp7 in vitro. Figure 15 (PDB : 7JLT)
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Figure 15 : Structure cristalline de la protéine non structurelle nsp7 cofacteur de RdRp.
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3-2-Coronavirus nsp8:

La sous-unité nsp8 de ~ 200 acides aminés a d'abord occupé le devant de la scene en raison de
deux études, la premiére décrivant une structure hexadécamérique fascinante composée de
huit copies chacune de nsp7 et nsp8 ( Zhai et al., 2005 ),et la seconde rapportant une activité
ARN polymérase « secondaire » spécifique de nsp8 ( Imbert et al., 2006 ) qui était impliquee
dans le mécanisme d'initiation de la synthése de 'ARN CoV. le SRAS-CoV nsp8 a été signalé
comme étant un partenaire d'interaction de nombreuses autres protéines virales (y compris
nsp2, nsp3 et nsp5 a nspl6), bien que la plupart de ces interactions restent a vérifier dans la
cellule infectée ( von Brunn et al., 2007 ) Figure 16 (PDB : 7JLT).

Figure 16 : Structure cristalline de la protéine non structurelle nsp8 cofacteur de RdRp.
4-Complexe de coronavirus nsp7 et nsp8 :

les SARS-CoV recombinants purifiés nsp7 et nsp8 se sont auto-assemblés dans le
supercomplexe hexadécamérique dont la structure a été déterminée a une résolution de 2,4 A
(Zhai et al., 2005). Le complexe a été décrit, et également visualisé par microscopie
électronique, comme une structure creuse en forme de beignet dont le canal central est bordé
de chaines latérales chargées positivement. Une combinaison de modélisation structurelle,
d'études de liaison a 'ARN et de mutagenése dirigée a conduit a I'nypothése que le complexe

pourrait glisser le long de I'ARN viral en cours de réplication avec d'autres protéines virales,
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peut-étre en tant que facteur de processivité pour le RdRp. Au sein de I'hnexadécamere nsp7-
nsp8, le SARS-CoV nsp8 s'est avéré adopter deux conformations différentes. Ceux-ci ont été
nommeés « club de golf » et « club de golf avec un manche courbé » (Zhai et al., 2005), la téte
globulaire du club de golf étant considérée comme un nouveau pli. Bien que les structures du
coronavirus félin (FCoV) nsp7 et nsp8 se soient avérées ressembler a leurs équivalents SARS-
CoV, elles se sont avérées s'assembler en un complexe d'ordre supérieur assez différent, avec
deux copies de nsp7 et une seule copie de nsp8 formant un hétérotrimeére ( Xiao et al., 2012 ).
Des études biochimiques et de génétique inverse ont mis en évidence un rdle important dans
la synthése d'ARN pour les résidus nsp8 du SRAS-CoV K58, P183 et R190, dont le
remplacement était mortel pour le SRAS-CoV. Parmi ces résidus, P183 et R190 ont été
postulés pour étre impliqués dans les interactions avec nsp12, tandis que K58 peut étre
critique pour les interactions nsp8-ARN (Subissi et al., 2014b). Des études de génétique inverse
ciblant les signaux de réplication de I'ARN 3'-proximaux dans le genome du MHYV ont fourni
des preuves solides d'une interaction entre nsp8 et ces structures d'’ARN (une "tige-boucle
renflée” et un pseudo-nceud d'ARN). Lors de la réalisation d'une insertion particuliere de 6
nucléotides dans le pseudo-nceud d'ARN, qui a fortement affecté la réplication du MHV, de
multiples mutations suppressives ont évolué, dont plusieurs mappées a la région genomique
codant pour nsp8 et nsp9 (Zust et al., 2008). Ces interactions ont été postulées pour faire partie
d'un commutateur moléculaire qui contréle la synthese d'’ARN a brin negatif, ou son initiation
a partir de I'extrémité 3' du génome viral ( te \Velthuis et al., 2012, Ziist et al., 2008 ). A l'aide
d'approches de criblage basées sur destests de pull-down de lalevure a deux hybrides et de la
glutathion S- transferase (GST), le SRAS-CoV nsp8 a été signalé comme étant un partenaire
d'interaction de nombreuses autres protéines virales (y compris nsp2, nsp3 et nsp5 a nspl6),
bien que la plupart de ces interactions restent a vérifier dans la cellule infectée ( von Brunn et

al., 2007 ).
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Figure 17: Structure cristalline de I'hexadécamere SARS-CoV nsp7-nsp8 (pdb 2AHM ) ( Zhai et al.,
2005 ). Le SRAS-CoV recombinant purifié nsp7 et nsp8 se sont avérés s'auto-assembler en un
supercomplexe dont la structure a été déterminée & une résolution de 2,4 A. (A) Le complexe forme
une structure creuse en forme de beignet dont le canal central est bordé de chaines latérales chargées
positivement (en bleu ) et a été postulé pour médier la liaison a I'ARN double brin. L'extérieur de la
structure est principalement chargé négativement (rouge) d'ombrage de surface). (B et C) Le SARS-
CoV nsp8 ressemble a une forme de « club de golf » qui peut adopter deux conformations, comme
présenté ici en orange et vert. Ces conformations nsp8 sont intégrées dans une structure
hexadécamérique beaucoup plus grande, composée de huit sous-unités nsp8 et de huit sous-unités
nsp7, dont une est ombrée en ROSE. En (B), I'nexadécameére est représenté sur le fond du tracé de

surface présenté en (A).

