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Résumé

Le coronavirus (COVID-19) est une nouvelle maladie infectieuse du syndrome respiratoire aigu
sévere, qui devenu la préoccupation sanitaire mondiale en raison de sa nature hautement
contagieuse. Elle est apparue initialement en décembre 2019 a Wuhan, en Chine et s'est
rapidement propagée dans le monde entier. Le but de ce travail est d’évaluer in silico I'effet
d'inhibition de dix alcaloides en tant que molécules pures sur la protéase principale (Mpro) du
SARS-CoV-2 en utilisant les programmes AutoDock vina et Discovery studio visualiser, les
inhibiteurs choisis sont : Canthine-6-one, Infractine A, Infractine B, Scaurine A, Scaurine B,
Stephano-sporine, mycearbine A, Mycearbine B, SanguinoneA, Sanguinone B, les parameétres
ADMT ont été vérifiés pour confirmer leurs parametres pharmacocinétique a l'aide du serveur
preADMT 2.0, les inhibiteurs les mieux classés ont été choisis en fonction de leur profil ADMT,
la valeur d’énergie la plus faible (VEM), et le taux de répétition (TR) le plus élevé. Les résultats
obtenus montrent que Mycearubin B est le meilleur inhibiteur parmi les dix autres molécules
avec une valeur TR de 60% et VEM de — 8,1 kcal/mol, Tandis que la Scaurin B est le modele
d’inhibiteur le plus faible avec un TR de 60% et un VEM de -6,3 Kcal/mol. L’amarrage
moléculaire des dix ligands sur Mpro montre des résultats prometteurs qui pourraient étre
efficace contre le corona virus, des études in vivo doivent étre réalisées pour confirmer son
efficacité.

Mots clés : SARS-CoV-2, AutoDock vina, Mycearubin B, ADMT, Scaurin B



Abstract

Coronavirus (COVID-19) is a new infectious disease of severe acute respiratory syndrome,
which became the global health concern due to its highly contagious nature. It initially emerged
in December 2019 in Wuhan, China and has rapidly spread worldwide. The aim of this work is
to evaluate in silico the inhibition effect of ten alkaloids as pure molecules on the main protease
(Mpro) of SARS-CoV-2 using AutoDock vina and Discovery studio visualizer programs, the
used inhibitors were: Canthine-6-one, Infractin A, Infractin B, Scaurin A, Scaurin B, Stephano-
sporin, mycearbin A, Mycearbin B, SanguinoneA, and Sanguinone B, ADMT parameters were
checked to confirm their pharmacokinetics using preADMT 2.0 server, the top ranked inhibitors
were chosen based on their ADMT profile, their lowest energy value (MEV), and its highest
repetition rate (RR). The results obtained show that Mycearubin B is the best inhibitor among
the other ten molecules with a TR value of 60% and MEV of - 8.1 kcal/mol, While Scaurin B
is the weakest inhibitor model with a TR of 60% and an MEV of -6.3 Kcal/mol. Molecular
docking of the ten ligands to Mpro shows promising results that could be effective against
corona virus, in vivo studies need to be performed to confirm its effectiveness.

Key words: SARS-CoV-2, AutoDock vina, Mycearubin B, ADMT, Scaurin B
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Introduction

Pour la troisieme fois en autant de décennies, un coronavirus zoonotique a traverse des espéces
pour infecter les populations humaines. Ce virus, provisoirement appelé 2019-nCoV, a été identifié
pour la premiére fois a Wuhan, en Chine, chez des personnes exposées a un marcheé de fruits de mer
ou humide. La réponse rapide des communautés de santé publique, clinique et scientifique chinoises
a facilité la reconnaissance de la maladie clinique et la compréhension initiale de I'épidémiologie de
I'infection (Perlman, S. 2020). Les premiers rapports ont indiqué que la transmission interhumaine
était limitée ou inexistante, mais nous savons maintenant qu'une telle transmission se produit, bien
que dans quelle mesure reste inconnue. Comme les épidémies causées par deux autres coronavirus
respiratoires humains pathogénes ; le syndrome respiratoire aigu sévéere (SARS-CoV) et le
syndrome respiratoire du Moyen-Orient (MERS), le 2019-nCoV provoque une maladie respiratoire
souvent grave (Rodriguez AJ et al., 2020).

Les coronavirus appartiennent a la famille des coronaviridés (sous-famille des Coronavirinae),
leur nom signifie "virus en couronne™ et vient du fait qu'ils possedent tous un aspect en forme de
couronne. lls produisent des symptdmes et des maladies allant du simple rhume a des maladies
graves et finalement mortelles. Le SARS-CoV-2 est considéré comme I'un des sept membres de la
famille Coronavirinae qui infecte les humains (Zhu N et al., 2020), six autres type étaient connus
pour infecter les humains, notamment le cov humain 229E (H. Cov-229 E), le HCoV-NL63, HCoV-
0C43, HCoV-HKU1, SARS-CoV et MERS-CoV (Wei X et al., 2020, Li, Q et al., 2020, Zhou, P
etal., 2020, Wu, F et al., 2020, Guan WJ et al., 2020).

La plupart des personnes infectées par le virus COVID-19 souffriront d'une maladie respiratoire
légére a modérée. Les personnes ageées et celles qui ont des problemes médicaux sous-jacents tels
que les maladies cardiovasculaires, les maladies respiratoires chroniques et le cancer sont plus
susceptibles de développer du virus. A I’échelle mondiale, en juillet 2021 plus de 187 millions cas

de coronavirus confirmés avec plus de 4 million déces (Guan WJ. et al., 2020).
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Actuellement, une variété d'options thérapeutiques sont disponibles qui incluent des
médicaments antiviraux comme le Remdesivir, I'nydroxychloroquine et la chloroquine ont été
proposées comme traitements antiviraux pour le COVID-19 initialement pendant la pandémie.
Aussi des anticorps monoclonaux anti-SARS-CoV-2 (par exemple, Bamlanivimab/etesevimab,
Casirivimab/imdevimab), des médicaments anti-inflammatoires (par exemple, Dexaméthasone), les
agents immunomodulateurs (par exemple, Baricitinib, Tocilizumab) sont disponibles en vertu d'une
autorisation d'utilisation d'urgence (EUA) délivrée par la FDA ou en cours d'évaluation dans la
gestion de COVID-19 (Coopersmith, et al., 2021).

