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Chapitre 1 : Les nucléosides et leurs enjeux dans la lutte contre les
virus a ARN.

|. Définition, structure et conformation.

1. Définition structurale des nucléos(t)ides.
Les nucléosides sont des molécules composées de deux motifs hétérocycliques, la partie
osidique et la partie base nucléique. Concernant la structure ose, celle-ci se présente tel un
tétrahydrofurane pouvant étre en série ribose (R = OH) ou désoxyribose (R = H). La
nomenclature de ce cycle s’effectue dans le sens horaire commencant par le carbone 1’ puis,
de maniére croissante jusqu’a la fonction alcool primaire, portée par le numéro 5. Une
seconde spécificité concernant sa nomenclature, consiste a faire la différence entre les
nucléosides et les nucléotides. Lorsque la fonction hydroxyle en position 5’ est liée a un atome
de phosphore (sous la forme de phosphate), alors cette espece est appelée nucléotide.
Concernant les bases nucléiques, celles-ci sont liées au sucre sur sa position anomérique via
une liaison B-D-glycosidique avec I'azote N1 ou N9. De plus on distingue deux familles de bases
azotées, les purines avec I’adénine (A) et la guanine (G), et les pyrimidines avec la cytosine (C),

la thymidine (T) et I'uridine (U). (Figure 1)
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a. Lesoligonucléotides.

Lorsque les nucléotides sont liés entre eux via une liaison phosphodiester, entre les hydroxyles

en position 3’ et 5, ils sont alors appelés oligonucléotides. Ces oligomeres contiennent les

Figure 1 : Structure des nucléos(t)ides




informations génétiques nécessaires au développement et a la reproduction d’organismes
vivants et microorganismes tels que les virus. On parlera alors d’un monobrin (ou double brin)
d’ADN pour Acide DésoxyriboNucléique, ou alors d’ARN pour Acide RiboNucléique. L’ADN fut
isolé pour la premiere fois en 1869 par F. Miescher puis c’est en 1953 que R. Franklin ainsi que
J. D. Watson et F. Crick! proposérent une structure en forme hélicoidale de ’ADN. De fait, les
bases nucléiques interagissent entre elles via des liaisons hydrogenes (Figure 2a). Les bases
guanine et cytosine, par exemple, vont s’appareiller selon une triple interaction, tandis que
I’adénine et la thymidine vont former une double interaction. Cette complémentarité est une
composante essentielle au repliement du double brin d’ADN et au maintien de sa structure
hélicoidale dextrogyre rigide. Cette double hélice est formée d’un enchainement entre un
petit sillon (12 A) suivi d’un grand sillon (22 A). Toutes les 10 paires de bases (34 A) un tour

complet est effectué par I’ADN, et son diameétre est d’environ de 20 A (Figure 2b).
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Figure 2 : Construction de I'ADN. a) appariement des bases selon le modéle de Watson et Crick. b) Structure de I’ADN.
Cette description de I’ADN correspond a sa forme la plus courante et la plus stable, dite, ADN-
B. En effet, il existe plusieurs structures tertiaires de I’ADN, biologiqguement actives, qui sont
caractérisées par le sens de rotation, la longueur de I'hélice, la taille entre les silos...% (Figure
3a)

L’ADN-A, présente peu de différence face a son homologue B. Cependant, il est a noter
gue par la présence d’un puckering (ou conformation du sucre) de type Cs’-endo (initialement

C,’-endo pour I’ADN-B, Figure 3b), sa longueur, pour un nombre équivalent de pair de bases,



est raccourcie, ainsi qu’une déformation des silos impliqguant un élargissement de son
diametre. Cette déformation est issue de la déshydratation de ’ADN-B. Cette conformation
ADN-B est aussi utilisée par I’ARN pour former des doubles brins.

L’ADN-Z a une conformation zig-zag, induit par le puckering du sucre variant entre ceux
portant des bases purines (C3’-endo) ou pyrimidines (C,’-endo), ainsi que la conformation de
la liaison glycosylamine (syn pour les purines et anti pour les pyrimidines). Ces modifications
vont induire un changement drastique sur sa structure tertiaire, en étant plus long (pour un
nombre équivalent de paires de bases), un sens de rotation vers la gauche et un diametre plus
court.
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Figure 3 : a) Structure tertiaire de I'ADN-A, -B, -Z. b) Conformation C,"-endo (ADN-B) et C3'-endo (ADN-A), (en haut), et la
conformation syn et anti de la guanine (en bas).

2. Conformations du sucre et leurs propriétés
Atravers la description de I’ADN nous avons abordés la notion de conformation du sucre, aussi
appelé, puckering. Cette notion a fait I'objet de nombreuses études? et est importante dans
la chimie des nucléosides puisqu’elle régit et guide ces derniers a étre reconnues, ou non, par
les différentes protéines de l'organisme. De maniéere similaire a la chimie des sucres
présentant des conformations chaises, bateau... Les nucléosides vont avoir plusieurs formes

dépendant des angles de tension du squelette osidique et des effets stéréo-électroniques.




Afin de déterminer leurs géométries il faut étudier les angles de tension endocyclique
noté (vo, vi, v2, v3, v4) (Figure 4a), par lesquels il sera possible de calculer la valeur P, qui est
I'angle pseudo-rotationnel de phase, et enfin 'amplitude maximale de déformation Vmax
(Figure 4b). Les angles vx correspondent a I'élévation de cet angle selon un plan droit (écart a
la planéité) par exemple I'angle vo entre Cs-Os-Cy-Cy. A partir de I'angle P, qui décrit la
structure (Twist ou Enveloppe), et de vmax, qui décrit I'étendu maximale de cette

conformation, il est possible de reporter ces valeurs sur un cycle pseudo-rationnel.

a) 04'VO b)
Va4 (@]
cr c, vy tv) —(v3+v %
4 1 [0) Vo tanP = ( 4 : 1) ( 3. 0) Vimax = 2
V3 Vi 2v,(sin36° + sin72°) CosP
Cs' V2 C)f

Figure 4 : a) Description des angles de torsion. b) Equation pour déterminer les valeurs P et vmax

A travers la roue de pseudo-rotation (Figure 5a), il est possible de décrire la totalité des

conformations possibles pour le nucléoside.