5-Interaction de nsp12 (RdRp) avec nsp7 et nsp8 :

Nsp7 se lie a Nsp8 (8 sous-unités de chacune) pour former un hexadécamére connu sous le
nom de complexe de primase qui interagit avec 'ARN polymérase ARN-dépendante (Nsp12)
et forme un complexe hétéro-oligomere (Nsp12-Nsp7/Nsp8) qui peuvent participer a la
réplication du SARS-CoV-2. De plus, ces Nsps peuvent synthétiser beaucoup plus longtemps
produits que les polymeéres oligonucléotidiques. Nsp8 était devrait avoir des adhésines,

essentielles pour lI'adhérence virale et invasion d'hétes.

Le complexe de synthése de I'ARN du CoV est régi par un grand nombre d'interactions
protéine-protéine. Nsp7 et nsp8 ont tous deux des roles essentiels dans la formation et

I'activité de la machinerie de synthese d'ARN (Subissi et al., 2014).
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La structure Co-cristalline du SARS-CoV nsp7 et nsp8 a démontré que le domaine de la téte
C-terminale nsp8 se replie autour du faisceau hélicoidal nsp7 (Zhai et al.,2005). La région N-
terminale de nsp8 (1-81) adopte une conformation plus étendue ou désordonnée. Dans
I'empilement cristallin de la structure nsp7-nsp8, les auteurs ont émis I'hypothese de la
formation d'un complexe protéique hétéro-hexadécamere .nsp8 a également été suggéré de
posséder une activité de polymérisation de courts oligonucléotides d’ARN proposés pour étre
utilisés comme amorces lors de la synthése d'’ARN (Imbert et al,, 2006). La mutagenése a
suggéré que cette activité primase se situe dans la région N-terminale de nsp8 et nécessite la
formation de grands complexes oligomeres pour rapprocher les résidus du site actif (Imbert et
al., 2006 ; te Velthuis., 2012). Cependant, des travaux plus récents ont montré que le complexe
SARS-CoV nsp7-nsp8-nspl2 était capable d'une initiation de novo et que cette activité

dépendait du site actif de la polymérase nspl2 (Subissi et al., 2014).
6-Le domaine NiRAN de RdRp :

Depuis la délimitation des frontiéres du produit de clivage de la réplicase contenant le CoV
RARp ( Boursnell et al., 1987 , Gorbalenya et al., 1989 ), qui est maintenant connu sous le nom de
nspl2, il était clair que la protéine doit étre une sous-unité multidomaine , avec le domaine
canonique RdRp occupant approximativement sa moitié C-terminale. Ce n'est que récemment
que les premiers indices sur certaines des propriétés et fonctions possibles de la partie N-
terminale de nspl12 ont été obtenus (Lehmann et al., 2015). Une analyse bioinformatique
renouvelée dans l'ordre (toujours en expansion) des nidovirales a révélé que la sous-unité de
réplicase contenant le nidoviral RARp contient un domaine N-terminal conservé de 200 a 300
résidus (~ 225 résidus dans CoV nsp12). Dans CoV nspl2, environ 175 résidus séparent les
domaines NiRAN et RdRp, laissant un espace pour la présence d'un domaine supplémentaire

entre les deux.

Sur la base principalement des données biochimiques obtenues avec I'homologue de
l'artérivirus, il a été conclu que le domaine N-terminal possédait une activité de
nucléotidylation essentielle et a donc été nommé nucléotidyltransférase associée au nidovirus
RdRp (NiRAN) (Lehmann et al., 2015). La conservation du NiRAN s'est avéerée inférieure a
celle du domaine RdRp en aval, mais I'analyse a suggéré que les contraintes évolutives sur

NIiRAN étaient similaires dans différentes lignées de nidovirus, ce qui serait conforme a une
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fonction conservéee. Gorbalenya et ses collégues ont identifié trois motifs NiRAN clés (A-B—
C) contenant sept résidus invariants, les domaines B et C étant les plus conservés (Lehmann et
al., 2015). L'identification du domaine NiRAN a en outre été étayée par la conservation de ses
éléments de structure secondaires prédits dans différentes familles de nidovirus. Des
recherches approfondies dans les bases de données n'ont pas révélé d'homologues potentiels
de NiRAN dans le monde viral ou cellulaire, bien qu'il ne soit pas exclu que le domaine ait
divergé des ancétres cellulaires a un niveau qui empéche leur identification avec les séquences
et outils actuellement disponibles. Néanmoins, sa présence unique dans les nidovirus et son
association avec l'important domaine RdRp suggérent que NiRAN peut étre un régulateur
crucial ou un partenaire d'interaction du domaine RdRp en aval qui doit avoir été acquis avant
que les lignées de nidovirus actuellement connues ne divergent. NiRAN et le domaine de
liaison au zinc (ZBD) associé a la protéine nsp13-hélicase sont les seuls marqueurs génétiques

uniques de l'ordre des Nidovirales identifiés a ce jour.

Principalement en raison du manque de quantités suffisantes de CoV nsp12 recombinant, la
caractérisation biochimique préliminaire du NiRAN a été limitée a son homologue artérivirus,
en utilisant le nsp9 recombinant du virus de l'artérite équine (EAV) (Lehmann et al.,

2015). Pour 'EAV et le SARS-CoV, il a pu étre démontre que le remplacement des residus
NIiRAN conservés peut paralyser ou bloquer completement la réplication du virus dans les
cellules en culture. Une combinaison d'essais biochimiques a révelé qu'in vitro, le domaine
NiRAN présente une concentration spécifique, Mn 2 *-activité enzymatique dépendante qui
entraine l'auto-nucléotidylation de I'EAV nsp9. L'activité a été abolie lors de la mutagenése
des résidus clés conservés dans les motifs NiRAN A, B et C. Bien que 'UTP se soit avére étre
le substrat préféré pour l'activité de nucléotidylation in vitro de NiRAN, le GTP pourrait
également étre utilisé, bien que moins efficacement. Il a été conclu que le résidu de lysine
conservé dans le motif A (I'équivalent EAV de Lys-73 dans le SRAS-CoV nspl2) était le
résidu cible le plus probable pour la nucléotidylation via la formation d'une liaison

phosphoamide.