Les alcaloides représentent un ensemble de molécules d'origine naturelle, renfermant du carbone,
de I'hydrogene et, plus specialement, de l'azote. Ils jouent toujours un réle important, comme
principes actifs des médicaments comme la morphine qui reste le produit de référence des
analgésiques (médicaments de la douleur), son dérivé, la codéine (méthylmorphine) qui est un
analgésique mais surtout un calmant de la toux. lls ont un réle important comme dépresseur du
systéeme nerveux sympathique, vasodilatateur cérébral, et anti-migraines. (Babbar, N. 2015).

L’objectif de cette étude est d’évaluer in silico I'effet inhibiteur de 10 alcaloides sur la protéase
principale du SRAS-CoV-2 (Mpro), en utilisant les programmes AutoDock vina, AutoDock Tools,
et Discovery studio visualiser, ce travail est supporter par une étude de paramétre pharmacocinétique
a I’aide du serveur preADMET v2.0.

Ce manuscrit commence par une introduction générale, suivi par rappels bibliographiques, dans
la troisieme partie, nous allons citer le matériel et les méthodes utilisées, puis nous allons présenter

les résultats avec leur discussion, nous terminons par une conclusion générale et perspectives.
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1. Structure et génome du SARS-COV-2
Le SARS-CoV-2 est un virus a ARN monocaténaire sphérique enveloppé, dont le génome (30
kilobases) (Wu F et al., 2020) comporterait une nucléocapside (NC) hélicoidale formee par
I’ARN génomique associé a la protéine N, est contenue dans la capside, elle-méme entourée de

I’enveloppe, le génome se divisé en 3 parties : effectrices (de Wilde A.H et al., 2018).
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Figure 1: La structure virale du SARS-COV-2 (Bonny V et al., 2020)

Les deux parties du génome codent le géne de réplication (composeé de orfla et orflb) qui sera
traduit en polyprotéines puis clivées en protéine, I’autre partie code pour les protéines de
structure (une protéine de nucléocapside (N), une protéine de membrane (M), une protéine
d'enveloppe (E) et une protéine de surface (proteine Spike ou S) cette derniére lie au récepteur
(ACE2) présente a la surface du cellule . se compose de deux sous-unités : la S1 contient le
domaine de liaison au récepteur cellulaire, tandis que la S2, sert de médiateur a la fusion des
membranes du virus a la membrane cellulaire (Wrapp D et al., 2020).

2. Le mode de transmission
Les sécrétions respiratoires sont identifiées comme la voie de sortie du virus alors que celui-ci

se transmet principalement par le biais de gouttelettes émises lors de la toux, les éternuements,
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la parole par un sujet infecté. L’infection peut aussi étre transmise par le biais d’un contact

étroit et prolongé avec une personne contaminée. Lorsqu’une personne est atteinte de la

COVID-19, on considere qu’elle est contagieuse environ une journée avant 1’apparition des

symptomes et jusqu’a 14 jours a la suite de I’apparition de ceux-ci .1l est également possible de

contracter I’infection en touchant des surfaces contaminées par le virus, puis en touchant la

«Zone T» de son visage, soit les yeux, le nez et la bouche. On considére que les contacts étroits

avec une personne infectée sont le principal mode de transmission de la maladie (Woelfel R et

al., 2020).

Lorsque les conditions sont favorables, le SRAS-CoV-2 peut survivre jusqu’a trois heures dans

I’air, jusqu’a 24 heures sur le carton et jusqu’a deux a trois jours sur le plastique et I’acier

inoxydable (Van Doremalen N et al., 2020).

3. Processus physiopathologiques

La physiopathologique de la COVID-19 est un processus trés complexe. Ils infectent une

grande variété d’espéces et sont divisés en quatre genres ; o, f, y et & en fonction de leur

structure génomique (Zou X., 2020). L’infection par le SRAS-CoV-2, provoque une réponse

immunitaire par I’hote afin de permettre la multiplication et la migration des leucocytes

(globules blancs) vers le tissu pulmonaire. Cette réponse permet d'éliminer le virus (Li G.,

2020) (Jin Y., 2020).

Le virus pénétre dans I’organisme Via les voies aeriennes :

1- Lapartie S1 de la proteine de surface se fixe au recepteur ACE2 (Enzyme de conversion

de I’angiotensine) exprimé a la surface des cellules qui tapissent nos voies respiratoires.
Une autre protéine cellulaire (TMPRSS2 : Transmembrane protéase serine 2) permet
ensuite au virus de pénétrer dans la cellule (corécepteur).

2- Le virus est internalisé par cette cellule et y libére son matériel génétique.
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3- Une fois a I’intérieur, I'ARN viral est traduit par la machinerie cellulaire, qui sera ensuite
découpée par la protéolyse pour former des protéines virales qui permet la synthese de
nouvelles copies de génomes et d’ARNm.

4- De nouveaux virions se forment et vont infecter de nouvelles cellules.