La forme Enveloppe (noté E) correspond a une forme dont quatre des atomes du cycle
sont situés sur le méme plan linéaire et un seul atome sort de ce dit plan. Si le numéro est en
indice, I'atome est en-dessous du plan (exo), et si le numéro est en exposant, 'atome est au-
dessus du plan (endo). Ainsi, pour P =126°, le puckering est dit 1E, le carbone 1’ est en position

exo (en dessous du plan) alors que les autres atomes du cycle se trouvent dans le méme plan.

La forme Twist (noté T) correspond a une forme dont 2 atomes sortent du plan, de
maniére similaire le chiffre en exposant indique I'atome en position endo, le chiffre en indice
indique I"atome en position exo. Par exemple, pour P = 0°, 3T, le carbone 3’ est au-dessus du
plan, et le carbone 2’ et au-dessous du plan. Cette position est essentielle vu qu’il s’agit de la
conformation Nord (ou Cs’-endo), qui avec la conformation 2Ts, appelée Sud, sont les plus
courantes car de plus faible énergie. Il est intéressant d’observer la transformation entre deux
positions enveloppes tel qu’il est montré sur la Figure 5b. Ainsi, lorsque de P = 126°, celui-ci
est sous une conformation Ej, et, pour passer en 2E, va transitionner par les formes Twist 1T2,
ainsi le carbone 1’ va « monter » jusqu’a se retrouver dans le méme plan 04’'—Cs’—C3’. Tout

comme le carbone 2’ qui va alors passer en position endo.
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Figure 5 : a) Cycle de pseudo-rotation. b) Transition entre les conformations 1E et 2E

Les nucléosides de conformation Nord (0° < P < 36°) sont principalement identifiés
dans les brins d’ADN de type A et d’ARN, et sont préférentiellement reconnus par les
polymérases. Tandis que les nucléosides de conformation Sud (144° < P < 180°), sont présents

dans les brins d’ADN de type B, et sont reconnus par les kinases.

Cette notion est importante dans le développement d’analogues nucléosidiques et
pour mieux comprendre leurs fonctionnement une catégorie de nucléosides a été développée
appeler LNA pour Lock-Nucleic-Acid. Ceux-ci présentent la particularité d’avoir un bicycle
reliant deux positions sur le furane venant bloquer la conformation et par extension leurs
puckering. La conformation des nucléosides non bloqués peut évoluer et changer selon
plusieurs parametres. Ainsi, il est possible de s’assurer qu’une interaction molécule-protéine
est provoquée selon la conformation du nucléoside. Pour illustrer ces propos Marquez et coll.*
ont alors développés une série de LNA carbacyclique pouvant étre de conformation Nord (L-
1N) ou Sud (L-1S) respectivement de conformation »E et Es (Figure 6). Lorsque les analogues
3’azido-triphosphates (L-1aN-TP et L-1aS-TP) ont été testés sur la transcriptase inverse du VIH,
il s’est avérée que le nucléotide de conformation N posséde une activité antivirale confirmant
la préférence des polymérases sur ce type de substrat. Les dérivés L-1b et L-2b, de

conformation sud, ont quant a eux été reconnus par les kinases du virus de I’herpés.>
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Figure 6 : Nucléoside bloqué selon Marquez et coll.

Il existe plusieurs facteurs pouvant induire les conformations Nord et Sud, le premier
concerne l'orientation de la base azotée.

En effet, la torsion de I'angle glycosidique () va évoluer d’une valeur de -160° pour un
nucléoside Nord, a -120° pour un nucléoside Sud. Comme vu précédemment (Figure 3b), les
bases peuvent prendre deux orientations relatives (Figure 7a), syn et anti, qui vont alors avoir
plusieurs effets, notamment, sur les structures tertiaires de 'ADN et la formation de G-
guadruplex et surtout le puckering (Figure 7b). Deux effets stéréo-électroniques vont alors
affectés I'orientation de la base, le premier étant I'effet gauche, qui est, la tendance d’une
structure a s’adapter afin d’optimiser les interactions entre pairs d’électron et/ou de liaison
polaire.® La seconde étant I'effet anomérique qui est la tendance qu’a, le doublet non-liant de

I’'oxygeéne 4’, a orienter I'azote de la base.’
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Figure 7 : Torsion de I'angle glycosidique et influence du fluor sur le puckering
Les modifications sur la partie osidique peuvent, aussi, avoir une tres grande influence
sur la conformation, c’est notamment le cas des 2’-Fluoronucléosides et 3’-Fluoronucléosides.
Lorsque I'atome de fluor (a caractére fortement électronégatif) se trouve en position alpha,

alors, I'effet gauche va conduire le sucre a prendre une conformation Nord (Figure 7b).

Des études ont permis de déterminer la proportion de conformation Sud via la

constante de couplage entre les protons Hy et Hy (Equation 1). De par I'équation donnée ci-



dessous, il est possible d’admettre, qu’en solution, lorsque la constante de couplage Hi-Hy
est comprise entre 0 et 3 Hz, alors le nucléoside est de conformation Nord. Tandis qu’une

constante de couplage entre 6 et 9 Hz indique une conformation Sud.?

S(%) =100 X (Jy1/_pyor — 1)/6.9
Equation 1 : Proportion de population de puckering sud
Ainsi, V.A. Kumar et coll.’ ont notamment étudiés cette relation entre le puckering et les
constantes de couplage du proton H1’ a travers I’analyse de LNA issue de la littérature (Tableau
1). En appliquant la formule précédente aux constantes de couplages donnés sur les dérivés
LNAs (L-2) et deux analogues 3’-F-uridine, nous pouvons remarquer que les sucres ribose vont
adopter une conformation de type Sud (plus de 90%). A I'inverse le sucre de type xylose va
avoir une forte proportion de conformation nord (36 et 0,3%). De méme pour la 3'-

désoxyuridine qui possede une conformation de type nord a plus de 97%.