Bien que lI'importance des domaines NiRAN de l'artérivirus nsp9 et du coronavirus nps12 ait
été confirmée par les résultats d'études de genétique inverse (Lehmann et al., 2015).Le rble des
adduits protéine-nucléoside produits dans la réplication virale reste incertain a I'heure

actuelle. En fait, la double spécificité unique de I'UTP et du GTP semble s'opposer a deux
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fonctions NiRAN potentielles initialement considérées (Lehmann et al., 2015). Le premier
d'entre eux était un réle d'’ARN ligase, un type d'activité cependant qui dépend généralement
de I'ATP. Le second était son implication dans la synthése des structures de coiffe

d’ARNm. L'une des quatre enzymes nécessaires a ce processus, la cruciale guanylyl
transférase (GTase), reste encore a identifier pour les CoV. Cependant, la préférence de
substrat de NiRAN pour I'UTP par rapport au GTP est difficile a concilier avec cette
hypotheése et n'a pas été observée pour d'autres GTases impliquées dans le coiffage de
I'ARNmM. La troisiéme hypothese qui a été avancée renvoie a la question ouverte de l'initiation
de la synthése de I'ARN du coronavirus, qui est vraisemblablement une étape dépendante de
I'amorce. La nucléotidylation de Nsp12 pourrait étre envisagée pour jouer un role dans la
synthese d’ARN amorcee par des protéines, une stratégie utilisée, par exemple, par les
picornavirus et leurs parents, (Paul et al., 2000). La premiere étape de la synthese de la «
protein primer » est une étape de nucléotidylation au cours de laquelle un nucléotide
monophosphate est lié de maniere covalente a la VPg. NiRAN pourrait étre impliqué dans un
mécanisme similaire directement ou indirectement, en transférant le nucléotide lié a un autre
joueur protéigue. Bien qu'un tel mécanisme revolutionnerait definitivement le concept de
I'initiation de la synthese de 'ARN du CoV, il est clairement peu compatible avec certaines
des données actuellement disponibles, telles que la présence signalée d'une structure de coiffe
5' (plutét qu'une molécule de type VPg) sur les ARNm du CoV. De toute évidence, la
caractérisation plus approfondie du NiRAN est nécessaire pour combler les lacunes actuelles
dans les connaissances, a commencer par la caractérisation biochimique d'un domaine CoV
NiRAN.

6-La synthése de I’amorce indispensable pour ’activité de RdRp :

RdRp devrait étre I'enzyme centrale responsable de la réplication virale. (Bost et al.,

2000). Dans les CoV, RdRp catalyse la synthése du génome d’ARN en utilisant le brin d'ARN
(+) comme matrice pour produire un brin d'ARN (-) complémentaire a partir de la queue 3'-
poly-A. Il existe deux mécanismes moléculaires plausibles pour l'initiation de la synthése
d'’ARN génomique par RdRp : la synthése d’ARN de novo (indépendante de lI'amorce) et la
synthese d'ARN dépendante de I'amorce. . Au cours
de la synthése de novo, I'ARN génomique est progressivement synthétisé par la formation

d'une liaison phosphodiester composée d'un groupe 3'-hydroxyle lié au groupe 5'-phosphate
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du nucléotide suivant. Dans le cas d'une synthese dépendante d'une amorce, un nouvel ARN
complémentaire de la matrice est généré par appariement de bases sous la direction d'un
oligonucléotide ou d'une amorce protéique. De plus, quatre ribonucléotides triphosphates
cellulaires (rNTP), ATP, GTP, CTP et UTP fournissent les substrats de matrice reconnus par
RdRp. Agissant en tant que cofacteurs essentiels dans la réaction de polymérisation, les ions
métalliques divalents magnésium (Mg) et manganese (Mn) coordonnent les aspartates

catalytiques et favorisent les réactions avec les INTP. (Ogden et al,,2012).
7-Mécanisme de réplication de génome viral :

RdRp catalyse la synthese d'un brin d’ARN naissant en ajoutant des unités ribonucléotidiques
a I'extréemiteé 3'-hydroxyle, construisant la molécule d’/ARN dans la direction 5'-3'. Pour mener
a bien son activité polymérase, RdRp nécessite une matrice d'ARN, des ribonucleotides 5'
triphosphates (ATP, GTP, UTP et CTP) comme précurseurs des unités nucléotidiques de
I'ARN naissant, et deux ions magnésium (Mg 2*) dans le site actif qui catalysent la formation
de liaisons phosphodiester. La polymérase peut également lier les ions zinc (Zn 2*) avec une
coordination tétraédrique dans un site qui est situé en dehors du site catalytique, ou ces ions
jouent un réle structurel (Gao et al,,2020 ; Malet et al, 2008 ; Zhao et al,,2015). L'arrangement
structurel de la RdRp forme deux canaux qui se rencontrent sur le site actif. Le canal principal
accueille la matrice d'ARN, tandis que le canal secondaire permet l'inclusion de nucléotides
entrants triphosphate (NTP).Les NTP de I'ARN nouvellement synthétisé sont inserés selon les
regles d'appariement des bases de Watson-Crick : U/A est inséré dans le brin d’ARN naissant
pour s'apparier avec A/U de la matrice d'ARN, tandis que G/C est inséré pour s'apparier avec
C/G. Dans la réaction catalytique, le groupe 3'-hydroxyle de I'ARN naissant agit comme un
nucléophile, attaquant le -phosphate du NTP entrant et libérant une molécule de

pyrophosphate (PPi)

