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Résumé :
L'interaction entre les protéines SARS-CoV-2 SpikeRBD et ACE2 est une étape cruciale dans
I'infection des cellules hotes. Sans elle, tout le mécanisme d’entrée du virion est compromis.
Le but de cette étude est de moduler cette interaction grace a 'action de produits naturels
prometteurs. Pour ce faire, le Dimensionnement diffusionnel microfluidique (Microfluidic
Diffusional Sizing), une nouvelle technique, est employée. Celle-ci nous permettra, dans un
premier temps, de mesurer 'interaction régissant le complexe protéique via la mesure de la
constante de dissociation (Kq). Et, dans un second temps, de moduler cette interaction a I'aide
de divers produits naturels. Cette seconde étape consiste a modifier le rayon hydrodynamique
(Rn) du complexe protéique, dont chacune des protéines est présente en quantité
équimolaire. A l'issue de cette étude, 5 des 9 produits naturels testés présentent une
activité modulatoire : (i) L'extrait méthanolique d’enveloppes de graines de Chenopodium
quinoa Willd, (ii) 'ivermectine, (iii) la naringénine, (iv) la quercétine, (v) I'extrait éthanolique
de racines de rhubarbe. Ceci nous a permis d’établir des perspectives d’étude de ces derniers

ou de substance apparentées.

Abstract :
The interaction between SARS-CoV-2 SpikeRBD and ACE2 proteins is a crucial step in host cell
infection. Without it, the entire virion input mechanism is compromised. The aim of this study
is to modulate this interaction through the action of promising natural products. To do this,
the Microfluidic Diffusional Sizing, a new technique, is used. This will first allow us to measure
the interaction governing the protein complex via the measurement of the dissociation
constant (Kg). And, in a second step, to modulate this interaction using various natural
products. This second step involves modifying the hydrodynamic radius (Rn) of the protein
complex, each of which is present in equimolar quantities. At the end of this study, 5 of the 9
natural products tested have modulatory activity: (/) Chenopodium quinoa Willd seed
envelope methanol extract, (ii) ivermectin, (iii) naringenin, (iv) quercetin, (v) Ethanolic extract
of rhubarb roots. This allowed us to establish perspectives for the study of these or related

substances.
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1 Mise au point bibliographique :

1.1 Notions de base de virologie

Avant toutes choses, il est nécessaire de préciser quelques notions utiles a la bonne

compréhension de ce manuscrit.

e « Virus » vs « Virion »

Un virus est particule inerte dont le génome constitué est d’un seul type d’acide nucléique,
ADN ou ARN. C’est une usine a virions puisqu’il posséde toute I'information a sa réplication
mais, étant un parasite obligatoire, il nécessite I'utilisation du matériel génétique et de la
machinerie enzymatique de la cellule héte afin de se répliquer. Le terme « virus » correspond
a la phase intracellulaire de l'infection. Un virus doit étre capable de coder pour des
constituants viraux (enzymes, protéines de structure, protéines non-structurales, etc...) non
présents a la base dans la cellule hote. Une partie de ces constituant s’auto-assemblera afin

de constituer le virion (Martiny, 2019; Willey et al., 2020).

Un virion est le produit final du développement d’un virus, c’est la particule virale mature. Il
est constitué de 2 éléments : (i) le génome viral : ADN ou ARN. (ii) la capside : protéines de
structures. Il n’est capable ni de croissance, ni de reproduction. Seul son matériel génétique
lui permet de se reproduire aprés entrée dans la cellule hote (stade de virus). Le terme
« virion » correspond a la phase extracellulaire, infectieuse. Une analogie souvent employée
compare le virus a un homme et le virion a un spermatozoide (Martiny, 2019; Willey et al.,

2020).

e Les différents types d’acides nucléiques

L'acide nucléique peut étre de 2 types: ADN ou ARN. Il peut étre simple ou double brin
(mono/bicaténaire). Concernant les virus simple brin, ils peuvent étre en 2 types : (i) De
polarité positive (brin sens) ; cela signifie que le la séquence génomique est identique a I’ARN
messager. (ii) De polarité négative ; la séquence génomique est alors complémentaire a ’ARN

messager (Martiny, 2019; Willey et al., 2020).

e« Virus nu » vs « Virus enveloppé »

Un virus est dit « nu » lorsque son virion est constitué uniquement de son génome et de sa
capside, et se libére de la cellule hote par lyse cellulaire. Un virus est dit « enveloppé » lorsque
son virion est constitué de son génome, sa capside et une membrane composée de

lipides/glucides/protéines. Il se libére de la cellule héte par un bourgeonnement suivi d’une
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lyse cellulaire. Cette enveloppe, issue de la membrane plasmique/nucléique de la cellule, rend
les virus enveloppés plus fragile que les virus nus, les lipides qu’elle contient étant sensibles
aux détergents, a la température et aux changements de pH. L'ensemble génome-capside est

appelé « nucléocapside » (Martiny, 2019; Willey et al., 2020).

e « Ectodomaine »

C'est le domaine extracellulaire d’'une protéine qui, dans le cas d’un virion, joue un role
essentiel dans les voies de signalisations car il permet d’initier le contact avec la cellule hote
(Wrapp et al., 2020). Dans le cas de certains virus, cet ectodomaine permet de former des
syncitia (pluriel de syncytium : « Masse de cytoplasme limitée par une membrane, comportant
plusieurs noyaux, obtenue par fusion de plusieurs cellules ».(Larousse, 2022a)) (Rajah et al.,

2022).

e « Endocytose clathrine-médiée »

Ce type d’endocytose a lieu lors d’une endocytose médiée par un récepteur membranaire et

est décrit dans la figure suivante :

Ligand
Plasmalemma

- RECeplor
Clathrin
Adaptins

Figure 1: Schéma d’une endocytose clathrine médiée. D’apres (Lillmann et al., 2005). (1-2) Liaison du ligand au récepteur
membranaire. (3) Les domaines intracellulaires de ce dernier sont en contact avec des adaptines. (4) Il y ensuite migration et
regroupement des complexes Ligand-récepteur par un processus dépendant de la clathrine. (5) Il y a invagination de la
membrane pour former une vésicule. (6) Il y a excrétion de I'adaptine et de la clathrine de la vésicule. (7) Un endosome précoce
est ainsi formé. (8) Le pH a l'intérieur de celui-ci va diminuer par augmentation de la concentration de protons. Il y alors
dissociation des complexe Ligand-Récepteur et évacuation de I'endosome d’un bout de membrane porteuse des récepteurs.
(9) Celui-ci va ensuite retourner a la surface de la cellule. (10) L'endosome formé va délivrer son contenu aux organites cibles.
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1.2

Le virus : SARS-CoV-2

121

Données virologiques et épidémiologigues du SARS-CoV-2

Le SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) est un virus a ARN simple-

Royaume Riboviria

Ordre Nidovirales

Sous-ordre Cornidovirineae

Famille Coronaviridae

Sous-famille | Orthocoronavirinae

Genre Betacoronavirus

Sous-genre Sarbecovirus

Espece Severe acute  respiratory
syndrome-related coronavirus
(SARSr-CoV)

Individu SARS-CoV-2

brin positif enveloppé dont les premiers cas d’infection

a I’lhomme ont été découvert en décembre 2019 dans la

ville de Wuhan, en Chine. La maladie causée par ce virus

est appelée COVID-19. Il fait partie des coronavirus, un

groupe de virus a ARN constituant la sous-famille des

Orthocoronavirinae. Les coronavirus ont un diametre

compris entre 60 et 140 nm (Kadam et al., 2021).

Tableau 1 : Taxonomie du SARS-CoV-2. D’apres (Gorbalenya et al., 2020)

Depuis la découverte, en 1931, du premier coronavirus, plusieurs d’entre eux se sont avérés

infecter ’'homme (Figure 2). Pourtant, la majorité de ces virus sont connus pour infecter les

oiseaux ou encore des especes mammiferes comme le bétail et les animaux de compagnie.

Trois des coronavirus ayant I’homme pour héte ont frappé au cours des 20 derniéres années.

Premiérement, le SARS-CoV, en 2002, responsable de 8000 cas pour une mortalité de 10 %.

Ensuite, le MERS-CoV (Middle East Respiratory Syndrome), en 2012 avec 2500 cas et une

mortalité de 36 %. Et enfin le SARS-CoV-2, depuis 2019, qui se propage bien plus vite que les

autres (V’kovski et al., 2021). Effectivement, en date du 19 décembre 2021, il était déja

responsable de plus de 270 millions de cas pour un total de 5,3 millions de décés a travers le

monde, ce qui représente un taux de mortalité d’environ 2 % (World Health Organization,

2020)
Discovery of
First HCoWV-229E"
cofonavins
discovered Discowvery of
1Bv)" HCoV-0C43 (ref.
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1966

1967 1986 1987

1992

Discovery of
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SARS-CoW-2 (refgtam.m)

Emergence of
SARS-Coly/uas

Discovery of
HCoV-MLG3 (ref."™)

SARS-CoV-2
pandemic

Emergence of
MERS-CoW'™

1995

2000

2002 2003 2004 2005

2008

2012 2019 2020
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Targeted
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clone

Full-lemgth
reverse genetic
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transcription’™
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Figure 2 : Ligne du temps représentant les différentes découvertes majeures liées aux Coronavirus. (V'kovski et al., 2021)
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La transmission du SARS-CoV-2 se fait principalement par voie respiratoire (Meyerowitz et al.,
2021) de deux fagons différentes : (/) Par gouttelettes respiratoires ayant une portée allant
jusqu’a 1,8 m. (ii) Par aérosol ayant une portée allant jusqu’a 7-8 m (Salian et al., 2021). La
proximité des individus augmentant les risques de contamination laisse suggérer que le
transport du virus par aérosol est toutefois moins important que celui par gouttelettes
(Meyerowitz et al., 2021). La transmission peut avoir lieu dés lors qu’une personne, méme en
bonne santé, rentre en contact avec une personne infectée ou tout objet que celle-ci a touché
(Yesudhas et al., 2021). Il est possible de réduire les risque de contamination en appliquant
des gestes barriéres comme : le lavage régulier des mains, le port du masque, la ventilation
des espaces clos (Meyerowitz et al., 2021), la distance de 2 métres entre 2 individus, etc...
(World Health Organization, 2021). La période d’incubation est, en moyenne de 5 a 6 jours
mais peut s’étendre jusqu’a 14 jours (Dhouib et al., 2021; World Health Organization, 2021).
En ce qui concerne la période d’infectiosité, période ou un individu peut transmettre le virus,
des études sur des sujets immunocompétents montrent que celle-ci commencerait 2 a 3 jours
avant l'apparition des symptémes avec un pic de contamination la veille. Cette période
durerait jusqu’a 8 jours aprés "apparition des symptdmes, malgré une charge virale!, encore
détectable au niveau du nasopharynx jusqu’au 22°™e jours dans les cas légers, voire jusque

parfois 2 mois dans les cas graves (Meyerowitz et al., 2021).