4. Les Symptémes du SARS-COV-2

Dans la majorité des cas (environ 80 %), les personnes infectées par la COVID-19 présentent
des symptomes légers a modérés (toux, fievre, fatigue) alors que 14 % d’entre eux ont des
symptdmes seéveres (difficulté respiratoire), et 6 % présentent un tableau clinique critique
(insuffisance respiratoire) (World Health Organization. Report of the WHO-China Joint

Mission on Coronavirus Disease 2019 (COVID-19). WHO February 2020.

SYMPTOMES COURANTS Bo VR L9 JRVESS A7/ 3: 135

mal de téte, malaise
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nez qui coule
difficultés respiratoires

toux, mal de gorge

essoufflements )
pneumonie

douleurs thoraciques

douleurs musculaires € -
insuffisance rénale

Figure 2: Les symptdmes des coronavirus (inconnu, 2020)
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5. Traitement actuel
L’institut national d’excellence en santé et en services sociaux (INESSS) a récemment effectué
plusieurs recensions des écrits scientifiques afin d’émettre rapidement des constats et de

prendre position quant aux différents traitements pharmacologiques potentiels de la COVID-

19. Le tableau ci-apres présente un résumé de leurs recommandations.

Table 1: Les différents traitements pharmacologiques potentiels de la COVID-19

(Lapierre A., 2020)

la molécule Structure Mécanisme d’action RTCO19 ECC
H H H N
~N— r|J Interférent avec le
J ANy cycle de réplication
. des virus influenza de
Amantadine et . .
. . type A en inhibant Non-recommandé  Non
Rimantadine SR
‘ I’activité du canal
ionique M2 de leur
- - membrane cellulaire.
Effets antiviraux en
inhibant les étapes Effet potentiel,
. dépendantes du pH de mais non
Chloroquine et P P P ) .
Hydraxychloroquine " I la réplication virale. recommandé, car Oui
Hoy” _ Effet _ don_nees
‘ immunomodulateur insuffisantes.
possible.
':"H -
Effet potentiel,
Inhibe ’activation de mais non
Colchicine la réponse recommandé, car Oui
inflammatoire. données
insuffisantes.
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Le lopinavir-ritonavir
est une association de
lopinavir, qui inhibe
la protéase
chymotrypsine 3
virale, et de ritonavir,
qui inhibe

[ W . I’isoenzyme 3A4 du Effet potentiel,
Lopinavir I cyt.oclrjrome P45(.)’ mais non
soit enzyme qui recommandé, car  Oui
[ritonavir ot métabolise le données
| lopinavir, ce qui en insuffisantes.
| augmente la
N biodisponibilité (Ng,
| T. B.,2020).
; } Inhiberait les
My protéases virales
| nécessaires a la
‘ | || réplication virale.
cl N7
H g H inhibe la synthese de
| N I’ARN virale en
N = C s
| - ,r|4~ ff N mhlbafmtl ARN Effet potentiel,
N \ 7 polymérase ARN- .
A . . mais non
L. o >_,,.:, dépendante virale ) .
Remdésivir ) W A " recommandé, car Oui
¢ ayant initialement été données
| e b @ Oon mis au point pour le -
' ) P . - insuffisantes.
L0 STy traitement du virus
e < Ebola (Ng, T. B.,
§ 7 2020).
07 N H
H H Inhibiteur sélectif de
0 ' Ny I’enzyme
Oseltamivir | 7 neuraminidase des Non recommandé Oui
virus influenza de
‘ type A et de type B.
:‘1 =
unanticorps
monoclonal humanisé Effet potentiel,
anti-1L-6 utilisé pour mais non
Tocilizumab le traitement de la recommandé, car Oui
polyarthrite données
rhumatoide (Ng, T. insuffisantes.
B., 2020)

RTCO19 : Recommandation pour le traitement de la maladie 8 COVID-19 ; ECC : Etude clinique en cours
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6. Les sources des molécules investiguées
Les information des molécules issue de plantes médicinale utilisée dans ce travail ont été

classées et presenté dans le tableau ci-apres.

Table 2 : Systématique des champignons utilisés comme source des molécules investiguées.

Canthin-6-one et Infractin A et B

Canthin-6-one avec Infractine A et B sont des produits de C. infractus. Ce dernier est un champignon
basidiomycéte non comestible du genre Cortinarius.

Photo
Régne : Fungi
Phylum Basidiomycota
Sous-division Agaricomycotina

Classe Agricomycetes

Ordre Agaricales
Famille Cortinariaceae

Genre Cortinarius

Espéce Cortinarius infractus

Scaurine A et B

Les Scaurines sont les pigments polyéniques avec I'acide glutamique lié qui ont été isolés de la
fructification de C. scaurus (Fr.) Fr. (Gill 1998,2003).

Photo
Fungi
Phylum Basidiomycota
Sous-division Agaricomycotina
Classe Agricomycetes
Ordre Agaricales
Famille Cortinariaceae
Genre Cortinarius
Espéce Cortinarius
scaurus(Fr.)Fr.

Stephanosporine
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Stephanospora est un genre de champignons de la famille des Stephanosporaceae, contient le pigment
stéphanosporine.

Régne Fungi
Phylum Basidiomycota
Classe Agricomycetes
Ordre Agaricales
Famille Stephanosporaceae
Genre Stephanospora pat

Espéce Stephanospora caroticolor (berk.) pat

Mycearubine A et B

Les corps des fruits de Mycena rosea contiennent deux pigments alcaloides rouges qui sont uniques a
cette espece Appelés : mycearubine A et mycearubine B. Ces produits chimiques sont apparentés aux

damirones que l'on trouve dans les éponges marines.