Ce processus est favorisé par lesions Mg 2 qui sont coordonnés avec une géométrie
octaédrique par les groupes phosphate du NTP entrant, et par les trois résidus aspartates qui
sonthautement conservés parmi les difféerents RdRps viraux. Plus précisément,
un ion Mg 2* favorise l'attaque nucléophile du groupe 3'-hydroxyle de I'ARN naissant vers le -

phosphate du NTP entrant, tandis que l'autre ion Mg 2* facilite le détachement de la molécule
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PPi. Ce mécanisme de réaction est partagé par tous les RdRps, et il est communément appelé

« catalyse a deux ions métalliques » (Carvalho et al., 2011).

Le RdRp peut initier la synthese d'ARN soit a partir de I'extrémité de la matrice d'/ARN, soit
en reconnaissant une séquence de promoteur interne (Buck et al, 1996). Des études mutagénes
ont montré que des altérations de la structure secondaire de I'ARN peuvent affecter son

interaction avec le RdRp et interférer avec le processus catalytique (Siegel et al., 1998).
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Chapitre 04 L'ARN polymérase de SARS CoV-2 comme cible thérapeutique

1-RdRp comme cible thérapeutique :

Le RdRp est essentiel pour la réplication de I'ARN viral et constitue également une cible
medicamenteuse prometteuse pour le traitement de COVID-19. Tout d'abord, comme d'autres
protéines du SRAS-CoV-2, RdRp n'a pas les homologues des cellules hotes en relation
fermée. Ainsi, le ciblage de RdRp peut contourner les effets secondaires non

ciblés. Deuxiémement, les motifs catalytiques actifs de RdRp sont hautement conservés parmi
les virus @ ARN, faisant de RdRp une cible de médicament antiviral attrayante pour un large
spectre de virus. Plusieurs inhibiteurs d'analogues nucléosidiques ont montré des activités
inhibitrices contre un large spectre de virus a ARN (Campagnola et al., 2011). Enfin, la
réutilisation des médicaments ciblés le RdRp reste une stratégie prometteuse pour le
traitement du COVID-19. Les médicaments développés pour d'autres virus, comme le
favipiravir, un medicament antigrippal (Du et al., 2020), le sofosbuvir, un meédicament anti-
virus de I'hépatite C et le medicament antiviral a large spectre ribavirine, sont en cours
d'évaluation dans le cadre d'essais cliniques pour le traitement du COVID-19 (base de
donnees Clarivate Analytics Integrity (ClinicalTrials.gov).Une variété de médicaments
antiviraux et de produits naturels ont été suggérés comme candidats principaux contre
COVID-19 par le biais d'un criblage virtuel base sur un modele homologue et d'un amarrage
moléculaire (\Wu et al., 2020 ; Naik et al., 2020 ; Elfiky et al., 2020). De plus, une
combinaison des inhibiteurs de RdRp avec des médicaments antiviraux ciblant d'autres
proteines virales et immunomodulateurs peut fournir une stratégie prometteuse pour la
thérapeutique de COVID-19.
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2-Méthodes (bioinformatiques) utilisées pour la découverte des médicaments inhibiteurs
du RdRp :

Différentes approches bioinformatiques sont utilisées pour identifier, évaluer et développer
des inhibiteurs potentielsciblant le RdRp de SARS CoV-2:

2-1-Préparation des chimiothéques :

Une chimiothéque est une banque qui regroupe une collection de substances de synthese

et /ou d’extraits naturels. Cette collection de composés est un outil stratégique pour la
recherche de nouveaux médicaments. En effet, les chercheurs peuvent y puiser des molécules
pour les utiliser a des fins de recherche, dans I’espoir de découvrir des candidats meédicaments
prometteurs. Il existe a I’heure actuelle deux grands types de chimiotheques réelles et

virtuelles (ZINC, PubChem).

La base de données PubChem est utilisée pour récuperer les structures 3D des petites
molécules utilisées dans cette étude (Kim et al., 2015 ). Le logiciel SCIGRESS 3.4 est utilisé
pour optimiser les composés et activer (ajout de groupe triphosphate en position 5') les petites
molécules pour étre prétes pour les expériences d'amarrage (Elfiky & Elshemey, 2016 ;
Summers et al., 2012 ). L'optimisation de la géométrie des ligands est réalisée par le champ de
force classique MM3, suivi de la méthode de paramétrage semi-empirique 6 (PM6) (Lii &
Allinger, 1989 ; Stewart, 2007 ). Apres cela, la théorie fonctionnelle de la densité
(fonctionnelle B3LYP) est utilisée pour optimiser davantage les molécules et s'assurer que les

molécules dans son énergie minimale (Elfiky et al.,2017 ; Leach, 2001 ; Stewart, 2007 ).
2-2-Modalisation RdRp :

La modélisation moléculaire consiste a construire des modeles des molécules ou d'ensemble
de molécules, A pour but de prévoir la structure et la réactivité et les propriétés
physicochimiques des molécules ou des systéemes des molécules.Le serveur Web Swiss Model
est utilisé pour construire le modéle RdRp 3D de tous les atomes pour le SRAS-CoV-2 en
utilisant le numéro d’accession ( NC _045512.2 ) récupéré du National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (Biasini et al., 2014 ; Elfiky, 2020a , 20200 ;