1.2.2 Description du virus

1.2.2.1  Structure génomigue du SARS-CoV-2 et homologie avec le SARS-CoV

Comme le montre la Figure 3, les structures des génomes de SARS-CoV-2 et SARS-CoV sont

relativement similaires, avec 78% d’homologie (Koyama et al., 2020).

! Charge virale : Nombre de copies du virus.
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Figure 3 : Structures génomiques de SARS-CoV-2 et SARS-CoV. D'apres (Hozhabri et al., 2020). Sens de lecture 5'3". ORFla et
ORF1b codent pour 2 poly-protéines (ppla et pplab), des réplicases qui seront clivées par 2 cystéines protéases, nsp 3 = Papain-
like protéase (PLpro) et nsp 5 (3CLpro, aussi nommée Mpro) (Arya et al., 2021; Kadam et al., 2021), pour donner lieu a 16
protéines non structurelles (Nsp 1-16) telles que des protéases, hélicases, etc... impliquées dans la transcription et la réplication
duvirus. Les terminaisons 3‘ des génomes de SARS-CoV-2 et SARS-CoV contiennent des protéines accessoires, 3a, 3b, p6, 73, 7b,
8b, 9b, orf14 et 33,3b, p6, 73, 7b, 8a, 8b, 9b, respectivement. Enfin, S, E, M, N ; codent respectivement pour la protéine Spike (S),
I'enveloppe (E), la membrane (M) et la nucléocapside (N). UTR : Région non traduite. ORF : Cadre de lecture ouvert. (Giovanetti
etal., 2021; Hozhabri et al., 2020; Rehman et al., 2021)

1.2.2.2 Détails de la protéine Spike (Protéine S)

La protéine Spike, exprimée a la surface du virion, assure la liaison aux cellules hotes en
interagissant avec le récepteur membranaire, 'enzyme 2 de conversion de I'angiotensine
(ACE2), ce qui permet I'entrée du virus. C'est une glycoprotéine transmembranaire, de 1273
acides aminés (Figure 4a) (Zhang et al., 2021b), homotrimérique, formant des pointes a la
surface de la membrane virale ; le virus semble entouré d’une couronne, d’ou le terme
« CORONA » (couronne en latin) (Yesudhas et al., 2021). La protéine S est segmentée en 3
parties : Une queue cytoplasmique, une région transmembranaire, et un grand ectodomaine.
Ce dernier a des sous domaines S1 et S2 qui, respectivement, vont se lier a ACE 2 en agissant
comme antigene majeur de surface, et fusionner la membrane virale avec celle de la cellule

hote lors de I'entrée du virus (Kadam et al., 2021).

e Les différents domaines de Spike

La Figure 4a détaille les différents domaines structurels de la SARS-CoV-2 spike. Il est a noter
gu’outre sa fonction dans I'entrée du virion dans la cellule, Spike entre dans la formation de
syncitiaZ, ce qui permet au virus de se propager d’une cellule atteinte & une cellule saine

adjacente.

2 Détails complémentaires en annexe 1.
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Figure 4: a) « Représentation schématique des régions structurelles de la protéine spike de SARS-CoV-2. Les domaine
composant les segments S1 et S2 sont les suivant : Domaine N-terminal (NTD) ; Domaine de liaison au récepteur (RBD) avec son
motif de liaison (RBM) ; Domain C-terminal 1 (CTD1) ; Domain C-terminal 2 (CTD2) ; Sites de clivage (S1/S2 et S2’) ; Peptide de
fusion (FP) ; Région proximale du peptide de fusion (FPPR) ; Répétition d’heptapeptide 1 (HR1) ; Région de I'hélice centrale (CH) ;
Domaine connecteur (CD) ; Répétition d’heptapeptide 2 (HR2) ; Domaine transmembranaire (TM) ; Queue cytoplasmique (CT) ;
Les glycolisations sont représentées par les symboles en forme de points.» (Jackson et al., 2022). b) A gauche : Trimére dans I'état
de pré-fusion (PBD ID : 6XR8). A droite : Trimére dans I'état de post-fusion (PBD ID : 6XRA). c) A gauche : Trimére avec tous ses
RBD ayant la conformation « down » (PBD ID : 6XR8). Au centre : Trimer avec un RBD ayant la conformation « up » (PBD ID :
7KRR). A droite : Comparaison entre les deux conformation précitée (PBD ID : 7KKR et 6XR8) (Zhang et al., 2021b).

La microscopie cryo-électronique (cryo-EM) a permis de différencier des conformations de

pré-fusion et de post-fusion pour le trimeére de la protéine S (Figure 4b).

Le domaine N-terminal (NTD) pourrait jouer un réle dans la reconnaissance des glycosylations
durant l'initiation de I'attachement, mais aussi dans la reconnaissance du récepteur et dans
les transitions entre les différentes conformations de Spike (Rajah et al., 2022). Les domaines
C-terminaux de S1 (CTD1 et 2) pourraient, quant a eux, jouer un role dans le réarrangement
structurel lors de la fusion en modulant NTD, S2 et le domaine de liaison au récepteur (RBD)

(Zhang et al., 2021b).
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e Le domaine de liaison au récepteur (RBD)3

Le RBD contient 2 sous-domaines dont le motif de liaison au récepteur (RBM) qui permet tous
les points de contact avec ACE 2 (Jackson et al., 2022). Dans I'état de pré-fusion (Figure 4b et
Figure 4c), un RBD est présent au sommet de chaque monomere de la protéine S, et donc le
trimére présente 3 RBD disposés de facon adjacente. Il est a noter que 22 N-glycosylations
sont présentes sur chaque monomere (Ke et al., 2020; Zhang et al., 2021b). Chacun des RBD
peut présenter 2 conformations distinctes (Figure 4c): (i) « Up ». (ii) « Down ». Dans la
conformation « Down », ils sont posés a plat et empéchent |'acces au site de liaison. Dans la
conformation « Up », un ou plusieurs RBD se lévent et permettent |'exposition du site de
liaison (Ke et al., 2020). Lorsqu’un des RBD, en position « Up » se lie au récepteur (ACE2), les

2 autres se levent et se lient également a celui-ci (Rajah et al., 2022).

1.2.3 Description du récepteur : L'enzyme 2 de conversion de I'angiotensine (ACE2)

1.2.3.1 Structure et fonction de 'ACE2*

L'enzyme 2 de conversion de l'angiotensine, un vasoconstricteur endogéne, est une
glycoprotéine transmembranaire a activité monocarboxypeptidase de type | constituée de
805 acides aminés (Figure 5) (Wiese et al., 2021). C'est le récepteur membranaire de la SARS-
CoV-2 Spike. ACE2 est exprimée dans de nombreux tissus, mais de maniére plus importante
dans les reins, le coeur, les cellules alvéolaires de I'épithélium pulmonaire, les testicules et le
tractus gastrointestinal (Wiese et al., 2021) ; 83 % des cellules exprimant ACE2 sont des

cellules alvéolaires de type 2 de I'épithélium pulmonaire (AECII) (Zhang et al., 2020, p. 2)

ACE2 est structurée en 2 parties (Figure 5): (i) La premiére moitié¢, du c6té N-terminal, a
activité métallopeptidase (cofacteur = zinc), contient un motif de liaison homologue a celui de
I’enzyme de conversion de |'angiotensine (ACE). (ii) La seconde moitié, du c6té C-terminal,
partage une certaine homologie avec la collectrine, une protéine transmembranaire rénale
régulant les protéines de transport d’acides aminés (Jackson et al., 2022) et ayant un réle dans

le transport vésiculaire et les fusions membranaire (Wiese et al., 2021)).

3 Détails complémentaires en annexe 1.
4 Détails complémentaires en annexe 2.
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Figure 5 : « Structure de 'ACE 2 comparée avec I’ACE et la Collectrine. HEMGH illustre les motifs de liaison au zinc — Le site actif de
la protéine. » (Wiese et al., 2021).

ACE2 participe, physiologiguement, au systeme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA)
(Figure 6) (Wiese et al., 2021). Il y a 2 voies possibles dans ce systeme. Dans la premiére, la
voie « protectrice », I'angiotensine (1-7) va se lier aux récepteurs AT2 et MAS du SRAA en
induisant divers effets protecteurs, dont la synthése de NO, ainsi que des effets antifibrotiques
et anti-inflammatoires. Dans la seconde voie, la «voie classique », c’est linverse,
I’Angiotensine Il se lie sur le récepteur AT1 pour conduire a des effet vasoconstricteur et pro-

inflammatoire. En situation physiologique, ces 2 voies sont en équilibre (Wiese et al., 2021).