Sucre ribose Sucre xylose
o_u HO U o_u Ho y
wo ()T e \b&\/ HO/\SJ’ — Z‘427
Rl Y OH 5
F ©OH E F ©OH o H
o__u 3'-aF-uridine 3'-BF-uridine
wo ) (type-S) (type-N)
HO'
o O.__u HO o__u
3'-désoxy HOW HO U HO o
uridine \ T = 5 _— U
o OH v/~ OH O OoH
L-2 0 L2 :
(type-S-bloqué) (type-N-bloqué) OH

Dérivés nucléosidiques  Constante de couplage Jentre % conformation sud

H1 et H2’
3’-désoxyuridine 1,2 Hz 3
L-2 (type-S-bloqué) 7,5 Hz 94
L-2’ (type-N-bloqué) 3,5 Hz 36
3’-aF-urdine (type-S) 7,7 Hz 97
3’-BF-urdine (type-N) 1,0 0,3

Tableau 1 : Analyse conformationnelle sur le puckering et les constantes de couplage associés



Il. Les virus a ARN et leurs fonctionnements

1. Définitions, structures et réplications des virus
La définition d’un virus a été pour la premiere fois décrite en 1957 par le microbiologiste

Francais, André Lwoff, a travers une liste de quatre critéres'C :

- Un virus possede qu’un seul type d’acide nucléique, il peut étre donc qualifié de virus a ARN
ou a ADN.

- Un virus ne possede pas de métabolisme propre et se reproduit a partir de son génome. |l
ne possede pas de capacité de multiplication autonome.

- Un virus ne peut pas se diviser afin de produire deux versions de lui-méme (Scissiparité ou
binary fission), et utilise le métabolisme de la cellule hote pour se reproduire.

- Un virus ne possede pas de systeme d’énergie enzymatique (mitochondries et ribosomes),
c’est pour cela qu'il est défini comme étant parasitaire, ne pouvant que se reproduire qu’a
partir d’'une cellule vivante. Il s’agit d’'une définition négative puisque celle-ci se base sur la

nature non-cellulaire des virus.

Ces derniers, ont été classés par la classification internationale des virus (ICTV) selon 9 ordres,
140 familles, 48 sous-familles et environ 850 genres. Malgré le grand nombre de virus existant,
ceux-ci possédent une structure générale composée d’une capside pouvant étre de plusieurs
formes. Celle-ci va renfermer le génome, c’est-a-dire, I'information génétique (Figure 8a). Le
tout peut étre entouré d’une enveloppe de phospholipides et de protéines issu de la cellule

hote.

a) Structure d’un virus b) Structure hélidoidale c) Structure isocaedre

LOAY

Génome

Figure 8 : a) Structure général d'un virus enveloppé. b) Structure hélicoidale d'un virus. c) Structure icosaédre d'une capside



Les différents composants d’un virus peuvent étre décrit par ces caractéristiques*~*3 qui ont

été résumés dans le Tableau 2 en prenant quelques virus relevant comme exemple:

Famille Nom Enveloppe Forme de la Classification Site de
commun capside de Baltimore réplication
Adenoviridae Adénovirus  Non Icosaédre | dsDNA Noyau
Herpesviridae Virus simple  Oui Icosaédre | dsDNA Noyau
de I'herpés
Parvoviridae Parvovirus Non Icosaedre Il ssDNA Noyau
Sedoreoviridae Rotavirus Non Icosaedre Il dsRNA Cytoplasme
Coronaviridae  Coronavirus Oui Complexe IV (+)ssRNA  Cytoplasme
Flaviviridae Virus de la Oui Icosaédre IV (+)ssRNA  Cytoplasme
dengue, Zika
Filoviridae Ebola Oui Hélice V (-)ssRNA Cytoplasme
Orthomyxo- Influenza, Oui Hélice V (-)ssRNA Noyau
viridae HIN1
Retroviridae VIH-1 Oui Complexe VI ssRNA-RT  Noyau
Hepadnaviridae Virus de Oui Icosaédre VIl dsDNA- Noyau
I’"hépatite B RT

Tableau 2 : Classification des virus

- Le génome : Il peut étre présent sous plusieurs formes, réparties dans la classification de
Baltimore, qui les classe en sept catégories différentes. Ceux-ci sont répartis selon le type
d’acide nucléique, ADN ou RNA, s’ils sont double brin ou monobrin ainsi que leurs sens de

lecture (positif ou négatif) couplé ou non a une transcriptase inverse.

- la forme de la capside : Celle-ci peut étre de forme d’icosaédre, hélicoidale ou complexe.
L'icosaeédre est un forme géométrique composé de 20 faces de triangles équilatéraux, la
majorité des virus possedent cette capside (Figure 8c). La capside hélicoidale est une sous-
unité protéinique qui va entourer le monobrin d’ADN ou d’ARN sous forme d’hélice (Figure
8b). La derniere forme est dite complexe pour décrire les autres structures étant ni icosaédre

ni hélicoidale.



- L’enveloppe : comme dit précédemment, elle peut étre présente ou non autour de la capside
pour protéger celle-ci contre le systeme immunitaire de I’hote en utilisant sa bicouche

phospholipidique.

- site réplication : Les virus a ARN vont se répliquer dans le cytoplasme car n’ayant pas besoin
de rentrer dans le noyau de la cellule héte pour se trouver sous forme d’ARN messager.
Hormis pour les rétroviridae et orthomyxoviridae qui sont les deux virus a ARN se répliquant

dans le noyau. Pour les virus ADN ceux-ci se répliquent dans le noyau.

a. Virus Immunodéficience Humaine de type 1
Le virus de I'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) a été isolé en 1983 en France par
I’équipe du professeur Luc Montagnier et Frangoise Barré-Sinoussi de l'institut Pasteur. En
2022, dans le monde, 'UNAIDS a recensé 39 millions de personnes infectées par le VIH. Ce
virus est aussi responsable du Syndrome d’ImmunoDéficience Aquise (SIDA) qui tua 630 000
personnes en 2022. |l fait parti de la classe des Retroviridae (rétrovirus) et de la famille des
Lentivirus, qui sont des particules virales d’environ 100 nm de diametre et présente une
enveloppe renfermant deux molécules d’ARN simple brin de polarité positive (5'=>3’), une
ADN-polymérase ARN-dépendante appelé Transcriptase Inverse (TI) ainsi que différentes

enzymes.