NCBI., 2020 ). La structure résolue du SRAS HCoV (ID PDB : 6NUR, chaine A) est ensuite
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utilisée comme modele (identité & 97,08 %) (Kirchdoerfer & Ward, 2019 ). Le modele est
valide sur la base du Structure Analysis and Verification Server (SAVES) de I'Université de
Californie, Los Angeles (UCLA). ( Eisenberg et al., 1997 ; Hooft et al., 1996 ; Joan

Pontius, 1996 ; Laskowski et al.,1996 ; Sauvegarde, 2020 ). Aprés la validation, le modéle est
soumis & une simulation de dynamique moléculaire (MDS) pendant 51 ns. Le logiciel NAMD
est utilisé pour effectuer les calculs MDS en utilisant le champ de force CHARMM 36
(Phillips et al., 2005 ). Le modele d'eau TIP3P est utilisé comme solvant avec NaCl ajouté
(0,154 M) au systéme protéine-eau (Mark & Nilsson, 2001). L'eau est minimisée (gradient
conjugué), suivie de la minimisation du systéme protéique pour 10 000 pas chacun. La
température est ajustée lentement pour atteindre 310 K, puis une analyse d'équilibrage est
effectuée avec I'ensemble NPT (nombre constant de molécules, pression et température)
pendant 1 ns. Ceci est suivi par le cycle de production a I'ensemble NVT (nombre constant de
molécules, volume et température) pendant 51 ns (Elfiky & Elshemey, 2018 ; Elfiky &
Ismail, 2019 ; Ismail etal., 2020 ). Le progiciel chimera est utilisé pour effectuer une analyse
de clustering des trajectoires de production conduisant a 8 clusters différents (Pettersen et

al., 2004). Un modele de proteine représentatif est sélectionné dans chaque groupe pour étre

utilisé dans les expériences d'amarrage.
2-3-Amarrage moléculaire :

L'amarrage moléculaire est I'une des méthodes les plus fréquemment utilisées conception de
médicaments basée sur la structure, en raison de sa capacité a prédire la conformation de
liaison de petite molécule ligands a la cible appropriée site de liaison. La caractérisation du
comportement de liaison joue un réle important dans conception rationnelle des médicaments

ainsi que pour élucider les processus biochimiques fondamentaux.

Le logiciel AutoDock Vina a été utilisé dans toutes les expériences d'amarrage, avec les huit
modeéles représentatifs du SARS-CoV-2 RdRp comme cibles d'amarrage (Trott &

Olson., 2010). Le serveur Web Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP) (Technical
University of Dresden) est utilisé pour exploiter les complexes d'amarrage (Salentin et

al., 2015).
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3-Evaluation et développement des inhibiteurs potentiels de RdRp du SARS CoV-2 :

Différents inhibiteurs nucléosidiques/nucléotidiques de la polymérase ont été rapportés ou

suggéres comme étant efficaces contre Il'infection par le SRAS-CoV-2 :

3-1-Remdesivir : (Code PDB : 7b3b)

Une petite molécule GS-5734, appelée RDV, est un promédicament monophosphoramidate
d'un analogue de I'adénosine actuellement a I'étude contre le SRAS-CoV-2. Bien gu'il n‘ait pas
été approuvé par la FDA, le RDV a présenté une activité a large spectre trés efficace contre
divers virus a la fois dans des cellules en culture et des modeles animaux. Les valeurs

de concentration efficace demi-maximale (CE 5o ) de RDV ont été rapportées pour HCoV-
229E (0,024 £ 0,018 uM dans les cellules d'hépatome humain [Huh7]), HCoV-OC43 (0,15 £
0,015 uM dans les cellules Huh7), MERS-CoV (0,074 uM dans les cellules epithéliales
primaires des voies respiratoires humaines [AOH], 0,09 uM dans les cellules Calu-3), le
SRAS-CoV (0,069 uM dans les cellules HAE), le deltacoronavirus porcin (0,02 uM dans les
cellules Huh?) et le virus de I'népatite murine (MHV ; 0,03 uM dans les cellules tumorales
ceérébrales retardees)(Sheahan et al., 2017 ; Sheahan et al., 2020). Sur la base de
I'activitéantivirale in vitro favorable du RDV, il a été davantage testé dans des
modelesanimaux de différentes infections virales. Dans un modéle murin d'infection par le
SRAS-CoV et un modele macaque rhésus de la maladie MERS, I'administration de RDV a
efficacement réduit les charges virales pulmonaires et amélioré les symptomes pathologiques
(Sheahan et al., 2017 ; Wit et al., 2020). De plus, il a également été démontré que le RDV agit
contre le virus Ebola (EBOV) dans des modéles de primates non humains (\Warren et al., 2016
: Mulangu et al., 2019) . De plus, il semble qu'il existe une barriere génétique élevée pour le
développement de mutations résistantes au GS-5734 en raison des résidus fonctionnels
conservés (F476L et V553L dans le domaine des doigts de nsp12) dans le MHV ou le SARS-
CoV (Agostini et al., 2018). L'analyse d'amarrage moléculaire a montré une valeur de -7,6
kcal/mol d'énergie de liaison entre le RDV et le SARS-CoV-2 RdRp. (Elfiky, 2020a). Dans la
conformation de liaison a faible énergie générée, le RDV a été installé au bas du canal de
matrice d'’ARN et a formé des interactions avec les acides aminés clés situés dans la poche de
liaison (Wu et al., 2020). Gordon et al ont montré que le triphosphate de RDV était incorporé