Receptors

Vasoconstriction

Cell proliferation
Fibrosis
Oxidative Stress
Proinflammation

Aldosterone release

N/
Classical
(Vasoconstrictive)
Pathway

_Renin__ o, (C Angiotensin ) \\“‘CE » (_Angiotensin

_—

Angiotensin (1-9) et ( ANgiiotensin (1-7) :

Vasodilation
Antiproliferation
Proapoptosis
Natriuresis

Antifibrotic
Cerebral blood flow
Memory

N
Protective
(Vasodilatory)
Pathway

Vasodilation
Antiproliferation
Anti-inflammation
Diuresis
Natriuresis
Facilitate insulin actlon_

Figure 6 : « Role central du systéme rénine-angiotensine dans 'homéostasie de la pression sanguine. Le systéme en cascade
implique de nombreuses enzymes et récepteurs. L’angiotensinogéne produit par le foie est converti en angiotensine | (Ang 1) par
la rénine secrétée par les reins. ACE2 est important dans la conversion de Ang | en angiotensine (1-9) et de I'angiotensine Il (Ang
I1) en angiotensine (1-7). Ang Il et angiotensine (1-7) exercent leurs actions en se liant aux récepteurs AT1, AT2 et MAS. ACEi,
inhibiteur d’ACE ; AT1, angiotensine 1; AT2, angiotensine 2; ARB, inhibiteurs du récepteur a I'angiotensine 2. » (Wiese et al.,
2021).
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1.2.3.2 Rdle de 'ACE2 dans l'orage de cytokine®

A la suite de I'interaction SARS-CoV-2 Spike-ACE2, le role de I’ACE 2 dans le SRAA est entravé
car I'enzyme ne peut plus accueillir son substrat naturel, ce qui contribue a la sévérité de la
maladie en brisant I'équilibre physiologique en faveur de la « voie classique » du SRAA. Ce
déséquilibre améne a la suractivation de la voie de signalisation du NF-kB dans la signalisation
IL-6-STAT3 (Figure 7), ce qui permet d’expliquer |'orage cytokinique observé chez de

nombreux patients infectés par le SARS-CoV-2 (Hojyo et al., 2020; Kanehisa Laboratories,

2021).
Soluble forms
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Figure 7 : « La signalisation IL-6-STAT3 est une cible thérapeutique potentielle pour la COVID-19 car elle est impliquée dans
I'orage de cytokines. Lors de I'infection, les récepteurs toll-like sont activés par reconnaissance des profils moléculaires du virus.
Cette activation induit la production, entre autres d’IL-6 par les macrophages (Kanehisa Laboratories, 2021), suivie de I'activation
de la voie du NF-kB dans les cellules immunitaires et non-immunitaires, ce qui provoque une réponse inflammatoire. D’autre
part, 'accumulation de Ang Il due a I'activité réduite d’ACE 2 induit, via AT1R, I'activation de ADAM 10 et 17, ce qui résulte en la
production de TNF-a, slLl-6Ra, et EGF qui initient les voies de signalisation TNFR-NF-kB, IL-6R-STAT3, et EGF-NF-kB. Par
conséquent, les cascades inflammatoires concomitantes de NF-kB et STAT3 augmentent encore I'activité NF-kB et établissent
un circuit inflammatoire. L'amplificateur IL-6 (IL-6 AMP) décrit une boucle de rétroaction positive inflammatoire, dans les cellules
non immunitaires. L'orage de cytokines causée et I'hyperactivation inflammatoire peuvent causer des symptomes mortels, tels
gu’'un syndrome de détresse respiratoire aiglie, une grave pneumonie, une insuffisance multiviscérale, une coagulation
excessive. » (Hojyo et al., 2020).

5> Détails complémentaires en annexe 2.
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124

Cycle de vie du virus

Comme nous le montre la Figure 8, le cycle de vie du SARS-CoV-2 peut étre décomposé en 12

étapes. Nous ne détaillerons ici que I'entrée du virus, les étapes 1 et 2.

L’éctodomaine de la protéine Spike se lie avec le domaine peptidase (PD) de I’ACE 2 ; Spike est

alors activée par clivage par des protéases en S2’ et en S1/S2 (Figure 4). Le virus peut entrer

dans la cellule par 2 voies :

2a) Par fusion directe entre son enveloppe et la membrane cellulaire : Des clivages en
S1/S2 et S2’ sont essentiels a I'initiation du processus de fusion membranaire (Jackson
et al., 2022). Ainsi cette voie est majoritairement empruntée par les virions ayant subi
un clivage en S1/S2 dans la cellule productrice par la furine®, une endoprotéase de la
famille des proprotéine convertases (String consortium, 2022; Tang et al., 2021).
Toutefois, la TMPRSS2 est elle-méme capable de réaliser celui-ci, s’il n’a pas eu lieu
(van Breemen et al., 2022). Dans les deux cas, la TMPRSS2 clivera ensuite en S2’
permettant ainsi la fusion directe.

2b) Par endocytose clathrine-médiée (Jackson et al., 2022) : Spike est alors clivée en
S2’ par des cathepsines, des cystéine protéases endosomales, (V’kovski et al., 2021;
Yesudhas et al., 2021), essentiellement la cathepsine L (Jackson et al., 2022) ; et en
S1/S2 par la furine (Rajah et al., 2022; Salian et al., 2021). Dans cette voie, les
cathepsines substituent alors TMPRSS2 (Salian et al., 2021). Cette voie est
majoritairement empruntée par les virions n'ayant pas subi de clivage par la furine en

S$1/S2 dans la cellule héte productrice (Tang et al., 2021).

6 Normalement, lors de la maturation dans le compartiment intermédiaire (Réticulum endoplasmique-Golgi
ERGIC) de la cellule productrice du virion, Spike subit un clivage en S1/S2 a un site polybasique (Arg-Arg-Ala-
Arg) par la furine. Malgré ce clivage S1 et S2 restent cependant associés de facon non-covalente (Jackson et al.,

2022).
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Figure 8 : Cycle de vie de SARS-CoV-2 dans la cellule héte représenté en 12 étapes. D’apres (Arya et al., 2021). 1) Fixation de la
Spike a I'ACE2 et clivage ; 2a) Entrée du virion par fusion directe ; 2b) Entrée du virus par endocytose clathrine-médiée ; 3)
Déballage et libération dans le cytoplasme de 'ARN (+) génomique (+gRNA); 4) Traduction par les ribosomes de I'héte et
expression des polyprotéines ppla et pplb ; 5) Protéolyse des polyprotéines en 16 nsp, dont 15 (nsp 2-16) qui formeront le
complexe de réplication et transcription (RTC), aprés assemblage avec d’autres facteurs. Les nsp 12-16 portent l'activité
enzymatique, tandis que les nsp 2-11 jouent un réle de soutien du RTC. Ensuite, le brin d’ARN (+) est répliqué en un brin d’ARN
(-). Ce dernier est ensuite utilisé de 2 fagons : (i) Pour étre répliqué en brin d’ARN (+) génomique, prét a 'assemblage d'un
nouveau virion (+gRNA).(6) ,ou (ii) pour la transcription d’ARN messager sous génomique (+sgRNAs). (7). 8) Traduction de ces
derniers en protéines structurelles (S,N,E,M) et accessoires. Tandis que S, M, et E, vont dans le réticulum endoplasmique (ER). N
va former le complexe de la nucléoprotéine en s'assemblant avec le +gRNA ; 9-11) Translocation des protéine structurelles dans
un compartiment intermédiaire ER-Golgi (ERGIC) et assemblage avec le complexe de la nucléoprotéine pour former le virion.
Celui-ci va alors maturer et bourgeonner sous la forme d’une vésicule ; 12) Cette vésicule passe a travers la membrane cellulaire
et le virion est libéré. Il peut alors infecter d’autres cellules (Arya et al., 2021).

Bien que ce modele du cycle de vie (Figure 8) semble majoritairement accepté, il existe une
hypothése selon laquelle les étapes 9 a 12 pourraient se dérouler autrement. Il se pourrait en
effet que, une fois le virion assemblé, son exocytose puisse étre dépendante de lysosomes
désacidifiés (Figure 9) (Rajah et al., 2022; X. Wang et al., 2021). Or, une fois désacidifiés, les
lysosomes ne peuvent plus effectuer leurs taches correctement, ne pouvant plus procéder au
traitement de diverses protéases et a la présentation d’antigéne sur les cellules
présentatrices, le systeme immunitaire en est affecté (X. Wang et al., 2021). Certains pensent
que cette désacidification pourrait étre causée par un mécanisme de la cellule héte afin de
faire sortir les virions pour soulager la pression virale. D’autres pensent qu’elle serait due a

I'action de protéines virales (X. Wang et al., 2021).
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Figure 9 : Schématisation de I'exocytose lysosome désacidifié-dépendante présentant les hypothéses de désacidification passive
et active. (X. Wang et al., 2021).

1.3 Interaction SpikeRBD-ACE2

1.3.1 Les interactions protéine-protéine

Les protéines, dans leurs roles de ligands et messagers se retrouvent dans diverses voies de
signalisation, médiée par des interactions spécifiques. L'interaction, la liaison, entre 2
protéines est un phénomene dépendant notamment de la concentration des deux partenaires

(Hunter and Cochran, 2016).

Linteraction entre 2 protéines peut étre décrite par I'Equation 1 :

Equation 1 L+R ©LR
Ou L représente le ligand ; R, le récepteur ; LR le complexe entre le ligand et le récepteur.