Photo
Division Basidiomycota
S/Division Agaricomycotina
Classe Agaricomycéte
S/ Classe Agaricomycetideae
Ordre Tricholomatales
Famille Mycenaceae
Tribu Myceneae
Genre Mycena
Espece M.rosea

Sanguinones A et B

Des alcaloides bleus de pyrroloquinoléine provenant des corps fruitiers du champignon Mycena
sanguinolenta communément appelé "bonnet saignant”. C’est une espéce de champignon de la famille

des Mycenaceae, Lorsqu'ils sont frais, les corps du fruit «saignent» une seve rouge-violet foncé.

Photo

11
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Régne Fungi

Phylum Basidiomycota

Classe Agricomycetes

Ordre Tricholomatales

Famille Mycenaceae

Genre Mycena

Espéce Mycena sanguinolenta (Alb.

Et Shwein. :Fr) Kumm 1871

$§\WW‘” 7% ’,

“ardh BNS

// ‘\\w i
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1. Relation structure-activité (SAR)

Nous avons realise une étude in silico par Docking moléculaire pour chercher a comprendre
I'effet de dix molécules de nature alcaloidique sur la protéase principale du SRAS-CoV-2, et
d’identifier le mécanisme d'inhibition et les interactions impliquées tel qu’hydrogene et
hydrophobique. Nous avons réalise le docking moléculaire a I'aide du logiciel Autodock Vina.

Premiérement : La structure tridimensionnelle (3D) de la protéase principale (Mpro) du
SRAS-CoV-2 de code PDB : 6L U7 a été obtenue de la PDB "Protein Data Bank™ (Berman, H.
M et al.,2000)(Jin, Z et al.,2020). La structure de 6LU7 est de poids moléculaire de 34,51 kDa,
avec un nombre total de résidus de 312 acides aminés. Elle est formée de deux chaines A et C,
la chaine A est composée de 306 résidus et la chaine C est composée de 6 résidus représentent
I'inhibiteur peptidigue nommé :  n-[(5-méthylisoxazol-3-yl)carbonyl]alanyl-I-valyl-n~1~-
((1r,22)-4(benzyloxy)-4-oxo-1([(3r)-2-oxopyrrolidin-3 ylJméthyl)but-2-enyl)-I-leucinamide .

Les structures 3D SDF de certains composés ont été téléchargées de la base de données
PubChem, et les structures 2D des autres composés ont été illustrées a I'aide de Chemdraw.

Par la suite Discovery Studio Visualizer a été utilisé pour convertir les structures en format
pdb puis en PDBQT

Deuxiemement ; Les résultats de I'amarrage ont été chargés dans le programme Discovery
Studio 3 Visualizer (DSV) qui consiste en une série de logiciels de simulation moléculaires.
Dans notre cas, il est utilisé pour prédire la conformation la plus favorable et d’identifier
les interactions établies d'un ligand au sein du site actif de notre protéine cible, en se basant
sur les valeurs d’énergie les plus faibles et du taux de répeétition les plus elevés (TR)
obtenues et aussi pour étudier les acides aminés impliqués et les interactions formeées.

Nous avons utilisé dix inhibiteurs potentiels de Mpro, en fonction de leurs propriétés
inhibiteur : canthine-6-one, infractin A, infractin B, Scaurin A, Scaurin B, stephanosporin ,

mycearubin A, mycearubin B, Sanguinone A , et Sanguinone B. La structure bidimensionnelle
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(2D) des dix inhibiteurs a été obtenue a partir de la base de données PubChem au format. Mol2
ou Chemdraw.

Table 3: La structure bidimensionnelle (2D) des inhibiteurs testés

Inhibiteurs Structure chimique

Canthine-6-one

FB : C14HsN20

N

Infractin A

FB:C1sH1sNO2

J_z/\/

COOCH;

HO

Infractin B

FB:C1sH1sNO3

}{

COOCH,

/(\coou

W H

N

/(\COOH
aaH

N

Scaurin A

FB: C20H31NO4

HO

o) — 0
I

Scaurin B
HO

FB: C20H31NOs

|

HO
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. COOH
Stephanosporin

FB: C10H10N306ClI "

H\ COOH
Mycearubin A y
FB:C14H15N304 AN
NH
(o]

Mycearubin B

FB: C2sH2sNsO7

Sanguinone A

FB:Ci15sH14N4Os3 T

Sanguinone B

FB: CisH16N4O3
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2. Paramétres du Docking moléculaire (amarrage moléculaire)

Le Docking moléculaire « amarrage moléculaire » est une méthode trés utile visant a
prédire la meilleure position d'un ligand au site actif d'un récepteur pour optimiser et
évaluer les interactions probables entre des ligands (substrat ou inhibiteur) et les acides aminés
catalytiques.

Nous avons utilisé le programme Autodock vina pour l'amarrage moléculaire dans une

station a huit CPU, la protéine doit étre préparée selon les 3 étapes suivantes :
- La premiere étape : élimination de toutes les molécules d'eau, les hétéroatomes, les ligands et
le solvant co-cristallisé. Apres on ajoute des hydrogénes et des charges partielles a la structure
en utilisant Autodock Tools (ADT) (version 1.5.4). Ensuite, on définit le centre de la boite de
grille (GB) et la taille de la poche de liaison par les coordonnées de grille x, y et z. étaient (x =
-12,441,y=12,198, et z = 67,681), et (x = 18, y = 22, et z = 24), respectivement. Les résultats
de I’amarrage moléculaire obtenus ont été analysés a l'aide de Discovery Studio Visualizer
(DSV).