dans I'ARN remplacant la liaison de I'ATP avec la matrice de contrepartie uridine (U), et la
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terminaison retardée a une position spécifique i + 3 pour entraver la réplication du SRAS-,
MERS- et SARS-CoV -2 directement (Gordon et al., 2020). Dans les cellules Vero E6, le
RDV a fortement bloqué l'infection virale a faible concentration micromolaire et a montré un
indice de sélectivité élevé (SI = CC 50 /EC 50, EC 50 =0, 77 uM; CC 50 > 100 uM; SI > 129,
87) (Wang et al., 2020). Les données obtenues a partir d'analyses quantitatives de
transcription inverse-polymérase en chaine et d'analyses par transfert Western a un stade post-
entrée du virus ont indiqué que le rendement du virus SARS-CoV-2 était considérablement
réduit dans le groupe de traitement RDV, ce qui est cohérent avec son mécanisme antiviral
putatif. 11 a également été démontré que ce médicament antiviral potentiel réduit
I'inflammation pulmonaire et le titre viral chez les singes rhésus infectés par le SRAS-CoV-2
(Williamson et al., 2020). Le premier cas clinique de SARS-CoV-2 aux Etats-Unis a
également démontré des résultats prometteurs lors d'un traitement utilisant le RDV (Holshue
et al., 2020). Depuis lors, sept essais cliniques ont été lancés dans le monde pour déterminer
I'innocuité et I'efficacité du RDV pour le traitement du COVID-19. Le réle bénéfique du RDV
pour traiter les patients présentant des symptomes séveres de pneumonie COVID-19 a été
exposé par Grein et al (Grein et al., 2020) ; ils ont rapporté des améliorations des symptomes
cliniques a observerdans 68% des cas. Cependant, il existe des limites a l'usage
compassionnel des médicaments : la petite taille du groupe de traitement, le temps de suivi
relativement court, I'absence d'une étude randomisée en double aveugle et I'absence d'un
groupe témoin. Plusieurs essais cliniques ont été interrompus en Chine en raison d'un nombre
insuffisant de patients. Par conséquent, des données cliniques mises a jour sont nécessaires

pour démontrer la pleine efficacité de ce médicament contre le SRAS-CoV-2.

VA A
S j/f" )
Pl NN
~oLT g i
H = 1 ' [ o
L S rl“_ P -
- B e o - e
(] | i F
L] 1
T

Synthése Bibliographique Page 44



Chapitre 04 L'ARN polymérase de SARS CoV-2 comme cible thérapeutique

3-2-Favipiravir : (Code PDB :7aap)

Le favipiravir (FPV; T-705), un agent antigrippal approuvé au Japon, est un analogue de la
guanine. Il inhibe sélectivement la RdRp virale, perturbant ainsi le cycle de réplication des
virus a ARN, ce qui implique sa large activité antivirale. En tant que générateur actif de ce
promédicament, le T-705-4-ribofuranosyl-5'-triphosphate a été reconnu comme un nucléotide
purique par 'ARN polymérase sans effet évident sur les virus a ADN ou les cellules de
mammiferes (Furuta et al., 2017 ; Jinet al., 2013). Des études antérieures ont montré des
activités antivirales in vitro et in vivo du FPV contre les virus grippaux A, B et C, le virus
Ebola, Lassa et d'autres virus. Il a également montre un effet synergique avec I'oseltamivir, un
inhibiteur de la NA du virus de la grippe, chez des souris infectees par H3N2, HIN1 et HSN1
(Delang et al., 2018 ; Oestereich et al., 2014). L'analyse d'amarrage a découvert que le
triphosphate de ce médicament antiviral cliniquement approuvé forme cing liaisons
hydrogene et sept interactions hydrophobes avec les acides aminés cruciaux du SARS-CoV-2
RdRp, par exemple, Arg 5 agissant sur la liaison rNTP, Asp "®° et Asp "®* positionné a
proximité du centre catalytique du motif fonctionnel C. Bien qu'avec une faible sélectivité in
vitro contre le SRAS-CoV-2 (CE 50 = 61,88 uM, CC 50 > 400 uM, SI > 6,46), le FPV a
montré un effet protecteur contre un large éventail d'infections virales a ARN dans des
modeles animaux, ce qui suggeére que d'autres études in vivo de ce médicament contre
[eSRAS-CoV-2 pourraient étre utiles (\Wang et al., 2020). Les données des essais cliniques de
phase I, Il et 1l ont démontré que le FPV présentait une bonne efficacite et sécurité globales
(Pilkington et al., 2020). Dans une étude clinique ouverte, randomisée et multicentrique
(ChiCTR2000030254), le FPV a montré une efficacité supérieure pour traiter la pneumonie
COVID-19 modéree par rapport a Arbidol (umifenovir, un inhibiteur de fusion membranaire)
(Chen et al., 2020). Dans une étude contrélée non randomisée a petite échelle au Third
People's Hospital de Shenzhen (ChiCTR2000029600), 35 patients traités par FPV (1600 mg
par voie orale deux fois par jour le jour 1, puis 600 mg par voie orale deux fois par jour aux
jours 2 a 14) La combinaison d'interféron-o a exercé une clairance virale plus élevée et une
imagerie par tomodensitométrie thoracique améliorée par rapport au groupe témoin recevant
le lopinavir/ritonavir (n = 45) (Cai et al., 2020). De plus, une étude clinique de phase 111
adaptative et en double aveugle du FPV associé au baloxavir marboxil (un médicament anti-

virus de la grippe accrédité au Japon et aux Etats-Unis) (ChiCTR2000029544) est en cours
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avec des participants agés de 18 a 75 ans. En Italie, un placebo- essai contrélé pour évaluer
I'efficacité et I'innocuité du FPV chez les patients atteints de COVID-19 modéré a commencé
le 25 mars et devrait se terminer le 20 juillet 2020 (NCT04336904) (Li et al., 2020)