(Hunter and Cochran, 2016).

1.3.2 Laconstante de dissociation (Kg), un moyen de quantifier

Afin d’évaluer les propriétés de liaison entre un ligand et son récepteur, la constante de
dissociation a I'équilibre (Kq) est employée (Ma et al., 2018). Celle-ci détermine le niveau
d’affinité entre les deux intervenants. Une réaction de liaison consiste en un équilibre
dynamique entre les états lié et non liés. Deux constantes de vitesses, kon et Kkofs,
respectivement exprimées en Ms? et s, permettent de décrire la réaction. L’équilibre
réactionnel est atteint lorsque [L], [R] et [LR] sont stables et que, par conséquent, les taux

d’associations et de dissociations (respectivement, kon[L][R] et kos[LR]) sont égaux :

Equation 2 kon[L1[R] = kosf[LR]
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Un réarrangement de I'Equation 2 permet d’obtenir la constante d’association a I'équilibre

(Ka) (exprimée en M) décrite dans I'Equation 3:

. AL _ Ko _
Equation 3 [LIR] ko @

Cela dit, généralement, les réactions de liaison sont exprimées en termes de réaction de
dissociation plutét que d’association. Le Kq (exprimé en M), qui n’est autre que I'inverse du K,

(Equation 4) sera donc communément utilisé (Hunter and Cochran, 2016).

L 2 _ [LNR] _ kogr _
Equation 4 Ko LRl Kom Kq

Plus le Kq est petit, plus I'affinité entre le ligand et le récepteur est grande.
L’Equation 4 peut également s’écrire comme ceci :

1 _ [LfRAl _ kopp K
= = = Kq
Kq [LR] kon

Equation 5

Ou f indigue I'état libre du récepteur et du ligand. A partir de 13, introduire [R];, qui est la
concentration totale des récepteurs liés (LR) ou non (Rf) (Equation 6) donne alors I'Equation

7:

Equation 6 [R]: = [LR] + [Ry]

([Re]-[LRD=*[Lf

Lo 1 _
Equation 7 [LA] =Ky

L’Equation 8 introduit Y, le taux de saturation des récepteurs :

L [LR]
Equation 8 Y =—
quation e

Ce taux est dépendant de [L¢], ce qui donne donc I’'Equation 9 :

c , [LR] [Lf]
Equation 9 LRl _y —
quation (Rl [Ly]+Kq

De cette équation ressort une relation hyperbolique. Une courbe d’affinité sigmoidale (Figure
10) permet ainsi de représenter I'interaction ligand-récepteur ou les points représentent [LR]
comme une fonction de [L¢]. Le Kq peut ainsi étre dérivé de cette courbe comme étant [Lf] a la

moitié du taux de saturation des récepteurs (Eble, 2018).
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Figure 10 : Courbe d'affinité sigmoidale. Fraction liée en fonction de la concentration en ligand. Le Kq étant la concentration en
ligand lorsque le taux de saturation des récepteurs est de 50%. D’aprées (Hunter and Cochran, 2016).

1.3.3 Quelgues méthodes classiques de mesure de I'affinité protéine-protéine

Différentes techniques permettent de mesurer I'affinité entre un ligand et son récepteur et
de déterminer ainsi leur Kq. Ce manuscrit abordera d’abord quelques techniques largement
utilisées a travers la littérature, souvent basées sur la fixation de I'un des 2 partenaires sur une
surface. Ensuite, il abordera d’autres techniques, plus récentes, ne nécessitant pas cette
fixation. D’autres méthodes comme |'Oblique-incidence reflectivity difference (OI-RD) (Liu et
al., 2015), la résonance magnétique nucléaire (RMN) (Teilum et al., 2017), la spectrométrie de
masse (MS) (Hopper and Robinson, 2014), le dichroisme circulaire (CD) (Siligardi et al., 2014),
I’électrophorese capillaire d’affinité (Lewis et al., 2004), la thermophorese microscopique
(MST) (Gudim et al., 2017), etc... peuvent également étre appliquées mais elles ne seront pas

détaillées dans ce manuscrit car elles sont relativement peu fréquentes.

1.3.3.1 Meéthodes requérant la fixation d’'un des partenaires sur une surface

e Larésonance plasmonique de surface (SPR)

« En physique, le plasma décrit un état de la matiere constitué de particules chargées (d'ions
et d'électrons). » (Techno-Science, 2022). « Les plasmons de surface sont des oscillations
quantifiées de plasma, ils existent a l'interface entre un milieu métallique, le plus

souvent un métal noble, et un milieu diélectrique. » (Caucheteur, 2014).

Un systéme SPR (Figure 11a) est composé d’un ligand, immobilisé sur une surface matricielle
composée de dextran, et pouvant interagir avec I'analyte d’intérét. Cette matrice repose sur
une couche d’or reposant elle-méme sur une surface en verre, un prisme. Un faisceau

lumineux incident est envoyé selon un angle critique sur la surface en or, ce qui va générer
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des plasmons de surface. A travers une cellule d’analyse, un flux de tampon va transporter les
analytes vers le ligand afin qu’ils interagissent avec ce dernier. Lors de cette interaction,
I'indice de réfraction proche de la surface va étre modifié, ce qui se répercuter sur la valeur
de I'angle critique, dont la mesure reflete donc la modification de concentration massique en
analyte proche de la surface. Lorsque I'analyte interagit avec le ligand, cela modifie également
la résonnance des plasmons de surface. Un sensorgramme, graphique représentant la
variation des unités de résonance (RU) au fil du temps, permet de représenter le phénoméne
(Kumar, 2017). Aucun marquage de I'analyte n’est requis avec cette méthode. Comme nous
pouvons le voir sur la Figure 11b, un sensorgramme est composé de différentes phases

importantes permettant de déterminer le K¢ (Wong, 2020).

1
[OX) N ® ® . Analyte
.. [Analytes ﬂoy )

’ Q ‘./ <— Immobilized ligand

Matrix surface —0) - (0
fom prmed «— Gold layer

)i

Incident Reflected
light light

RU

a) b) Time

Figure 11 : « Plateforme biosenseur de résonance plasmonique de surface. a) Systéme biosenseur SPR ». D’aprés (Kumar, 2017).
b) Un sensorgramme typique. Les constantes on/off (kon/koff) peuvent étre déterminées a partir des différentes parties d’'un
sensorgramme et la constante de dissociation (Kd) peut étre déterminée par le rapport kofi/kon. 1) Ligne de base, 2) Association,
3) Etat d’équilibre, 4) Dissociation, 5) Régénération. RU représente les unités de résonance (Wong, 2020).

e L’interférométrie en biocouche (BLI)

La BLI quantifie les interactions analyte-ligand en mesurant les variations dans les schémas
d’interférence d’'une lumiére blanche réfléchie par 2 surfaces, en mesurant donc le décalage
de longueur d’onde au cours du temps nécessaire pour que la lumiére blanche puisse se
refléter sur la 2éme surface malgré un allongement du trajet optique, qui est ici di a un
épaississement d’une biocouche (Figure 12 a et b). Dans les faits, le ligand est d’abord attaché
sur une biocouche présente a I'extrémité d’une fibre optique. La lumiére blanche traversant
cette fibre pour se refléter sur la biocouche. Cela va créer un certain schéma d’interférence
capté par un photodétecteur, ce qui va constituer la ligne de base de la mesure. La fibre va
ensuite étre plonger dans un tampon ou I'analyte est présent. Plus I'analyte se liera au ligand,
plus I'épaisseur de la biocouche augmentera et plus le schéma d’interférence sera modifié, et
donc plus grand sera le décalage de longueur d’onde. Les Figure 12a et b, nous aident a

visualiser le phénomeéne. La Figure 12c nous montre les phases d’association et de dissociation
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permettant respectivement d’obtenir le kon et le kott. Le Ky peut ensuite étre déterminé

(Wilson et al., 2010).
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Figure 12 : Le principe de l'interférométrie en biocouche. D’apres (Wilson et al., 2010). a) A gauche, fibre optique avec le ligand
attaché sur la biocouche. A droite, fibre optique avec le ligand attaché a la biocouche et 'analyte lié au ligand. b) Graphique de
I'intensité relative du signal par rapport a la longueur d’onde. Celui-ci indiquant un décalage de longueur d’onde entre I'état
« non lié » ol 'analyte n"a pas encore interagi avec le ligand ; et I'état « lié » ou I'analyte a interagi avec le ligand. c) Graphique
du décalage de longueur d’onde en fonction du temps. La phase d’association se passe quand I'analyte est mis en présence du
ligand attaché a la biocouche de la fibre optique, et la phase de dissociation se déroule lorsque la fibre optique est ensuite placée
dans un tampon ou 'analyte n’est pas présent.

e La titration par immuno-absorption enzymatique (Titration ELISA)

Ce systéme est composé d’un récepteur étant adsorbé par des interactions hydrophobes sur
une plaque 96 puits, et d’un ligand en solution. La concentration du récepteur est constante,
tandis que celle du ligand varie. La fraction liée du ligand au récepteur posséde des propriétés
biophysiques différentes de la fraction non-liée et est quantifiable par des méthodes

spectrales ou une détection antigénique.