3. Analyses d’Absorption, Distribution, Métabolisme, et Toxicité (ADMT)

Le premier essai clinique est une étape importante dans le développement d’un médicament
pour garantir les propriétés pharmacocinétiques (PC) et éviter ainsi I'échec dans les derniéres
phases. Nous avons utilisé le serveur pre-ADMT v2.0 (Lee, S et al., 2003), en tant que serveur
puissant et citer dans la littérature, son principe consiste a predire a partir d'essais (in vitro et in
vivo) antérieurs enregistres dans une base de données, les serveurs Web fournissent tous les
essais cliniques pour les petites molécules et les bio-essais associeés, I'enregistrement chimique
et I'analyse comme la RMN, la SM, la HPLC et d'autres. Nous avons utilis¢ comme paramétre
d'absorption :

» Absorption intestinale humaine (AIH %) qui détermine la quantité du medicament

(exprimée en pourcentage) qui a pu accéder au sang, et par la suite aux tissus, en

17



Matériels et méthodes

traversant la barriére entérocytaire tout au long du tube digestif, mais beaucoup plus
dans I’intestin gréle (Chedik L., 2017).

» Solubilité dans le tampon : plus la solubilité d’une substance médicamenteuse

augmente mieux c’est (Chedik L., 2017).
Et pour le parametre de distribution :

» Pénétration de la barriere hémato-encéphalique (Concentration cerveau/
Concentration sang) qui permet de déterminer la capacité du médicament a entamer le
systeme nerveux (Lee, S. et al., 2003) (Lefauconnier, J. M.; Hauw, J. J., 1984).

» Perméabilité pour la peau : mesure la capacité d’une substance administrée par voie
cutané a entamer le sang (Khan, NR et al., 2015).

Et pour le parametre du métabolisme :

» Cytochrome P450 3A4(CYP3A4) : qui fait partie de la superfamille d’enzymes du
cytochrome P450, située dans le foie, responsable du métabolisme des xénobiotiques, a
partir de cette étape certaines substances deviennent inactives et facile a éliminer,
d’autres deviennent actives (prodrogues). Donc, un médicament doit étre métabolisé au
moins en partie par la CYP3A4 (Ekroos,M, Sjorgren,T., 2006).

Et pour le parametre de toxiciteé :

» Testd’Ames : qui évalue le potentiel mutagéne d’une substance c’est-a-dire sa capacité
a induire des mutations.

» La (HERG) : qui est un canal potassique de nature protéique, son blocage entraine des

fibrillations. (Kiesecker C et al., 2004).
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1. Relation structure-activité (SAR)

En fonction du taux de répétition (TR) et la valeur d’énergic minimale (VEM) les résultats

montrent que : Mycearubin B est le meilleur inhibiteur parmi les dix autres molécules avec un

TR de 60% et un MEV de -8,1 Kcal/mol. Tandis que la Scaurin B est le modele d’inhibiteur le

plus faible avec un TR de 60% et un VEM de -6,3 Kcal/mol. Les résultats obtenus enregistrent

un pourcentage de TR de 30-100%, 90% des interactions enregistrées étaient de type

hydrophile. Tous les résultats sont résumés dans le tableau ci-apres.

Table 4 : Les résultats du Docking moléculaire

. TR Energie - L : Distance ~ Nombre
Ligands (%)  (kcal / mol) Résidus nucléophiles Interactions A)
GLU166, MET49 I. Hydrogéne 2,15 2
Canthine-6-one 100 -6,7
GLY143, CYS145, I.Hydrophobe >3,6 2
CYS145, HIS41
I. Hydrogéne 3,57 2
Infractin A 60 -6,8 MET165, HIS163
I.hydrophobe >3,6 5
PHE140, GLU166
_ CYS145, GLY143 I. Hydrogéne 2,15 2
Infractin B 60 -7,2
GLU166, HIS41 I.hydrophobe >3,6 5
His163, Gly143
I. Hydrogéne 2,87 6
Scaurin A 30 -6,4 Serl44, GLU166
) I.hydrophobe >3,6 3
His41, Met165
) Phel40, Gly143 I. Hydrogéne 2,93 10
Scaurin B 60 -6,3 ]
Ser144, His163 I.hydrophobe >3,6 3
) Tyr54, His164 I. Hydrogéne 3,75 5
Stephanosporin 100 -7,1
Met49, GIn189 I.hydrophobe >3,6 3
GLY143, SER144
) I. Hydrogéne 2,54 6
Mycearubin A 60 -6,4 CYS145, HIS163
I.hydrophobe >3,6 1
GLU166, HIS164
ASN142, SER144 I. Hydrogéne 2,67 8
Mycearubin B 60 -8,1
CYS145, LEU141 I.hydrophobe <31 2
GLY143, SER144 I. Hydrogéne 2,68 5
Sanguinone A 100 -1,7
CYS145, LEU141 I.C-H 3,40 1
) GLY143, SER144 I. Hydrogéne 2,40 5
Sanguinone B 100 -7,9
CYS145, LEU141 I.C-H 3,63 1
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2. Analyses ADMT

Les paramétres ADMT ont été déterminés et vérifiés pour la qualification avec leurs plages standards les résultats sont résumés dans le tableau ci-apres.

Table 5: Les résultats ’ADMT

Pharmacocinétique canthine-6-one infractine  infractine  Scaurine  Scaurine Stephano-  mycearbie Mycearbie Sanguinoe  Sanguinone
A B A B sporine A B A B
Absorption
Absorption intestinale humaine
prion Intestinale huma 98,82 92,76 90,01 75,60 80,57 37,45 0,34 62,01 86,65 88,15
(AIH %)
Solubilité dans le tampon (mg/l) 152,85 5617,01 195,81 18324,7 8825,39 0,07 151041 10544 274,69 1160,81
Distribution
Pénétration de la barriére
hémato-encéphalique 3,43 1,13 3, 28246 0,26 0,56 0,016 0,34 0,07 0,09 0,09
(C.cerveau/C.sang)
Perméabilité pour la pea
FHtE polir fa peau 3,76 421 4,00 2,63 2,19 4,29 5,03 4,97 5,08 4,98
(logKp, cm/heure)
Métabolisme
Inhibition dugx\t‘?chrome P450 Inhibiteur Inhibiteur Inhibiteur Non Non Inhibiteur Non Inhibiteur non Non
Substrat du cytochrome P450 3A4 Non faible faible Non Non faible Non faible substrat substrat
Toxicité
Test d’ames mutagéne mutagéne  mutagéne mutagéne mutagéne mutagéne mutagene mutagene mutagene mutagene
S . Risque Risque . . Risque Risque Risque Risque
Inhibition de la HERG Risque moyen moyen moyen dangreux dangreux Risque faible moyen cleve faible faible
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Sanguinone B