(http://www.clinicaltrials.gov).
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3-3-Ribavirine :

L'analogue de ribonucléoside ribavirine (1- - D -ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-
carboxamide) avec un large spectre antiviral a été synthétisé pour la premiére fois dans les
années 1970 (Witkowski et al., 1972). Bien que le mécanisme antiviral de la ribavirine soit
controversé, un mécanisme d'action reconnu est que son métabolite monophosphate entraine
I'interruption de la réplication de I'ARN viral en inhibant I'enzyme inosine monophosphate
déshydrogenase de I'n6te ou en améliorant la réponse immunitaire (Lau et al., 2002). Il a été
testé contre les virus respiratoires a ARN, y compris le virus respiratoire syncytial, le virus
dela grippe, plusieurs CoV, le VHC et les virus de I'nerpes dans des lignées cellulaires
animales et humaines (Lau et al., 2002 ; Kim et al., 2016). La ribavirine est généralement
recommandée en association avec l'interféron ou d'autres antiviraux pour traiter les infections
virales. Agissant comme une guanosine commercialisée, la ribavirine peut étre toxique pour
les feetus et est donc interdite aux femmes enceintes ; il provoque également une anémie et
abaisse les taux sanguins de calcium et de magnésium, ce qui le rend inapproprié pour les

patients ages.

Il a été estimé que les formes actives optimisées de la ribavirine se lient au SARS-CoV-2
RdRp avec une énergie de liaison de -7,8 kcal/mol, ce qui est comparable aux nucléotides
natifs et a établi des interactions de 13 liaisons H, suggérant une efficacité potentielle contre
le SRAS-CoV-2 (Elfiky, 2020a).A une concentration de 109,50 pM, la ribavirine a inhibé 50
% de CPE dans Vero E6 causée par le SRAS-CoV-2(\Wang et al., 2020). Bien que la
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ribavirine ait été incluse dans les directives de thérapie COVID-19 (version 6), la
monothérapie stagne dans les études précliniques en raison de la résistance naturelle au
génome du CoV et des effets secondaires apparents a des doses plus élevées. Par conséquent,
des études cliniques sur l'utilisation de la ribavirine en association avec l'interféron-a. ou
d'autres antiviraux contre l'infection par le SRAS-CoV-2 sont en cours (ChiCTR2000029387,
NCT04276688) http://www.clinicaltrials.gov.
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3-4-Sofosbuvir : (Code PDB : 4AWTG)

Le sofosbuvir (GS-7977 ; anciennement PSI-7977), développé par Gilead en 2013, est un
inhibiteur du VHC approuve par la FDA qui a été le premier médicament a traiter de maniere
slre et efficace sans utiliser d'interféron (Rodriguez-Torres et al., 2013). Le couplage du
sofosbuvir avec le velpatasvir (approuvé sous le nom d'EPCLUSA) est couramment
appliquédans divers génotypes du VHC (GT 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 4a, 5a et 6a) (Greig et al.,
2016). Ce médicament s'est eégalement avéré efficace contre la fieévre jaune, le virus de
I'népatite A et l'infection par le ZIKV (Mendes et al., 2019 ; Bullard-Feibelman et al.,
2017).L'activité in vitro robuste (14-110 nM) de ce médicament sans toxicité évidente

soutient une exploration plus poussée in vivo.

Etantdonné que la structure et le mécanisme de réplication du VHC RdRp sont similaires &
ceux du SRAS-CoV-2, il a été suggeéré qu'il inhibait probablement le SARS-CoV-2
(Buonaguro L, BuonaguroFM, 2020). In silico, le sofosbuvir peut se lier étroitement au
SARS-CoV-2 RdRp avec une énergie de liaison de -7,5 kcal/mol, formant sept liaisons H
(W508 (3), K512 (2), A653 et W691) et deux contacts hydrophobes (Y510 et D651) (Elfiky et
al., 2020b). Comme le montrent les tests d'extension de 'ARN polymérase, la forme

triphosphate du sofosbuvir, ainsi que celle du ténofovir (un inhibiteur nucléotidique de la
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transcriptase inverse utilise pour traiter le VVIH et le VHB), l'alovudine et I'AZT (deux agents
anti-VIH) pourraient étre reconnu a tort par le SARS-CoV-2 RdRp et étre incorporé dans la
chaine d'ARN nouvellement synthétisée pour interdire la progression de I'extension de
I'amorce(Ju et al., 2020 ; ockusch et al., 2020). Sur la base des données cliniques dans le
traitement du VHC, Sayad et al ont suggéré d'inclure le sofosbuvir dans un essai clinique
enregistré lié¢ au COVID-19, et il a été proposé comme option de traitement par I'énoncé de
position de 'EASL-ESCMID (Sayad et al., 2020 ; Boettler et al., 2020).