Pour ce faire, aprés liaison au récepteur, la fraction non-liée du ligand est enlevée par rincage.
Afin de prévenir toute dissociation du complexe lors des futures opérations, du glutaraldéhyde
est alors employé pour fixer de maniere définitive le ligand au récepteur. Un rincage va ensuite
étre réalisé avec un tampon TRIS afin d’inactiver les fonctions aldéhydes pouvant réagir avec
les anticorps employés ci-apres. Un anticorps lié a une enzyme vient donc prendre en

sandwich le ligand (Figure 13), et un substrat est ajouté afin d’obtenir un produit de réaction
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coloré détectable en spectrophotométrie. Cela donne une densité optique (OD), signal S qui

est fonction de la concentration totale de ligand ajouté au départ (L:) (Eble, 2018).

substrate @

enzyme labelled
VA detection antibody

@ € Ligand

capture antibody @

Récepteur >

Figure 13 : Principe d’une méthode ELISA. D’apres (Horlock, 2022)
Lors de la mise en graphique de la DO en fonction de la concentration en ligand, une sigmoide

est obtenue (Figure 14).
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Figure 14 : Exemple d’'une courbe de titration par ELISA. Densité optique a 405 nm en fonction de la concentration en
rhodocetine. L'intégrine-a2A est employées comme récepteurs sous 8 formes différentes. D’apres (Eble, 2018)

Celle-ci décrit la saturation du récepteur par le ligand. Le Kq est calculable par application de
la méthode des moindres carrés a 'Equation 10 . Les contraintes suivantes sont utilisées : Kq>

0;R>0 (Eble, 2018).
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(Kg+Re+Le)— (Kg+Re+L)%—4*Ry*Ly
2*R¢

Equation 10 S(L;) = (Smax — Smin) = + Smin+ B * L,

Ou Sreprésente le signal S ; L, la concentration totale en ligand de départ ; R;, la concentration

totale en récepteur ; Kg, la constante de dissociation ; B, la pente.

1.3.3.2 Meéthodes ne requérant pas la fixation de 'un des partenaires sur une surface

e La titration calorimétrique isotherme (ITC)

Un systéme ITC (Figure 15) est composé de 2 cellules, une cellule de référence contenant un
tampon et une cellule d’échantillonnage contenant un tampon et les récepteurs
(biomolécules). Elles sont entourées d’une enveloppe adiabatique (« imperméable a la
chaleur » (Larousse, 2022b). Les ligands sont alors injectés dans la cellule d’échantillonnage.
En fonction du ligand et du récepteur, leur liaison est décrite par un phénomeéne
endothermique ou exothermique, ce qui induit donc une différence de température (AT # 0)
entre les 2 cellules. Cette différence va étre compensée par le systéme qui va apporter de
I’énergie a I'une des 2 cellules grace a un systeme de chauffage. L'ITC va donc quantifier
I'interaction ligand-récepteur en mesurant I'énergie requise (pcal/sec) pour maintenir
I'absence de différence de température (AT = 0) entre les 2 cellules. Les ligands vont étre
injectés par vagues au cours du temps. Les récepteurs vont donc étre de plus en plus saturés
et il y aura de moins en moins d’interaction au fil du temps et des vagues d’injection de ligand.
Par conséquence, les changements de température seront eux aussi de moins en moins

importants.

Nous pouvons voir que le graphique a I'allure d’une sigmoide. Aprés avoir intégré I'aire de
tous les pics, il est possible de calculer la pente de la ligne interceptant la phase exponentielle
de la courbe isotherme. Cette pente correspond au Ka, transformé en K4 par I'Equation 4

(Saponaro, 2018).
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Figure 15 : Principe de la titration calorimétrique isotherme. D’apres (Saponaro, 2018).

e Dimensionnement diffusionnel microfluidique (MDS)

o Principe de la méthode

La MDS est une méthode quantitative fluorimétrique in solution, permettant d’apprécier
I’affinité entre un ligand et son récepteur. Comme la Figure 16 l'indique, le systeme est
composé d’'une chambre de diffusion ol des conditions de flux laminaire régnent. Deux flux
traversent cette chambre : (i) Un flux principal dans lequel se trouve un récepteur marqué par
une molécule fluorescente. Ce récepteur est en concentration constante et peut, lors de la
préparation d’échantillon, étre complexé avec une concentration variable de son ligand. (ii)
Un flux auxiliaire, composé d’un tampon. Tout au long de la chambre de diffusion, le récepteur
marqué, complexé ou non avec son ligand, va migrer du flux principal vers le flux auxiliaire par
diffusion. Plus petit sera le récepteur (ou le complexe ligand-récepteur), plus la diffusion sera
importante (Figure 17). Une fois arrivé au bout de la chambre de diffusion les deux flux vont
étre divisés vers deux autres petites chambres (« diffused chamber » et « undiffused
chamber ») ol I'intensité de la fluorescence du récepteur marqué va étre mesurée. Le rapport

de ces intensités va permettre de calculer le rayon hydrodynamique (Rn).

Une version commercialisée de la MDS, le Fluidity One-W Serum (par Fluidic Analytics), utilise
en effet le rapport (R) décrit dans I’Equation 11 qu’il va ensuite convertir, grace a une fonction
propriétaire, en un coefficient de diffusion. Ce dernier va ensuite étre converti a son tour en

une valeur brute du Ry grace a I'Equation 12. Enfin, une correction de dimensionnement
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dépendant du débit (FDS) est appliqguée a cette valeur. Cette correction est nécessaire car
I’échantillon n’est pas réparti uniformément dans la chambre de détection et |la fluorescence

mesurée est ainsi affectée par le débit. La valeur finale du Rn est ensuite affichée.

v
. i Intensité de la fluorescenceg;r fused chamber(Z)
Equation 11 R = I 4

- 4 v
Intensité de la fluorescenceyndif fused chamber(z)

Ou R est le rapport des signaux d’intensité de fluorescence ; I'intensité de la fluorescence

signal au détecteur (en Volt)

étant exprimée comme suit : - —,
courant de la source lumineuse (en Ampeére)
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Figure 16 : Schéma d’un systéme de dimensionnement diffusionnel microfluidique (MDS). Les fleches indiquent le sens du flux.
D'apres (Fiedler et al., 2021).
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Figure 17 : « Qu’est-ce que le dimensionnement diffusionnel microfiuidique ? » D'apres (Fluidic Analytics, 2019a).

o Le rayon hydrodynamique (Rn)

Le rayon hydrodynamique n’est autre que le rayon de |’équation de Stokes-Einstein,
parameétre utilisé pour calculer le coefficient de diffusion (D) dans un liquide (Equation 12). Le
rayon de Stokes d’une protéine est décrit comme étant la taille d’'une particule solide
sphérique ayant la méme vitesse de diffusion que la protéine. Pour les protéines, c’est

majoritairement le poids moléculaire qui détermine le Ry mais la forme de la protéine joue
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également un role important. En effet, si 'on compare la vitesse de diffusion de deux
protéines de méme poids moléculaire, la premiere étant correctement reployée, I'autre
faiblement, c’est la premiére qui diffusera le plus rapidement et aura donc un Ry plus petit
(Fluidic Analytics, 2021a). 1l y a une forte corrélation entre le poids moléculaire d’une protéine
et son Rn lorsque la conformation de celle-ci est globulaire. Une structure allongée ou
déstructurée avec le méme poids moléculaire se traduira par un Rn plus élevé. L'utilisation
d’'une courbe de calibration basé sur différents standards protéiques de conformation
globulaire ayant un poids moléculaire différent est donc une bonne solution pour permettre
la conversion du poids moléculaire en Ry et vis-versa. Les micropuces utilisées dans le Fluidity

One-W Serum utilisent ce principe (Fluidic Analytics, 2021b).

L KT kT
Equation 12 D = T = o

Ou D est le coefficient de diffusion (m?/s) ; k est la constante de Boltzmann ; T, la température
(K) ; n la viscosité du milieu (Pa*s); f, le coefficient fractionnel pour une sphére solide dans un

milieu visqueux ; Rp, le rayon hydrodynamique (m) (Fluidic Analytics, 2021a).
o Lecalcul du Kqg

Au cours d’une analyse de I'affinité ligand-récepteur par MDS, le récepteur a une
concentration constante et le ligand une concentration variable. En effet, comme nous
I'indique la Figure 18, différents échantillons vont étre préparés ou le ligand sera décliné en
une large gamme de concentrations. Les Ry des différents échantillons vont étre mesurés. En
couvrant une gamme suffisamment large en concentrations de ligand, nous obtenons une
courbe, une sigmoide, décrivant en réalité la saturation du récepteur par le ligand. Rn,unbound

correspondant a 0% de liaison et Rh complex @ 100% de liaison.

29



=6 nm

[}
|

Rh,compLex

R e " """""""""""""""" Ir:‘)h,umbound =3nm

II 1
1 10 100 1000

[unlabeled target] (nM)

Hydrodynamic radius, Ry, (nm)

~ S
] 1

=

o

I

[y

o

>

<

o
-

Figure 18 : « Caracteéristiques générales d’une courbe de saturation mesurée par les systéemes Fluidity One-W ». D’aprés (Fluidic
Analytics, 2021c). Le Rnunbound = 3 NM représente le récepteur marqué seul. Le Ryompex = 6 N représente le complexe ligand-
récepteur a saturation. [unlabeled target] représente la concentration du ligand. Ka = 10 nM peut étre estimé graphiquement
car il correspond au point d’'inflexion de la courbe.

Une fois la courbe de saturation obtenue, il est possible de calculer le Kq en appliquant un
ajustement non linéaire par la méthode des moindres carrés a I'Equation 13 sur le logiciel

Prism, GraphPad :

(x+n*P+Kg)— 3/ (x+n*P+K )2 —4*nxP*x
2*xn*P

Equation 13 Yy = Rh,free + (Rh,complex - Rh,free) *
Ou Y est le Rhal’équilibre ; R free , le Rn du récepteur marqué seul ; Rh,complex, le Rh du complexe
ligand-récepteur a saturation ; x, la concentration en ligand ; P, la concentration en récepteur

marqué ; n, le nombre de site de liaison (Fiedler et al., 2021).