Figure 3: Les structures 3D post-docking des meilleurs inhibiteurs
Nous avons étudié le mécanisme d'action des alcaloides sur le Mpro, notamment le type
d'interactions et les acides aminés impliqués ; les résultats prédits montrent une inhibition
significative par les ligands utilisés a l'intérieur de la cavité du site actif avec 90% d'interactions

hydrogéne.
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Le canthine-6-one est un composé organique hétérotétracyclique appartenant aux alcaloides
indoliques du champignon C.infractus (Gill 1998,2003). Sa valeur TR était 100%, cependant,
son énergie était -6,7 kcal/mol et classée la septieme parmi les autres inhibiteurs. D’un point de
vue structurel, Le canthine-6-one a été ancré horizontale dans la cavité du site actif selon les
résultats de DM, ceci explique son forte affinité a I’enzyme avec une stabilité faible. Nous avons
enregistré deux interactions hydrogénes avec GLU166 et GLY143, la CYS145 formant deux
des interactions n-donneur et Alkyl. L’HIS41 a formé une interaction électrostatique avec le
cycle benzénique de canthine-6-one. Au total 7 interactions favorables ont été formées. D’autres
interactions type zm-cation et w-alkyle ont été observé avec MET49. L’analyse ADMT a permet
de prédire une grande pénétration de la barriere hémato-encéphalique, avec une absorption
intestinale optimale par rapport aux autres inhibiteurs. Par contre sa solubilité dans le tampon
était la plus faible. Cependant, il peut étre un inhibiteur du Cytochrome P450 3A4, le profil de
toxicité montre une mutagénicité aux tests d'’Ames, avec un risque moyen pour I’inhibition des
canaux ioniques. Dans ce cas, il peut étre dangereux pour les patients atteints de maladies
chroniques ; il doit étre pris avec précaution.

L’Infractine A est un composé organique hétérotricyclique appartenant aux alcaloides
indoliques du champignon C. infractus (Gill 1996). D un point de vue structurel, I’infractin A
a été ancré en forme verticale a I'intérieur de site actif en forme L, sa valeur TR était de 60%,
cependant, son énergie était faible avec -6,8 Kcal/mol. L’HIS163 et CYS145 ont formé des
interactions hydrogenes avec la fonction carboxylique de ligand, le GLU166 a formé 2
interactions hydrogénes, type n-donneur et carbone-hydrogene, aussi le PHE140 interagissant
via une interaction n-donneur, HIS41 a formé la méme interaction avec le cycle benzénique et
pyrrolidine du ligand. La MET165 a formé deux interaction w-alkyle. L’Infractin A a formé
plus d’interactions avec les acides aminés hydrophiles qu’hydrophobe. Au total 9 interactions

favorables ont été formées, la moitié a été obtenue avec la fonction carboxylique du ligand.
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Selon les paramétres ADMT prédits pour L’ Infractine A, sa pénétration dans la barriére hémato-
encéphalique était faible et son absorption intestinale et sa solubilité dans le tampon étaient
importantes. Cependant, il peut étre un inhibiteur du Cytochrome P450 3A4, le profil de toxicité
montre mutagénicité aux tests d'Ames, avec un risque moyen pour I’inhibition des canaux
ionigues. Dans ce cas, il peut étre dangereux pour les patients atteints de maladies chroniques ;
il doit étre pris avec précaution.

L’Infractine B est un composé organique hétérotricyclique appartenant aux alcaloides
indoliques du champignon C.infractus (Gill 1996). D’un point de vue structurel, I’infractin B a
été ancré verticale dans la cavité de site actif selon les résultats DM en forme L, sa valeur TR
était 60% avec 14 interactions favorables, cependant, son énergie était -7,2 Kcal/mol et classée
la quatrieme parmi les autres inhibiteurs. La SER144, CYS145, et HIS163 ont formé trois
interactions hydrogenes avec la fonction carboxylique de I’Infractin B. ASP187 également
forme une interaction hydrogénes avec la fonction hydroxyle de cycle benzénique du ligand.
Une important interaction sulfure a été formée avec le cycle benzénique qui peut stabilise le
complexe enzyme-inhibiteur. HIS41 a formé une interaction électrostatique avec les deux
cycles benzéniques et pyrrolidine présents dans le ligand. La plupart des interactions obtenues
était avec les acides aminés hydrophiles. Selon les parametres prédits pour L’infractine B, sa
solubilité dans le tampon était faible, par contre sa pénétration dans la barriere hémato-
encéphalique et son absorption intestinale étaient importantes. Cependant, il peut étre un
inhibiteur du Cytochrome P450 3A4, le profil de toxicité montre mutagénicité aux tests d’Ames,
avec un risque moyen pour 1’inhibition des canaux ioniques. Dans ce cas, il peut étre dangereux
; il doit étre pris avec précaution.