Génome VIH-1

pol

5' gag PR/TI/IN env 3
B e oo S
Virion VIH-1 e

SU (surface, GP120)

TM (transmembranaire, GP41)

gag

MA (matrice)

NC (nucléocapside)
CA (capside)

PR (Protéase)
Tl (Transcriptase Inverse)

IN (Intégrase)

ARN

Figure 9 : Génome et structure du VIH-1
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Le virus possede une membrane cellulaire dans laquelle sont implantées des glycoprotéines
transmembranaires (gp41) surmontées de glycoprotéines de surface (gp120). A I'intérieur de
la matrice se trouvent des protéases et la capside renfermant la machinerie cellulaire (Figure
9). Celle-ci comprend le monobrin d’ARN, l'intégrase, la polymérase. Le génome ARN simple
brin du VIH a une longueur de 9700 bases, elle comporte sur chaque extrémité une région
Terminale Longue Répétitive (LTR), et comprend 3 genes codant (gag, pol, env). Le géne gag,
code les protéines responsables de la structure du virus (matrice, capside...). Le géne pol, code
les protéines responsables de la réplication du génome (polymérase, intégrase). Le géne env,
code les glycoprotéines de I'enveloppe responsables de l'interaction virus-cellule lors de
I’étape de fixation. Le virus du SIDA présent dans le systeme sanguin va infecter des nombreux
types de cellules, selon un cycle de réplication41® qui se passe en plusieurs étapes depuis la
fixation vers le bourgeonnement (Figure 10) :

1) La fixation : la glycoprotéine gp120 du virus va interagir, dans un premier temps,
avec le récepteur CD4 et dans un second temps avec le co-recepteur CXCR4 de la cellule hote
induisant une déformation structurale de gpl20 et la libération de la glycoprotéine
transmembranaire gp41. Cette derniére va rapprocher les membranes virale et cellulaire, et

se « plier en deux » permettant la fusion des deux membranes.

2) La libération : le matériel génétique comprenant le monobrin d’ARN et les protéines

virales sont alors libérés suite a la décapsidation par dissolution dans le cytoplasme.

3) La transcription inverse : La transcriptase inverse (ou Tl) va synthétiser un monobrin
d’ADN a partir de 'ARN génomique par appariement de base, en utilisant des nucléosides
naturels sous leurs formes triphosphates. De plus, la Tl va détruire I’ARN via I'action d’une
fonction RNAse H intégrée dans la polymérase. Par une deuxieme action, le monobrin d’ADN

va étre doublé pour former un double brin d’ADN.

4) Lintégration : I’ADN bicaténaire avec différentes protéines (dont des morceaux de
matrices et I'intégrase) vont former un Complexe Pre-Intégration (CIP) qui va passer a travers
les pores nucléaires, pour accéder au noyau. Dans un second temps, l'intégrase va insérer

I’ADN viral dans le génome de la cellule héte.

5) La transcription : Une fois I’ADN proviral formé, celui-ci est transcrit par I’ARN

polymérase Il. Utilisant la séquence 5’-LTR comme promoteur, I’ARN messager (ARNm) ainsi
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que divers codons de différentes tailles sont synthétisés et exportés hors du noyau. De plus,
les genes gag-pol et gag, ainsi que I’ARN génomique, sont également synthétisés lors de cette

étape.

6) La translation : Le ribosome va ensuite traduire 'ARNm et utiliser I'information
génétique pour former diverses protéines virales. A chaque triades de bases nucléiques, le
ribosome va attribuer un acide aminé, une fois formées, les protéines subissent une étape de

maturation via I'appareil de Golgi.

7) U'assemblement : Les protéines structurales, les geéne codants gag et pol et I’ARN
génomique sont transportés au niveau de la membrane cellulaire, et vont s’assembler pour

donner une capside renfermant toute la machinerie cellulaire.

8) Le bourgeonnement : En sortant de la cellule, la capside va prendre une partie de la

membrane cellulaire avec les glycoprotéines gp120 et gp41 initialement fixés.

Fixation
Transcription /L
inverse T }'2 \i
L 4
= Nouveau virion
%9000/
%ooes,
Bourgeonnement
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X Transcription ARN messagers Protéines s, e
b, =) structurales ), Soee:
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| 1 .4 %
Traduction

Noyau

Figure 10 : Cycle de réplication du VIH-1
La transcriptase inverse et l'intégrase étant des protéines propres aux virus, celles-ci
constituent des cibles thérapeutiques pertinentes pour tenter de combattre I'infection virale.

Dans le cas du VIH nous allons trouver des Inhibiteurs Nucléosidiques de la Transcriptase
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Inverse (INTI) ou Non-Nucléosidiques (INNTI).” Parmi ces molécules I’AZT, ou Zidovudine, est
le premier anti-rétroviral qui a été approuvé en 1987, ce nucléoside va agir sur I'étape de
transcription inverse empéchant le recrutement des autres nucléotides. Huit autres analogues
ont depuis été approuvés par la FDA, nous pouvons citer I’Abacavir, le Tenofovir le Stavudine
(Figure 11)... Il existe aussi des inhibiteurs non-nucléosidiques qui vont agir sur la Tl, tel que le
Nevirapine qui a permis de mieux comprendre le mode d’action de ces derniers. Ainsi, lorsque
I'inhibiteur interagit avec la protéine, selon une zone spécifique, le primer va étre écarté du
site actif de la polymérase qui va subir une déformation empéchant le recrutement des

nucléotides.18
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Figure 11 : Inhibiteurs du VIH

D’autres protéines peuvent étre inhibées, c’est le cas de l'intégrase et de la protéase.'®

Concernant l'intégrase, il existe deux générations d’inhibiteurs de transfert de brin, approuvé
par la FDA.?° La premiére comprenant, notamment, le Raltegravir et |'Elvitegravir ceux-ci
possedent un noyau bicyclique ou apparenté pour la chélation de métaux contenu dans la
protéine. Malheureusement, du fait de I'apparition d’intégrases mutantes résistantes a cette
premiere génération, le développement d’une seconde génération a di étre réalisé donnant
I'acces, notamment au Dolutegravir. Malgré les efforts mis en jeu pour réduire la mutation du
virus, cette seconde génération souffre du méme probléeme accompagné d’effets secondaires.
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b. SARS-CoV-221723