Les valeurs initiales et les contraintes sont décrites dans la Figure 19.

Initial Values

Parameter Name Initial Value Rule
Rh_free 1 *YMIN
Rh_complex 1 *YMAX
n 1 (Initial value, to be fit)
P 1 (Initial value, to be fit)
Kd 1 /(Value of X at YMID)

Fix, constrain or share a parameter

Parameter Name Constraint Type Value
Rh_free Must be greater than 0
Rh_complex Must be greater than 0
n Constant equal to 2
P Constant equal to 100
Kd Must be greater than 0

Figure 19 : Valeurs initiales et contraintes utilisées dans le logiciel Prism, GraphPad. (Valeurs recommandées par la firme Fluidics
Anlalytics).

1.3.3.3 Avantages/inconvénients des diverses méthodes

Le Tableau 2 reprend les avantages et inconvénients des différentes techniques détaillées ci-
dessus.
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Méthode

Avantages

Inconvénients

Références

SPR

-Automatisation.

-Faible consommation d’échantillon.
-Kon €t Koff mesurés simultanément.
-Equilibre réactionnel non-nécessaire.

-La température est controlée.

-Marquage d’un des partenaires non requis.

-Immobilisation d’un des partenaires sur une surface.

-Ne convient pas aux milieux matriciels.

-Incapacité a mesurer des Kon ou Kot trop faibles.

-Incapacité a mesurer, en parallele, I’affinité pour différents récepteurs (avec
certains appareils).

-Liaisons aspécifiques et adsorption de certains ligands a la surface plutét
gu’une liaison sur leur récepteur.

-Mesure de l'avidité (3 forces de liaison d’affinités multiples de divers ligands
envers un récepteur) = Une grande avidité sera souvent confondue avec une
grande affinité spécifique.

-Nécessité de diluer les protéines dans un tampon.

-Ajout d’agents bloquants

(Fluidic Analytics,
2020; Hunter and
Cochran, 2016)




-Capacité a mesurer, en parallele, I'affinité pour différents récepteurs.

-Automatisation.

-Colt des biocapteurs.

-Le temps d’analyse.

-Immobilisation d’un des partenaires sur une surface.

-Mesure de I'avidité (3 forces de liaison d’affinités multiples de divers ligands
envers un récepteur) =» Une grande avidité sera souvent confondue avec une

grande affinité spécifique.

(Fluidic Analytics,
2020; Weeramange

BLI et al., 2020; Wilson
-Equilibre réactionnel non-nécessaire. -Ne convient pas aux milieux matriciels.
et al., 2010; Yang et
-Marquage d’un des partenaires non requis. -Nécessité de diluer les protéines dans un tampon.
al., 2016)
-Consommation importante d’échantillon.
-Faible reproductibilité.
-Liaisons aspécifiques et adsorption de certains ligands a la surface plutot
qu’une liaison sur leur récepteur.
-Multiples ringages.
-Non-différenciation de la concentration en ligand et de I’affinité pour le
récepteur.
-Nécessité de diluer les protéines dans un tampon.
-Faible consommation d’échantillon (< 100 puL).
-Equilibre réactionnel nécessaire. (Eble, 2018; Fluidic
-Capacité a mesurer, en parallele, I'affinité pour différents récepteurs.
Titration -Immobilisation d’un des partenaires sur une surface. Analytics, 2020;
-Automatisation
ELISA -Ajout d’agents bloquants Weeramange et al.,

-Marquage d’un des partenaires non requis.

-Convient aux milieux matriciels.

-Le temps d’analyse.

-La fixation au glutaraldéhyde peut modifier la structure du ligand ou du
récepteur =» Sensibilité impactée.

-Adsorption de certains ligands a la surface plutét qu’une liaison sur leur

récepteur.

2020)
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-In solution =» Pas d’'immobilisation d’un des partenaires sur une surface.
-Plus grande liberté conformationnelle des protéines =» Structure proche
de celle in vivo.

-Automatisation

-Le temps d’analyse.
-Signal proportionnel a I'’enthalpie = Les complexes protéiques non-covalents

auront un signal plus faible.

(2bind, 2022;

-\ employée > 600 nm =» Réduction de |'auto-fluorescence du serum d’un
facteur 4 en comparaison a 400-500 nm

-Pas d’ajout d’agents bloquants.

-Dilution des protéines dans un tampon non requise.

-Grande spécificité.

-Différenciation de la concentration en ligand et de I'affinité pour le

récepteur.

-Equilibre réactionnel nécessaire.
-Cout des consommables.

-Température non-constante inter-analyses.

ITC -Capacité a mesurer, en parallele, I’affinité pour différents récepteurs. -Consommation importante d’échantillon. Baumann et al.,
-Grande sensibilité (~2 pM) -Mesurer, en parallele, I’affinité pour différents récepteurs n’est pas 2011; Jyoti, 2020)
-Marquage d’un des partenaires non requis. recommandé =» Réduction de la sensibilité.

-Possibilité d’employer des dispersions, cellules ou solution avec un grande | -Les interactions lentes sont négligées.
densité optique.
-In solution =» Pas d’immobilisation d’un des partenaires sur une surface.
-Plus grande liberté conformationnelle des protéines =» Structure proche
de celle in vivo.
-Faible consommation d’échantillon =»60-100 pL pour déterminer le Ky -Le temps d’analyse (8-15 min/échantillon)
(12-20 injections de 5 L) -Marquage d’un des partenaires requis par un fluorophore.
-Grande sensibilité (~1 nM) -Pas d’automatisation.
MDS -Convient aux milieux matriciels. -Incapacité a mesurer, en paralléle, I'affinité pour différents récepteurs. (Fluidic Analytics,

2021d, 2020, 2019b)

Tableau 2 : Avantages et inconvénients de la SPR, BLI, ELISA, ITC et MDS.
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1.3.4 Structure du complexe SpikeRBD-ACE2

La cristallographie a rayons-X a permis d’élucider 'interaction entre le SARS-CoV-2 RBD et
I’ACE2 (Figure 20); le site de liaison est composé de 2 lobes se situant sur le domaine N-
terminal a activité peptidase de I’ACE2. La surface concave externe du RBM permet d’entrer
en contact avec I’ACE2 en accueillant la face inférieure du petit lobe de son hélice N-terminale

(Lan et al., 2020).

™ C391-C525
SARS-CoV-2 RBD SARS-CoV-2 RBD

Figure 20 : « Structure globale d’un SARS-CoV-2 RBD lié a 'ACE2. ACE2 est indiqué en vert. Le SARS-CoV-2 RBD est en cyan et le
RBM est indiqué en rouge. Les ponts disulfures sont montrés comme des bdtons et indiqués par des fleches. L’hélice N-terminale
de I'ACE2 responsable de la liaison est marquée. » (Lan et al., 2020).

3 1500

Human ACE2 Human ACE2

Figure 21 : « Interfaces SARS-CoV-2 RBD-ACE2 et SARS-CoV RBD-ACE2. Les résidus permettant le contact aux interfaces SARS-
CoV-2 RBD-ACE2 et SARS-CoV RBD-ACE2 sont modélisés. Les acides aminés en rouge dans les deux RBD sont ceux qui sont
impliqués dans la liaison avec 'ACE2. » (Lan et al., 2020).



Comme nous l'indique la Figure 21, il est intéressant de noter que les interfaces entre I’ACE2
et les RBD des SARS-CoV et SARS-CoV-2 montrent des similitudes assez importantes. En effet,
entre les 2 RBD, parmi les 14 acides aminés impliqués dans la liaison, 8 résidus sont identiques
(Tyrd449/Tyr436, Tyrd53/Tyrd40, Asn487/ Asnd73, Tyrd89/Tyrd75, Gly496/Gly482,
Thr500/Thr486, Gly502/ Gly488 et Tyr505/Tyrd91 de  SARS-CoV-2/SARS-CoV,
respectivement). Différentes modifications, notamment dans les ponts salins formés, les
liaisons hydrogéne et autres interactions hydrophiles/hydrophobes aménent le RBD de SARS-
CoV-2 a interagir avec une plus grande affinité avec ACE2 que celui du SARS-CoV. Leurs Kqg
respectifs étant de 4,7 et 31 nM (Tableau 3a). Un rapport récent a cependant déterminé que
le Kg pour le complexe SARS-CoV-2 Spike-ACE2 serait de 14,7 nM (Tableau 3b). D’autres
études, réalisée sur le SARS-CoV-2 RBD Wild type font état d’'un Kq compris entre 5,8 et 133
nM (Tableau 3c) (Barton et al., 2021; Laffeber et al., 2021; Liu et al., 2021; Shang et al., 2020;
Supasa et al., 2021; Zhang et al., 2021a).

Ligand-Récepteur Méthode de détermination du Ky | K4 (nM) Référence
SARS-CoV RBD-ACE2 SPR 31
? [ sARs-Cov-2 RBD-ACE2 SPR 4,7 (Lan etal., 2020
b | SARS-CoV-2 Spike-ACE2 SPR 14,7 (Wrapp et al., 2020)
SPR 63 (Barton et al., 2021)
SPR 17 (Laffeber et al., 2021)
SARS-CoV-2 RBD-ACE2 SPR 5,8 (Liu et al., 2021)
‘ SPR 44,2 (Shang et al., 2020)
BLI 75,1 (Supasa et al., 2021)
SARS-CoV-2 Spike-ACE2 BLI 133 (zhang et al., 2021a)

Tableau 3 : Kq obtenu par SPR et BLI lors de l'interaction de SARS-CoV RBD, SARS-CoV-2 RBD ou SARS-CoV-2 Spike avec ACE2.