3-5- Galidesivir :

Dans des études précliniques, il a été démontré que le galidesivir phosphorylé (BCX4430)
agit comme un terminateur de chaine d’ARN non obligatoire qui peut inhiber les ARN
polymérases virales d'un large éventail de virus a ARN, notamment les flavivirus (ZIKV et
DENV), les filovirus (EBOV et virus de Marburg) et les CoV, tels que le SARS-CoV et le
MERS-CoV (Warren et al., 2014 ; Julander et al., 2017). Sur la base d'analyses d'images a
haute teneur dans des cellules HeLa, le BCX4430 a affiché une activité inhibitrice avec

une valeur EC so de 57,7 uM et CC 5o > 296 uM contre le SRAS-CoV. BCX4430 posséde
une pharmacocinétique rapide avec une demi-vie < 5 minutes (t 12 ) qui, dans le cas de sa
métaboline BCX4430-triphosphate, est étendue a 6,2 heures in vivo. Le galidesivir inhibe le
SARS-CoV-2 en se liant étroitement a son RdRp (énergie de liaison de -7,0 kcal/mol). Il a été
démontré qu'il établit des connexions avec 10 résidus d'acides aminés différents (Thr 4°°

Arg 553 . Lys 621 , Arg 624 , Asp 452 Ala 554 , Asp 623 _Asn 691 . Ser 759 , Asp 760 ) avec un
potentiel linéaire par morceaux de 62,09 score proche du contréle positif ATP(Elfiky, 2020a ;
Zhang et al., 2020). Cependant, l'effet du galidesivir contre le SRAS-CoV-2 n'a pas encore été

signalé au niveau cellulaire ou animal.
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3-6-EIDD-2801 (Molnupiravir) (Code PDB : 70zu, 70zv) :

EIDD-2801 est un promédicament biodisponible par voie orale de I'analogue du
ribonucléoside S - D -N # -hydroxycytidine (NHC; EIDD-1931) avec un pouvoir inhibiteur
éleveé contre le virus de la grippe, I'EBOV et plusieurs CoV, comme observeé dans les études

sur la culture cellulaire et les animaux (Toots et al., 2019 ; Agostini et al., 2019).

NHC s'est avéré avoir un effet prophylactique dans le traitement du MHV et du MERS-

CoV. Récemment, il a été montré que le NHC était efficace contre le SRAS-CoV-2 dans les
cellules Vero (EC so de 0,3 uM) et dans les cellules Calu-3 (EC so de 0,08 uM). Sheahan et al
ont également fourni des données d'efficacité in vivo de I'EIDD-2801 contre des souris
infectées par le SRAS-CoV ou le MERS-CoV, qui ont signé avec une fonction pulmonaire
améliorée et une charge virale réduite. Ridgeback Biotherapeutics a annoncé que les essais de
phase 2 testant EIDD-2801 comme traitement potentiel pour COVID-19 ont été lancés a la
suite de deux études de phase 1 randomisées en double aveugle contrdlées par placebo qui ont
montré une sécurité et des expositions prometteuses chez I'homme

https://www.firstwordpharma.com.
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Figure 18 : Les structures 2D des médicaments antiviraux Sofosbuvir, Ribavirine, Galidesivir,

Remdesivir, Favipiravir et EIDD-2801.
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Le besoin pressant de médicaments efficaces sur le plan clinique contre 1’ infection par le
SRAS-CoV-2 a conduit a un vaste criblage in silico et in vitro de candidats-médicaments
parmi ceux déja autorisés pour d'autres maladies virales ou des composés qui ont déja été
testés dans des études cliniques de phase I/11 . Semblable & d'autres virus pathogénes, le
SARS-CoV-2 RdRp représente une cible médicamenteuse attrayante pour la thérapie
antivirale, car les polymérases virales sont des enzymes clés pour la réplication virale. En
effet, la plupart des traitements recommandés pour des infections virales comprennent au
moins un inhibiteur de polymérase, bien que la majorité de ces médicaments ciblent les ADN-
polymérases ADN-dépendantes virales et les ADN-polymérases ARN-dépendantes du VIH et
du VHB. Avant la pandémie de SRAS-CoV-2, le sofosbuvir (pour le VHC, dans le monde
entier) et le favipiravir (pour la grippe, uniquement au Japon) étaient les deux seuls
médicaments approuvés ciblant la RdRp. En raison de I'homologie structurelle avec d'autres
polymeérases virales, en particulier celles d'autres membres de la famille

des Coronaviridae tels que le SARS-CoV-1, le MERS-CoV et d'autres coronavirus

humains, des études in silico et biochimiques ont rapidement identifié de possibles inhibiteurs
du SARS-CoV-2 RdRp. Parmi les molécules montrant une activité antivirale prometteuse a
une concentration non toxique dans les tests cellulaires, le remdesivir est le seul médicament
qui a récemment recu l'autorisation d'utilisation d'urgence chez les patients hospitalisés
atteints de COVID-19 sur la base de données préliminaires indiquant une progression réduite
de la maladie et plus rapide le temps de récupérer. Le favipiravir a également obtenu
I'approbation en tant que médicament anti-SARS-CoV-2 en Chine et en Russie, malgré le
manque de données cliniques concluantes, soulignant le besoin désespéré d'un traitement
COVID-19. D'autres inhibiteurs de polymérase montrant une activité in

vitro encourageante contre le SRAS-CoV-2, y compris I'analogue de nucléotide guanosine
AT-527 démontrant récemment une activité inhibitrice contre le VHC RdRp, font
actuellement l'objet d'investigations cliniques et de données completes concernant in

vivo sont attendues avec impatience dans les prochains mois. Dans la plupart des cas, ces
médicaments sont testés en combinaison avec d'autres composes ciblant d'autres protéines
virales (par exemple, les protéases principales et sérines, la protéine de pointe de I'enveloppe)
ou avec des immunomodulateurs visant a contrer la réponse inflammatoire systémique
générée lors de l'infection par le SRAS-CoV-2. Pour tenter d'arréter la réplication du virus et

de freiner les mécanismes immunopathogénes sous-jacents a la maladie.
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