Le SARS-CoV-2 est un virus a ARN de polarité positive de la famille des coronaviridae et est
responsable de la crise sanitaire du Covid-19 de 2020. Depuis le 5 janvier 2020, ce virus a
infecté plus de 775 millions d’individus avec plus de 7 millions de décés selon ’'OMS.2* Ce virus
a ARN monocaténaire de polarité positive, est composé de plusieurs Open Reading Frames
(ORF) ou cadres de lecture ouverts, qui sont des sections du génome codant des protéines
différentes nécessaires au cycle de vie viral. Parmi ces cadres se trouvent ORFla,b qui, une
fois traduite vont former les protéines non-structurales nsp, 1 a 16, dont nsp12 qui est I’ARN
polymérase ARN dépendante (RpRd). Les autres protéines tel que S, E, M, N, sont aussi codées
dans le génome mais dans d’autres ORF. Ce virus possede au niveau structural plusieurs
éléments (Figure 12) :

- Les spicules (S ou spikes), sont des protéines de surface qui, du fait de leurs disposition sur
le virus, vont lui donner une caractéristique de couronne (d’olu coronavirus), ils sont aussi

responsables de I'interaction entre les virus et les cellules hotes.

- I’enveloppe (E), ou membrane virale, qui est une couche lipidique qui permet la stabilité et

le maintien structural du virion.

- Les protéines de membrane (M), qui sont des protéines structurales permettant

I’assemblement des virions.

- Les nucléocapsides (N), qui sont des protéines maintenant et protégeant I’ARN viral.
- L'ARN viral ou ARN génomique, constitue le génome du virus et est utilisé par les

polymérases lors de la réplication du virus.
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Figure 12 : Structure et génome du SARS-CoV-2

ARN génomique

Le cycle de réplication du SARS-Cov-2 est composé de plusieurs étapes (Figure 13) :

- Interaction et entrée virale: les protéines spikes (S) comprennent deux parties
fonctionnelles (S1 et S2). La premieére sert en tant que ligand pour se lier avec les récepteurs
ACE2, la deuxieme sert a fusionner les membranes permettant la libération du génome dans

le cytoplasme.

- Traduction du génome : contrairement au VIH, la polymérase du SARS-CoV n’est pas
directement présente dans le virus. C’'est pourquoi, une premiéere étape de traduction de
I’ARN viral est réalisée par les ribosomes de la cellule hote. Comme décrit précédemment, le
génome est composé de ORF, les plus importantes étant ORFla et ORF1b qui lorsqu’elles sont
traduites vont donner deux polyprotéines (ppla,b). Ces derniéres seront par la suite clivées
par des protéases, donnant les protéines non-structurales nsp1-16. Celles qui nous intéressent
sont nsp12 aussi appelée, polymérase RpRd pour ARN-Polymérase-ARN-Dépendante et ses 2

co-facteurs nsp7-8.

- Réplication de I’ARN : Une fois la polymérase synthétisée, I’ARN va pouvoir étre répliqué
suivant deux étapes. Premierement, la polymérase va utiliser ’ARN génomique en tant que

modele pour construire un brin d’ARN de polarité négative. Celui-ci ne pouvant pas étre
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reconnue par les protéines, un deuxiéme passage de la RpRd est nécessaire pour synthétiser

I’ARN subgénomique et génomique.
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Figure 13 : Cycle de réplication du SARS-CoV-2

- Traduction de I’ARN subgénomique : Une fois les différents codons d’ARN formés, ceux-ci

sont traduits par le ribosome donnant les protéines S, E, N, M.

- Assemblement et libération : Une fois les protéines synthétisées, '’ARN génomique et les
nucléocapsides vont s’assembler pour former un virion qui va par la suite étre libéré du

cytoplasme et infecter de nouvelles cellules.

2. Protéines virales polymérases
Un grand nombre de protéines et d’enzymes sont de potentielles cibles sur chacune des
étapes du cycle de réplication. Les polymérases telles que la transcriptase inverse (Tl) ou la
RpRd, sont des protéines clés qui vont devenir des cibles thérapeutiques primordiales et dont

la connaissance structurale va permettre une meilleure conception de potentiels inhibiteurs.

a. Structure de la transcriptase inverse!>?>26
La transcriptase inverse est une polymérase hétérodimérique, composée de deux domaines,
p66 et p51. Le site actif de la protéine et la RNaseH se trouvant dans la sous-unité p66 tandis
gue p51 est une sous-unité inactive qui joue le réle de maintien structural. P66 est composée

de 560 acides aminés et posseéde 2 rdles durant la transcription inverse, celle de polymérase
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de I’ADN et d’endonucléase de type Ribonucléase H (Figure 14). P66 est composé de cing sous-
domaines : les doigts (en rouge), la paume (en jaune), le pouce (en marron), la connexion (en
turquoise) et la RNAseH (en bleu). De maniére schématique, il est similaire a une main droite
sur laquelle sont posés sur la paume, les brins d’acides nucléiques, qui sont entourés par les
doigts et le pouce. Le but de la transcriptase inverse est de construire le double brin d’ADN
viral a partir de I’ARN génomique issu du virus. Pour ce faire, elle va utiliser I’/ARN en tant que
modele (ou template) et par appariement de base, va construire ’ADN complémentaire. Pour
commencer, un initiateur de séquence (ou primer) interagit avec '’ARN génomique, et la
polymérase va le reconnaitre, induisant un changement conformationnel du pouce. Puis, la
polymérase va utiliser les désoxynucléosides triphosphates (dNTP) pour construire I’ADN
complémentaire via une phosphorylation entre la fonction hydroxyle en position 3’ et le

groupement phosphate du dNTP.
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Figure 14 : Site actif de I'élongation et chélation des ions magnésiums (violet)