1.3.5 Molécules ayant un potentiel modulateur de l'interaction SpikeRBD-ACE?2

Depuis le début de la pandémie causée par le SARS-CoV-2, de nombreuses molécules ont été
testées a travers diverses études afin de moduler I'interaction SpikeRBD-ACE2, dans le but
d’empécher le virus d’entrer dans les cellules pour se répliquer. Nous nous attarderons ici sur
les produits naturels étant étudiés dans cette optique. Le Tableau 4 tente de répertorier, de
maniére exhaustive, les composés naturels et/ou extraits qui présentent un potentiel

modulateur prometteur.
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. . . . . Design d ex
Classe chimique | Molécule / Extrait Structure Type de modulation sur SpikeRBD/ACE2 %‘gu% Référence(s)

Pourrait inhiber interaction

Quercétine SpikeRBD-ACE2 In silico (Algathama et al., 2022;
(et métabolites) Inhibe ACE2 + Liu et al., 2020;
e i . . Pan et al., 2020)
Réduit I'entrée de pseudovirus In vitro

exprimant Spike dans
des cellules HEK293T exprimant ACE2

. Inhibe l'interaction In vitro
Puerarine SpikeRBD-ACE2 (SPR) (Pan et al., 2020)
Flavonoides
. Lie I'ACE2 et pourrait inhiber l'interaction .. .
Myricetine SpikeRBD-ACE2 In silico (Priyandoko, 2021)
OH 0
OH
Lie I'ACE2 et pourrait inhiber I'interaction

HO ST SpikeRBD-ACE2 In silico (Clementi et al., 2021;

Naringénine Liu et al., 2022;
Inhibe I'entrée du virus In vitro Tutunchi et al., 2020)

dans cellules Vero E6 exprimant ACE2




Flavonoides

Lie I'ACE2 et pourrait inhiber I'interaction

Naringine SpikeRBD-ACE2 In silico (Liu et al., 2022)
" Lie I'ACE2 et pourrait inhiber I'interaction In vitro
Isorhamnétine SpikeRBD-ACE2 (SPR) (zhan et al., 2021)
OH
. HO 0 Pourrait lier ACE2 et inhiber l'interaction . .
Kaempférol SpikeRBD-ACE2 In silico (Lingwan et al., 2020)
OH
OH 0
- Pourrait inhiber I'interaction . (Shakhsi-Niaei et al.,
Baicaline In silico

SpikeRBD-ACE2

2021)
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OH

Inhibe I'interaction
SpikeRBD-ACE2

In vitro
(Titration ELISA)

(Perrella et al., 2021)

Resvératrol
Stilbénes OH
OH
Ivdati o™ O = O Inhibe l'interaction In vitro I L 202
Polydatine /(j\ O SpikeRBD-ACE2 (Titration ELIsa) | (Perrellaetal, 2021)
HO' Y OH
o OH
- Inhibe I'interaction In vitro
Corilagine HO SpikeRBD-ACE2 (BLI) (Yang et al., 2021)
HO
HO
OH
HO. OH
OH
Tanins
OH
OH OH
- HO.
Pift’asil'li | 0 Inhibe I'interaction In vitro (Chen et al., 2021)
2l cgose y . oH SpikeRBD-ACE2 (BLI) v
o 0, é
OH
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Tanins

Acide Ellagique

Inhibe I'interaction
SpikeRBD-ACE2

In vitro
(Titration ELISA)

(David et al., 2021)

Polyphénols

Kobophénol A

Inhibe l'interaction
SpikeRBD-ACE2

In vitro
(Titration ELISA)

(Gangadevi et al., 2021)

Cannabinoides

Acide
e . . . , . ] van Breemen et al.
cannabidiolique Lie la protéine S et empéche I'entrée du virus In vitro ( !
2022)
(CBDA)
Acide
N . . N , , . . (van Breemen et al.,
cannabigérolique Lie la protéine S et empéche I'entrée du virus In vitro
(CBGA) 2022)
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Huile essentielle

de géranium Réduit I'expression d'ACE a la surface de . .
. . In vit Senthil K t al., 2020
(Pelargonium cellules HT-29 exprimant ACE2 nvitro (Senthil Kumar et a )
graveolens L'Hér.)
Huile essentielle de
citron Réduit I'expression d'ACE a la surface de . .
In vit, Senthil K t al., 2020
(Citrus aurantifolia cellules HT-29 exprimant ACE2 nvitro (Senthil Kumar etal., )
(Christm.) Single)
Terpénoides
Inhibe l'interaction .
Thymol SpikeRBD-ACE2 In silico (Rolta et al., 2021)
HO
Lie I'ACE2 et pourrait inhiber I'interaction i .
Isothymol SpikeRBD-ACE2 In silico (Abdelli et al., 2020)
HO
Lie ACE2 et réduit I'entrée de pseudovirus In vitro
Quinone Thymogquinone exprimant Spike dans (SPR) (Xu et al., 2021)
des cellules HEK293T exprimant ACE2
Lactones P Pourrait lier ACE2 et inhiber I'interaction - .
terpéniques Artémisinine SpikeRBD-ACE2 In silico (Badraoui et al., 2022)
Inhibe l'interaction In vitro

Triterpénoides

Whithanone

SpikeRBD-ACE2

(Titration ELISA)

(Balkrishna et al., 2021)
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In vitro (Caohuy et al., 2021)

Digitoxine Inhibe I'interaction
g SpikeRBD-ACE2 (Titration ELISA)
L Inhibe I'interaction In vitro
Digoxine SpikeRBD-ACE2 (Titration ELISA) (Caohuy etal., 2021)
Héterosides
cardiotoniques
. Inhibe I'interaction In vitro
Ouabaine SpikeRBD-ACE2 (Titration ELISA) (Caohuy et al., 2021)
In silico (Sinha et al., 2020)

Saponines

Saikosaponines

g

Qi

Pourrait lier Spike et inhiber l'interaction
Spike-ACE2
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Lie I'ACE2 et pourrait inhiber I'interaction

Esculentoside A SpikeRBD-ACE2 In silico (Zeng et al., 2021)

Saponines
Inhibe I'entrée de Pseudovirus
Platycodine D exprimant Spike dans cellules H1299 In vitro (Kim et al., 2021)
exprimant ACE2
g
R P it inhiber l'interacti .

Polyénes Amphotéricine B ourraitinhiber finteraction In silico (Kalhor et al., 2022)

SpikeRBD-ACE2
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Pourrait inhiber l'interaction

SpikeRBD-ACE2 In silico (Kalhor et al., 2022;
Avermectines Ivermectine Lehrer and Rheinstein, 2020;
Réduit le nombre de virus dans In vitro Pefia-Silva et al., 2021)
cellules Vero-hSLAM
. Rapamycine Pourrait inhiber l'interaction .
M | In sil Kalh l., 2022
acrolides (sirolimus) SpikeRBD-ACE2 n silico (Kalhor et al., 2022)
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Pourrait inhiber l'interaction

(Anwar et al., 2021;

Inhibe I'interaction
SpikeRBD-ACE2

(Titration ELISA)

Rolta et al., 2021)

Azythromycine SpikeRBD-ACE2 In silico Braz et al., 2020)
Macrolides . . Pourrait inhiber l'interaction .
Clarithromycine SpikeRBD-ACE2 In silico (Anwar et al., 2021)
. Pourrait inhiber l'interaction .
Erythromycine SpikeRBD-ACE2 In silico (Prashantha et al., 2021)
H
HO
x Réduit le taux de réplication de pseudovirus
Alcaloides Quinine o \ exprimant Spike dans In vitro (GroRe et al., 2021)
\@ij des cellules A549 exprimant ACE2
/
W
OH 0 OH e 1 .
Pourrait |_nh|ber I'interaction In silico (Basu et al,, 2020;
SpikeRBD-ACE2 .
Anthraguinones Emodine Chitsike et al.,, 2021;
q In vitro Du et al., 2021;
HO’
o]

Tableau 4 : Produits naturels présentant un effet potentiel de modulation sur le complexe SARS-CoV-2 SpikeRBD-ACE2.

44



2  Obijectif du travail

De nombreuses méthodes permettent de quantifier I'interaction protéine-protéine et ainsi de
déterminer I'affinité d’'un couple ligand-récepteur, par le biais du Kq. De plus, plusieurs
produits naturels ont un potentiel prometteur dans la modulation de l'interaction du SARS-

CoV-2 avec son récepteur.

Le but de notre étude va étre d’utiliser la microfluidic diffusional sizing (MDS) afin de
quantifier, dans un premier temps, I'affinité du complexe protéique SARS-CoV-2 SpikeRBD-
ACE2 en déterminant le Kq. Dans un second temps, nous essayerons de moduler cette
interaction protéique a l'aide de produit naturels prometteurs issus de la littérature. Cette
modulation se fera non pas en observant une modification du K4, mais en modifiant le Ri du

complexe protéique dont chacune des protéines sera présente en quantité équimolaire.

L’étude de ces différents produits naturels permettra d’étayer nos connaissances sur ceux-ci
et leur potentiel modulateur envers le complexe protéique que nous étudions. Cela permettra
également d’établir une liste de composés prometteurs ainsi que des hypotheses et
perspectives quant a de futures études permettant d’approfondir les résultats obtenus et de
peut-étre a I'avenir pouvoir proposer un ou plusieurs de ces produits naturels comme agent

thérapeutique dans la prophylaxie de I'infection au SARS-CoV-2.