La Scaurine A est un composé organique linéaire appartenant aux alcaloides éphédrine du
champignon C.scaurus (Gill 1998,2003) D’un point de vue structurel, Scaurin A a été ancré

verticale dans la cavité de site actif selon les résultats DM en forme V. sa valeur TR était 30%,

24



Résultats et discussion

cependant, son énergie était faible avec -6,4 Kcal/mol parmi les autres inhibiteurs. HIS16,
SER144, GLY14, et GLU166 ont formé 4 interactions hydrogenes avec la fonction
carboxylique de la molécule. La GLU166 a formé une interaction hydrogenes avec la fonction
cétone. MET49 a formé une liaison m-alkyle et MET165 peuvent étre liés au ligand par la
formation d'une liaison alkyle. Le résidu HIS41 a formé une interaction type hydrogénes et & —
cation avec le cycle benzénigue. Selon I’analyse ADMT, Scaurine A a montreé la solubilité la
plus importante dans le tampon, et sa pénétration de la barriere hémato-encéphalique était
faible, son absorption intestinale était moyennement faible. Cette molécule ne peut pas étre un
inhibiteur de la Cytochrome P450 3A4. Le profil de toxicité montre que la Scaurin A est
mutagene et dangereux pour 1’inhibition des canaux ioniques donc il est déconseillé surtout
pour les patients atteints de maladies cardiaque.

Scaurine B est un composé organique linéaire appartenant aux alcaloides éphédrine du
champignon C.scaurus, (Gill 1998,2003). D’un point de vue structurel, Scaurin B a été ancré
verticale dans la cavité de site actif en forme V. Sa valeur TR était 60%, cependant, son énergie
était faible -6,3 Kcal/mol et classée la derniére parmi les autres inhibiteurs. La fonction
carboxyle de Scaurin B a formé 6 interactions hydrogénes avec HIS163, PHE140, SER144,
GLY143, CYS145, et GLU166, ce dernier a formé aussi une interaction hydrogéne avec la
fonction cétone. MET165 a formé une interaction m-alkyle avec le ligand. Au total 13
interactions favorables ont été formées et la plupart des interactions obtenues était avec la
fonction carboxylique qui pourrait étre responsable de la meilleure orientation préférée a
I’intérieur de site actif. L’analyse ADMT a donné des valeurs similaires par rapport a celles de
la Scaurine A, sauf que sa solubilité dans le tampon est importante mais faible par rapport a son
analogue. Donc les 2 inhibiteurs sont déconseillés ou ils doivent étre pris avec précaution.

La Stephanosporine est un composé organique linéaire appartenant aux alcaloides éphédrine

du champignon Stephanospora caroticolor (Lang et al., 2001), D’un point de vue structurel, la
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Stephanosporin a été ancré horizontale dans la cavité de site actif en prenant la forme I. Sa
valeur TR était de 100%, cependant, son énergie -7,1 Kcal/mol et classee le cinquieme parmi
les autres inhibiteurs. TYR54 et MET49 ont formé 2 interactions hydrogénes avec la fonction
carboxylique de ligand, HIS164 a formé la méme interaction hydrogénes avec la fonction
amine. HIS41 a formé une interaction électrostatique avec les deux groupes amines présents
dans le composé. Une importante interaction sulfure entre le CYS145 et le cycle benzénique
de Stephanosporin est formé qui pourrait étre essentiel a son mécanisme d’inhibition. Au total
8 interactions favorables ont été formées. Selon les parametres ADMT prédits pour La
Stephanosporine, sa solubilité dans le tampon, sa pénétration dans la barriere hémato-
encéphalique, et son absorption intestinale étaient faibles. Cependant, il peut étre un inhibiteur
du Cytochrome P450 3A4, le profil de toxicité montre mutagénicité aux tests d’Ames, avec un
risque faible pour I’inhibition des canaux ioniques. Dans ce cas, elle peut étre dangereuse, elle
doit étre prise avec précaution.

La Mycearubine A est un composé organique tetrahétérocyclique appartenant aux alcaloides
pyrroloquinolines de Mycena rosea (Peters et Spiteller 2007a) un champignon relativement
petit. Contient une fonction carboxylique, cétone, amine et amide. D’un point de vue structurel,
ce ligand a été ancré horizontalement dans la cavité du site actif selon les résultats DM. Sa
valeur TR était de 60%, cependant, son énergie était faible avec -6,4 Kcal/mol parmi les autres
inhibiteurs. Au total 8 interactions favorables ont été obtenues, et une seule interaction formée
avec la fonction carboxylique. Pour comprendre son mode d'action nous localisons la fonction
la plus réactive dans la structure de ce ligand, le Mycearubin A a été pointé vers le site
catalytique et forme une interaction hydrogene avec six acides aminés. HIS163, CYS145,
SER144, et GLY 143 forme une interaction hydrogenes avec la fonction cétone de cycle indole,
GLU166 et HIS146 forment une interactions hydrogenes avec la fonction amine et la fonction

carboxylique de cycle pipéridine respectivement. Ce ligand forme plus d'interactions avec des
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acides aminés hydrophiles comme : HIS163, HIS164, SER144, GLY143, GLU166. Selon
I’analyse ADMT, La Mycearbine A présente la solubilité la plus élevée dans le tampon, sa
pénétration dans la barriere hémato-encéphalique était faible, son absorption intestinale est tres
réduite voir négligeable Cependant, il ne peut pas étre un inhibiteur du Cytochrome P450 3A4,
De plus, son profil de toxicité montre sa mutagénicité et son risque moyen pour 1’inhibition des
canaux ioniques. D’apres le profil d’absorption et de toxicité la molécule ne peut pas étre
utilisée comme un médicament.