Cette étape est répétée et dés lors que I’ARN arrive sur le site actif de la RNAse H, ce dernier
est clivé en plus petit substrat. Il est a noter que le site de catalytique de la polymérase a fait
I’'objet de nombreuses études.?”-28 || met en jeu une triade d’acides aspartiques (D110, D185,
D186) qui va chélater deux cations divalents (Mg/Mn?*) interagissant avec plusieurs oxygénes
entre le brin modéle et le phosphate du dNTP, cette assistance est nécessaire pour la
libération du groupement pyrophosphate (Figure 14). Ainsi, la fonction hydroxyle terminale,
en position 3’ du monobrin d’ADN, va réagir avec le phosphore o du nucléoside triphosphate,

libérant une molécule de pyrophosphate (PPi).
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b. ARN Polymérase ARN Dépendante?®3°
La polymérase du SARS-CoV-2 est un complexe multiprotéique composé de protéines non
structurales nsp7 et 8 qui sont des cofacteurs stabilisant la RdRp, tandis que nsp12 est le site
actif ou la synthese de I’ARN viral est effectuée. La forme du site catalytique est comparable
a une main droite en forme de « tea anse shape » dont les doigts, le pouce et la paume font
partie de la nsp12 (a). De maniere similaire au VIH, la RdRp est constituée de doigts, d’une
paume et d’un pouce, reliée entre eux pour former une triade laissant une cavité apparente.
D’un point de vue mécanistique, le template et le primer vont se poser sur la paume a la sortie
de la cavité (cercle noir sur la Figure 15a). Les NTP vont venir s’ajouter par I'entrée du site actif
et I'étape d’élongation est réalisée, de plus, la nsp8 va accompagner ce brin grace un maintien
structural. Au niveau du site actif, de maniere identique au VIH, une triade d’acides
aspartiques (D618, D760, D761) va chélater des ions divalents (Mg?*), activant I'oxygéne en
position 3’ terminale afin d’y intégrer le NTP qui est recruté.3! De plus, grace a I'aide de deux
arginines (R553, R624) et de I'autre ion magnésium, le PPi formé va ainsi étre capté aider a
réaliser la réaction. Sur la Figure 15b et 15c sont représentés les trois états transitions
concernant cette étape. R étant I'état de recrutement du NTP distant de 3.5 A avec le
nucléotide. TS correspond a |'état de transition, le Pa (lié au carbone 5" du NTP) se trouve a
équidistance (2.0 A) entre le PPi et I'oxygene 3’ du brin copié, et enfin grace a I'intervention

des arginines et des ions divalents, le PPi est capté, tandis que la liaison phosphodiester 3’-5’

est formé.
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Figure 15 : a) Structure de la RdRp avec I'ARN modéle et copié. b) Modélisation de I’étape d’élongation. c) Représentation
schématique de I'étape d’élongation
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(1. Du nucléoside au nucléotide

Durant ces 50 derniéres années, prés de 90 analogues antiviraux ont été approuvés par la
FDA.3? Les nucléosides présentant une richesse structurale il est possible d’opérer plusieurs
modifications afin de synthétiser divers analogues avec différents mécanismes d’inhibition.
De ce fait, il est possible de modifier la base azotée, le sucre via I'insertion de groupement sur
les carbones 1’ a 5’ ou une modification du ribose, ou bien la partie 5° donnant notamment

acces aux versions prodrogues.3334

La base azotée peut étre modifiée selon plusieurs maniéres, I'ajout d’un substituant sur une
base naturelle tel que la Idoxuridine (Figure 16), utilisé contre le HSV-1 inhibant I'action de
I’ADN polymérase. L’atome d’azote de la liaison glycosidique peut étre retiré pour ajouter a la
place un carbone donnant les C-nucléosides. La synthése de ces analogues a permis de former
de puissants antiviraux comme le Remdesivir. L'avantage majeur de ces agents et leurs
insensibilités vis-a-vis des glycosides hydrolases, des enzymes qui peuvent cliver la liaison
glycosidique. Dans cette méme dynamique il est possible de modifier le ribose soit en
remplacant 'atome d’oxygéne par un carbone donnant acces aux dérivés carbacyclique tel
qgue I'Entecavir un anti hépatique B. Il possede un atome de carbone en lieu et place de
I’oxygene et un fonction alcéne sur ce dernier, il agit en tant qu’inhibiteur de la transcriptase

inverse.
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Figure 16 : Analogues nucléosidiques modifiés selon différentes positions
L'insertion de groupement sur le ribose entre les positions 1’ et 5’ permet de donner des
molécules avec une large palette d’action antivirale. Le Remdesivir possede une modification
sur la position 1’ via I'introduction d’un groupement cyano. Ce dernier a montré une gamme

d’activité large étant actif notamment contre le SARS-CoV-2 et Ebola. Le NITD0OO08 est un
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analogue modifié sur la position 2’ comportant un groupement éthynyle sur la face beta. Il
possede une ECso de 0,64 uM contre le virus de la dengue. La modification de la position 3’
permet d’obtenir des inhibiteurs de la transcriptase inverse comme I’AZT. L'introduction d’un
groupement alcyne sur la position 4’ a permis d’obtenir 'EFdA qui possede en plus, un atome
de fluor sur I'adénosine. Cet atome est important car leurant I'adénosine desaminase, ainsi,

une ECsode 0,072 uM a pu étre obtenue contre le VIH.

Pour agir sur les virus et plus particulierement, pour étre pris en charge par les polymérases
ces nucléosides doivent traverser la membrane cellulaire. Une fois dans le cytoplasme, trois
étapes successives de phosphorylation sont réalisées par des kinases pour donner des

Nucléosides TriPhosphate, ou nucléotides, substrat des polymérases.

1. Transport membranaire des nucléosides3>36
Un des passages obligatoires pour les nucléosides est celui de la membrane cellulaire. Ces
derniers étant non-lipophiles ils doivent utiliser des transporteurs spécifiques. Les
Transporteurs Nucléosidiques (hNTS) sont des protéines transmembranaires codées par des
génes SLC (SoLute Carrier) et sont divisés en deux catégories: les Transporteurs

Nucléosidiques Concentratives (CNTs) et les Transporteurs Nucléosidiques Equilibrants

(ENTs).
Transporteur Nucléosidique Transporteur Nucléosidique
Concentrative Equilibrant
(hCNT1, hCNT2, hCNT3) (hRENT1, hENT2, hENT3)
© T o
HO  OH
v
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o w (T ~Cr
HO  OH HO — OH

Figure 17 : Mécanisme de transport des nucléosides par les récepteurs nucléosidiques
Pour les CNTs, ceux-ci sont divisés en 3 membres (human CNT1-3) et sont des transporteurs
bidirectionnels, c’est-a-dire qu’ils vont réguler la concentration de deux espéces. La paire

nucléoside/sodium est transportée par CNT1 et CNT2 avec un ratio de 1 pour 1 ion, tandis que
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CNT3 transporte cette paire avec un ratio de 1 nucléoside pour 2 ions sodium. Concernant les
ENT pour Transporteur Nucléosidiques Equilibrants ceux-ci sont présents sous trois types
différents (hENT1-3) et vont laisser passer les nucléosides selon une différence de
concentration entre le milieu intra et extracellulaire (Figure 17). Ce transport peut se faire
dans les deux sens afin de mieux réguler ’homéostasie de ce paramétre. Parmi ces classes de
transporteurs, les CNTs vont avoir une meilleure affinité pour les nucléosides par rapport aux

ENTSs.

2. Kinases et stratégie prodrogues3’38
Une fois dans le milieu intracellulaire le nucléoside ne peut pas étre reconnu par les
polymérases sous sa forme libre, il doit étre activé sous sa forme triphosphate, sous I’action
de kinases. Ces réactions d’activation peuvent étre est une des étapes limitantes pour
I'efficacité des nucléosides antiviraux. Ces enzymes vont catalyser le transfert d’un
groupement phosphate entre le substrat donneur (ATP) et les substrats accepteur 5-OH ou
mono/di-phosphoester. Des études ont pu déterminer un potentiel mécanisme entre les
différents acteurs de cette réaction.3® En effet, le phosphore y va passer d’une structure
tétraédrique vers un trigonal plan, lors de cette conformation, le phosphore est a équidistance
entre les groupements partants et attaquants (Figure 18a). Ce mécanisme a pu étre mis en
évidence cette géométrie grace a une structure cristalline de ’ADP-AIFzinteragissant avec une
histidine (mécanisme de la troisieme phosphorylation). Le complexe d’aluminium va alors

mimer ce phosphore y quittant ’ADP et former une liaison avec |'histidine.
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Figure 18 : a) Etat de transition mimant le transfert de phosphate par les kinases. b) Etapes de phosphorylations

Il est a souligner qu’'une molécule de magnésium est présente sur le site actif servant a
stabiliser les charges du groupement phosphate, ainsi que la présence de lysine et d’arginine
chargées. Les trois étapes successives de phosphorylations (Figure 18b) peuvent étre décrites

selon ces mécanismes :

- Premiere étape de phosphorylation : Celle-ci peut étre réalisée par des kinases
cytosoliques (hTK1) ou mitochondriales (hTK2). Du fait de leur variété, il est difficile de
faire des généralités quant a leurs sites de liaisons et de leurs structures. Cependant,
il semblerait que hTK1 reconnaisse tout aussi bien les analogues modifiés en position
3’ que les analogues naturels. Cependant, cette phosphorylation reste I'étape la plus
limitante et nous verrons par la suite comment contourner cette étape.

- Deuxieme étape de phosphorylation: Concernant la hTMPK, elle présente la
caractéristique d’avoir une vitesse de transfert lente (kaat = 2s?), mais cela est
compensé par une concentration de détection plus faible (kv = 0.02 mM). En
comparaison pour hAMPK, le ket est plus élevé (100 s?) mais un kv plus élevé (1 mM).
Il est important de noter que dans le cas de I’AZT, le groupement azido induit une géne
stérique dans le site catalytique.

- Troisieme étape de phosphorylation: Le mécanisme de type « ping-pong » fait
intervenir une histidine qui aprés phosphorylation va transférer le groupement
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phosphate vers le nucléoside diphosphate NDP pour donner le substrat triphosphate
(Figure 18a). La nature du sucre va avoir une influence sur la réaction enzymatique.
Ainsi, les 3’-désoxynucléotides auront une moins bonne prise en charge, car la
chélation du OH en 3’ avec I'ion magnésium favorise la cinétique de phosphorylation.
Le second concerne les 2’-désoxynucléotides moins bien reconnus que les analogues

riboses mais seulement d’un facteur 2-5.

Comme dit précédemment, la premiere phosphorylation reste I'étape la plus limitante et
essayé de contourner ce probléme a fait I'objet de plusieurs études.*® Préparer des dérivés
nucléosidiques monophosphates permettrait de contourner ce probléme. Cependant, ceux-ci
présentent une faible stabilité in vivo due a la déphosphorylation dans le systéme sanguin et
sa nature chargée bloque le passage membranaire que ce soit par diffusion, ou via des
transporteurs. Plusieurs approches de type prodrogue ont donc été proposées en masquant
les groupements phosphates ou phosphonates. Ainsi, I'équipe de McGuigan et coll. s’est plus
spécifiguement intéressé aux dérivés phosphoramidates comme prodrogues de nucléosides
monophosphate, développant ainsi la technologie ProTide et étudiant de nombreux
groupements alkyl/aryloxy-phosphoramidates...*? Cette stratégie consiste en I'utilisation de
« fonctions masquées » qui par diverses voies enzymatiques vont étre hydrolysées pour
libérer le principe actif. Le nucléoside 5’-phosphoramidate plus lipophile peut traverser, par
voie passive, la membrane cellulaire, pour ensuite, donner I'analogue monophosphate

correspondant apres hydrolyse enzymatique (Figure 19).
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Figure 19 : Différentes voies de passage vers le milieu intracellulaire
Pour ces travaux de thése, nous avons sélectionné le phosphoramidate comportant un phénol
pour la partie aryle (magenta) et un ester d’acide aminé (turquoise), plus précisément une
alanine sous forme d’ester. Dans le milieu cellulaire, une premiére étape d’hydrolyse de la
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fonction ester conduit a I'acide carboxylique correspondant. Cette réaction peut étre
catalysée par la cathepsine A ou par la carboxylesterase 1 (a). La fonction carboxylate réagit
sur le phosphoramidate pour libérer le motif phénol et par la méme former un cycle a 5
chainons (b). Puis de maniére instantanée, une hydrolyse de cet intermédiaire libere le
phosphoramidate chargé (c) qui sera a son tour hydrolysée via une phosphoramidase, la
HINT1, pour donner le produit monophosphorylé. Ce dernier sera pris en charge par les
différentes kinases pour obtenir le NTP correspondant. Des études structure-activités ont
permis de montrer que chacun des composants de la prodrogue pouvait étre modulable
(motif aryle, acide aminé et I'ester), et avoir une influence sur la réactivité vis-a-vis des

enzymes et des vitesses d’hydrolyse (Figure 20).
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Figure 20 : Principe de la ProTide
3. Mode d’inhibition des polymérases via les nucléosides
Les nucléosides ou nucléotides modifiés vont mettre en place différents modes d’action afin
d’inhiber les polymérases. On décrira ici trois modes d’action avec des cas concrets d’agents
antiviraux : la mutagénese, I'inhibition de chaine a effet non-immeédiat et I'inhibition a effet
immédiat.
a. Mutagénese