Mycearubine B appartenant aussi aux alcaloides pyrroloquinolines de Mycena rosea (Peters
& Spiteller 2007a). D’un point de vue structurel, ce ligand a été ancré horizontalement dans la
cavité du site actif selon les résultats DM. Sa valeur TR était de 60%, cependant, son énergie
était forte -8,1 Kcal/mol et classée la premiére parmi les autres inhibiteurs. Les interactions
peuvent étre classées en 4 catégories, a savoir : les interactions hydrogenes type
conventionnelles, les interactions w-sulfure, n-sigma, carbone hydrogéne et van der Waal. Parmi
les différents résidus, CYS145, SER144 et ASN142 formaient des interactions hydrogene
conventionnelle avec la fonction cétone de cycle benzénique. HIS164, SER46 et LEU141 ont
formé une interaction hydrogene conventionnelles avec la fonction amine de ligand. Une seule
liaison w-sigma et n-sulfure a été observée avec le résidu MET49. Le résidu GLN189 a été
trouvé en interaction via une interaction carbone hydrogene. Il forme plus d’interactions avec
des acides aminés hydrophiles comme : HIS164, SER144, GLY 143, SER46, THR24, ASN142.
Une autre formation de interactions hydrogénes entre la THR24 et la fonction carboxylique
principale. Au total 12 interactions favorables, une seule interaction formée avec la fonction
carboxylique. Selon les parametres ADMT prédits pour La Mycearbine B, son absorption
intestinale et sa solubilité dans le tampon étaient moyennes, et sa pénétration dans la barriéere

hémato-encéphalique était faible. La molécule peut é&tre un inhibiteur de la Cytochrome P450
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3A4. Cependant, son profil de toxicité montre sa mutagénicité aux tests d’Ames, et son risque
¢levé pour I’inhibition des canaux ioniques.

La Sanguinone A est un composé organique hétérocyclique appartenant aux alcaloides
pyrroloquinoline de Mycena sanguinolenta (Peters & Spiteller 2007b). D’un point de vue
structurel, ce ligand a été ancré horizontalement dans la cavité du site actif en prenant la forme
L. Selon les résultats DM. Sa valeur TR était de 100%, cependant, son énergie de -7,7 Kcal/mol
a été classée la troisieme inhibiteur parmi les autres. SER, CYS145 formaient une interaction
hydrogenes type conventionnelle avec le ligand GLN189 lié a l'aide d'une interaction carbone
hydrogene et une autre interaction hydrogenes avec le groupement carboxyle. Au total 6
interactions favorables, une seule interaction formée avec la fonction carboxylique. On peut
voir aussi 9 résidus stabilisant le complexe par la force d'attraction de van der Waals peuvent
également étre observés. Selon les paramétres ADMT prédits pour La Sanguinone A, son
absorption intestinale était importante, sa solubilité dans le tampon, et sa pénétration dans la
barriere hémato-encéphalique étaient faibles. Cependant, il peut étre un substrat du Cytochrome
P450 3A4, le profil de toxicité montre mutagénicité aux tests d’/Ames, avec un risque faible
pour I’inhibition des canaux ioniques. Dans ce cas cet inhibiteur doit étre pris avec précaution.
La Sanguinone B est un Composé organique hétérocyclique appartenant aux alcaloides
pyrroloquinoline de Mycena sanguinolenta. (Peters & Spiteller 2007b). D’un point de vue
structurel, ce ligand a été ancré horizontalement dans la cavité du site actif en prenant la forme
V Selon les résultats DM. Sa valeur TR était de 100%, cependant, son énergie -7,9 Kcal/mol a
été classée le deuxieme inhibiteur parmi les autres. Deux types d’interaction ont été observeés
dans le complexe ancré : SER, CYS145 formaient une interaction hydrogénes avec le ligand.
GLN189 lié a l'aide d'une liaison carbone hydrogéne. Leul4l, Gly143 interagissaient avec la
fonction Amine. Au total 5 interactions favorables. Selon 1’analyse ADMT, La Sanguinone B

présente une similitude avec la Sanguinone A, une absorption intestinale importante, une

28


https://www.wikidata.org/wiki/Q785648

Résultats et discussion

pénétration dans la barriere hémato-encéphalique tres faibles, mais sa solubilité dans le tampon
était importante. De méme elle peut étre un substrat du Cytochrome P450 3A4, le profil de
toxicité montre mutagénicité aux tests d'Ames, avec un risque faible pour I’inhibition des

canaux ioniques. Dans ce cas cet inhibiteur doit étre pris avec précaution.
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Conclusion

La pandémie du COVID19 oblige de nombreuses études visent a trouver des thérapies
antivirales. La plupart des études se concentrent sur la recherche d'un remede a l'aide de

médicaments synthétisés chimiquement ou utilisés antérieurement pour d'autres maladies.

Les stratégies de gestion appropriées pour les patients atteints de COVID-19 sont un defi
thérapeutique en évolution rapide, pour traiter I'infection ou prévenir la progression vers une
maladie grave reste mal défini, les preuves restent peu concluantes et changent presque

quotidiennement.

Les résultats obtenus montrent que Mycearubin B est le meilleur inhibiteur parmi les dix
autres molécules avec une affinité modérer et une meilleure stabilité traduite par la valeur
d’¢énergie la plus faible de — 8,1 kcal/mol, son profile ADMT montre une faible absorption
intestinale et risque élevé pour I’inhibition des canaux ioniques, la recherche de d’autres voies

d’administrations pour le Mycearubin B est indispensable pour éviter ces effets secondaires.

Les résultats de ’analyse ADMT pour les autres des ligands ont qualifié quelque inhibiteur
potentiel convenable, et autres doivent porter avec précaution pour les personnes ayant des
maladies chroniques, la plupart pourraient étre dangereuse pour les maladies cardiaques, des

examens et analyses cardiaque sont nécessaires avant le traitement par ces alcaloides.

Les alcaloides pourraient étre un traitement medicamenteux efficace pour le 2019-nCoV.

Cependant, I'efficacité et I'innocuité doivent encore étre confirmées par des expériences

cliniques.
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