Au sein de ces agents antiviraux mutagene, se trouve certains analogues déja utilisés contre
des virus a ARN. La Ribavirine (RBV) comme le Molnupiravir.*®> La RBV est utilisée en
combinaison avec d’autres principes actifs contre le SARS-CoV-2 (Figure 21a). Le mécanisme
de ces derniers consiste a induire la polymérase en erreur, lors de I'étape de transcription

celle-civaincorporer des nucléotides en lieu et place d’autre, provoquant des mutations. Dans
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I’exemple du Molnupiravir, une fonction hydroxylamine est présente sur la base pyrimidine et
cette fonction possede deux formes mésomeéres, la premiere IminoM va mimer une uracile et
provoquer un appariement avec un adénosine, I'autre forme, AminoM va mimer une cytosine
et donc former une triple interaction avec la guanine. Lors du premier passage de la
polymérase RpRd, celle-ci va incorporer le molnupiravir en lieu et place de I'uridine et cytidine,
cependant lors du deuxieme passage, il va avoir des erreurs d’intégration puisqu’elle ne va
plus savoir si une adénine ou une guanidine doit étre intégrer car le molnupiravir peut
interagir avec ces deux nucléotides. Le brin génomique modeéle va étre totalement différent
de celui dont a été incorporé le nucléoside modifié et cela va induire une mutation du virus
pouvant mener a sa destruction (Figure 21b).
Step 1: Incorporation
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Figure 21 : a) Structure d'agents mutagénes. b) Mécanisme du molnupiravir

b. Inhibition a effet latent
Concernant les terminateurs de chaine a effet non-immédiat, le Remdesivir est I'un des
exemples le plus connu, longtemps considéré comme un candidat prometteur contre le SARS-
CoV-2. Son mécanisme d’inhibition est encore sujet a débat.**#* Cependant, la théorie la plus
admise met en avant la présence d’une géne stérique di au groupement cyano qui va bloquer
I’élongation.?® En effet, le remdesivir est dans un premier temps incorporé dans le monobrin
« primer », et uniquement lors du passage de i+3 a i+4, c’est-a-dire aprés 3 incorporations de
nucléosides, le groupement cyano du RDV bloque la polymérase par interaction avec la sérine

861 (Figure 22).
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Figure 22 : Mécanisme d'inhibition du remdesivir

c. Inhibition a effet immédiat et modification en position 3’4748
Pour finir nous allons décrire le mécanisme d’inhibition de I'élongation de chaine a effet
immédiat (obligate chain terminator) qui constitue I'axe principal de cette thése. Pour cela
nous allons parler de la Zidovudine (ou AZT) qui est 'exemple de référence impliquant ce
mécanisme d’inhibition des polymérases. En effet, I’AZT possde une fonction azide en lieu et
place de la fonction 3’-hydroxyle, qui est reconnue par la Tl sous sa forme I’AZT-TP et donc
étre incorporée dans le brin d’ADN en construction. Cependant, le groupement azide ne
pouvant pas former de liaison phosphodiester 3’-5’, la polymérisation est radicalement

stoppée ce qui bloque la prolifération du virus (Figure 23).

Cependant, plusieurs inconvénients sont a souligner, tout d’abord le manque de
reconnaissance vis-a-vis d’autres polymérase comme la RdRp, qui peut discriminer facilement
les analogues 2’-desoxy. De plus, la présence d’une fonction 3’-hydroxyle permet une

meilleure reconnaissance des NDPK favorisant la formation des nucléosides triphosphates.
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De nombreux autres analogues de nucléosides terminateurs de chaine immédiat (Figure 24)
ont, bien s(ir, été développés avec notamment des modifications de la partie osidique.34 Parmi
ceux-ci, nous pouvons citer I'acyclovir prescrit contre I’herpés simple 1 et 2 (HSV-1, HSV-2) qui
a la différence de I'AZT est tres bien reconnu par les kinases et I'acyclovir triphosphate est un
bon substrat des polymérases faisant de lui un agent antiviral puissant. Cependant, il souffre
d’'un manque de solubilité dans les milieux physiologiques et d’une faible biodisponibilité.
C’est pourquoi, des versions prodrogues ont été synthétisées, notamment la valacyclovir qui
est la version 5’ estérifiée avec une valine. Ainsi, sous cette forme son activité contre les virus
de I’herpés est optimisée de méme que sa biodisponibilité.*® Une autre molécule acyclique
est le tenofovir qui possede un groupement 5’ phosphonate. Ce motif (a ne pas confondre
avec le groupement phosphate) a été introduit afin de contourner la premiere étape de
phosphorylation qui est trés souvent limitante. Il permet aussi de ne pas étre reconnu par les
phosphatases qui clivent les liaisons phosphodiesters aprés que I'analogue modifié soit inséré
dans le primer. Le tenofovir quant a lui est actif contre le VIH-1 et les infections de I'hépatite

B chronique.
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Figure 24 : Structures des agents antiviraux terminateurs de chaines a effet immédiat

Bien que la trés grande majorité des inhibiteurs soient de type D-nucléosides, il existe
quelques exemples de L-nucléosides a activité antivirale comme le lamivudine (ou 3TC). Elle
est non seulement I'image dans un miroir d’un nucléoside naturel mais posséde aussi un
atome de soufre en position 3’ et posséde un mécanisme d’inhibition de chaine a effet
immédiat. Le 3TC est actif contre le VIH-1 et VIH-2 ainsi que I’hépatite B.>® Une autre classe
d’agents antiviraux a effet immédiat est représentée par les analogues 2’,3’-didéoxy tels que
la stavudine (ou d4T) et I'abacavir. Concernant ce dernier, il posséde la particularité d’avoir
une structure cyclopentane au lieu du tétrahydrofurane et fait partie de la famille des carbo-

nucléosides.
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