3  Partie expérimentale

3.1 Matériel et méthode

3.1.1 Réactifs, consommables, machine et logiciels

3.1.1.1 Réactif et consommables

Réactifs et consommables Provenance
Original strain — His-tagged RBD protein. .
SARS-CoV-2 Spike RBD-His fusion protein InvivoGen
Human ACE2 protein. Soluble ACE2-Fc fusion protein InvivoGen

Antibody Conjugate Purification Kit for 20-50 pg (A33087)

Thermo Fisher Scientific

Alexa Fluor™ 647 NHS Ester (Succinimidyl Ester) (A20006)

Thermo Fisher Scientific

Dimethyl sulfoxyde anhydre (DMSO anhydre) >= 99,9%

Thermo Fisher Scientific

Dimethyl sulfoxyde (DMSO) for UV-spectroscopy, >=99,8% (GC)

Fluka Analytical

Eppendorf LoBind protein

VWR chemicals

Phosphate-Buffered Saline, pH 7,4 (PBS) InvivoGen
Méthanol 99% HPLC grade Chem-lab
Glycérol 99% Chem-Lab

Tween® 20

Thermo Fisher Scientific

Plaque de 96 puits

VWR chemicals

Puces pour Fluidity One-W (100009) (lots : 505-6, 505-1, 505-5,504-7, 505-3, 507-11, 504-4,
506-2, 506-1, 505-4, 504-8, 505-2, 680-6, 672-2, 685-7, 672-3, 685-6, 680-9)

Fluidic Analytics

Hydrate de quercétine >= 95% (lot : STBB2075L9) Sigma-Aldrich
Naringénine >=98% (lot : 359286099 Carl Roth
Naringine CRS (lot : 1.0 id 004UTO) EDQM
Ivermectine (lot : LRAC6468) Sigma-Aldrich
Chloroquine diphosphate >=98% (lot : BCBP9062V) Sigma-Aldrich
Erythromycine (lot : 20109-0792) Febelcare
Extrait sec de rhubarbe titré (lot : 13D30/V54409) Conforma
Poudre d’enveloppes de graines de Chenopodium quinoa Willd. Micronisée (0,5 mm) — QS,-CH-

Ecuador
Husk
Extrait sec de Ginkgo CRS (lot : 2.0 id 006BUQ) EDQM

Tableau 5 : Tableau des réactifs et des consommables utilisés durant I'étude.

3.1.1.2 L’appareil de MDS — Fluidity One-W Serum

La machine nous permettant d’effectuer de la MDS et ainsi mesurer le Ry des échantillons était

la Fluidity One-W Serum (Numéro de série : FIW-051 ; Fluidic Analytics, United kingdom).

Figure 22 : a) Photographie du Fluidity One-W Serum. D’apres (Fluidic Analytics, 2021d)
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Afin de réaliser ces mesures, nous réalisions un priming quotidien a I'aide d’une puce dédiée
afin de nous assurer que les canaux fluidiques de I'appareil soient bien conditionnés. Nous
devions ensuite déposer 5 uL de nos échantillons sur le port d’'une « Puces pour Fluidity One-

W »’ (Référence : 100009 ; Fluidic Analytics, United Kingdom), avant de l'insérer dans la

machine.

Loading
Pedestal

Figure 23 : Photographie d’une puce ol I'emplacement du piédestal est indiqué. D’apreés (Fluidic Analytics, 2021e)

Lot Expérimentation
505-6 Vérification de la qualité de la purification (vérification marquage 1) — 19/01/2022 + Etude de reproductibilité
505-1 Développement du protocole avec un flavonoide, la quercétine.

505-5 Vérification de la qualité de la purification (vérification marquage 2) — 18/02/2022 + La Chloroquine
504-7 Courbe 1 (PBS-T ; 0°C)

505-3 Courbe 2 (PBS-T ; 0°C)

507-11 Courbe 3 (PBS-T ; 0°C)

504-4 Courbe 1 (DMSO/PBS (1:99, v/v) ; a t° ambiante)

506-2 Courbe 2 (DMSO/PBS (1:99, v/v) ; a t° ambiante)

506-1 Développement du protocole avec un flavonoide, la quercétine + « Protocole général »
505-4 « Protocol général » + La Naringénine

504-8 La Naringine

505-2 L’lvermectine

680-6 La Chloroquine

672-2 L’Erythromycine

685-7 Ext. sec EtOH de rhubarbe (racines)

672-3 Ext. sec MeOH de Chenopodium quinoa Willd. (enveloppes de graines)
685-6 Ext. sec de Ginkgo biloba L. (feuilles)

680-9 Ext. sec de Ginkgo biloba L. (feuilles)

Tableau 6 : Lot de puce utilisé en fonction de I'expérimentation réalisée.

Avant de lancer I'analyse, nous devions sélectionner une gamme de taille en fonction de
I’échantillon a analyser. La masse molaire de nos échantillons étant comprise théoriquement
entre ~30 kDa et ~160 kDa, nous avons appliqué systématiquement la gamme la plus basse :

0,7-5 nm (1-200 kDa).

7 Dans la suite, nous les appellerons « puces ».
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3.1.1.3 Simulateur, logiciels d’analyse, convertisseur et guides

Un fichier Excel fourni par Fluidic Analytic® a été utilisé pour simuler et calculer les dilutions
de nos protéines. Ceci nous a permis de déterminer, a partir des poids moléculaires, lagamme

de concentrations a préparer pour quantifier le Ky du complexe protéique.

Afin d’analyser, nous avons employé Microsoft® Excel® (Microsoft 365 MSO (Version 2205
Build 16.0.15225.20028) 32 bits; Microsoft Corporation, United States of America) et
GraphPad Prism 9 (version 9.0.0 (121) ; GraphPad Software, United States of America). Ce

dernier a été utilisé pour réaliser les analyses statistiques décrites au point 3.2.1.5.

Les conversions théoriques entre poids moléculaire et Rn ont été effectuées grace a un
« Hydrodynamic Radius Converter » basé sur I'Equation 12, et des courbes de calibration
réalisées avec différents standards protéiques de conformation globulaire ou non, ayant des

poids moléculaires différents (Fluidic Analytics, 2021f, 2021b).

Pour les étapes de marquage de la protéine SpikeRBD, nous avons suivi les protocoles et
guides fournis par Thermo Fisher Scientific (Thermo Fisher Scientific, 2020) et les avons

adaptés au cadre de notre étude.

Lors de I'entiéreté des manipulations nous avons travaillé a I'abri de la lumiéere afin de

protéger les fluorophores de la photodestruction.

3.1.2 Marquage de la protéine SpikeRBD par Alexa Fluor™

Principe : L'ester succimidylique réagit avec les amines primaires des acides aminés de la

protéine afin de marquer ces fonctions d’un fluorophore qui est, ici, I’Alexa Fluor® 647.

0

0 }Q 0 2

_N NH, pH7-9 N
@Lﬂ (- @r L N ¢ w0t

Ester NHS Amine primaire Conjugué stable NHS
(Ester succimidylique) de la SpikeRBD (lien amide)

Figure 24 : Réaction de conjugaison d’un ester succimidylique avec une amine primaire. R représente le fluorophore (AF). P
représente une molécule présentant une amine primaire (SpikeRBD).

8 Dans la suite, nous I'appellerons « simulateur ».
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Protocole :

o Une solution de marquage 2,847 mM d’Alexa Fluor™ 647 NHS Ester a été préparée
dans du DMSO anhydre. Elle a ensuite été aliquotée et congelée a -20°C.° Une
solution 333,33 pg/mL de protéine de fusion SARS-CoV-2 Spike RBD-His'? a été
réalisée dans du PBS (pH = 7,4). A cette solution, un volume de la solution de
marquage permettant d’obtenir un rapport AF!:SpikeRBD de 3:1a été
ajouté (Figure 24). Le mélange a ensuite été incubé a 4°C durant une nuit, a I’abri
de la lumiére.

o Pour purifier les échantillons, nous avons préparé et utilisé les 3 spin column de
I’Antibody Conjugate Purification Kit for 20-50 ug, comme décrit dans le guide
(Thermo Fisher Scientific, 2020).

o La qualité de la purification a ensuite été évaluée. La solution de SpikeRBD-AF
purifiée a été pesée. 10 uL de celle-ci ont été dilués dans du PBS-T 0,05% afin de
réaliser une solution a 50 nM de SpikeRBD-AF. Le Ry a ensuite été déterminé. La
masse molaire de SpikeRBD-AF étant ~¥31 250 Da, le Ri théorique correspond a 2,72
1 0,27 nm. Nous avons réalisé 2 marquages ainsi que leurs vérifications au cours
de I'étude, le 19 /01/2022 et le 18/02/2022. Le Tableau 20 reprend les valeurs de
Rnh et Rn moyen expérimentaux.

o Le reste de la solution de SpikeRBD-AF purifiée a été diluée d’un facteur 10 avec
du PBS (pH = 7,4), avant d’ajouter du glycérol 10 % v/v et d’aliquoter pour stocker
a -80°C. Les concentrations finales pour les marquages du 19 /01/2022 et du

18/02/2022 étaient respectivement de 507 nM et 898 nM?*2,

9 Alexa Fluor™ 647.

0 Dans la suite, nous appellerons cette protéine « SpikeRBD ».

11 Alexa Fluor™ 647 (AF) présente un maximum d’excitation & 650 nm et un maximum d’émission a 670 nm
(Thermo Fisher Scientific, 2022).

12 pépend du volume récupéré de la spin column.
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3.1.3 Développement de la méthode — Elaboration du « protocole général »

3.1.3.1 Détermination du K4 du complexe SpikeRBD-ACE2 dans du PBS-T ; a 0°C

Protocole :

o Le simulateur a été utilisé pour simuler une courbe d’affinité (Figure 25)
permettant de déterminer la gamme de concentration en SpikeRBD et ACE2 a
tester pour passer de I'état « non complexé » a I'état « complexé a 100 % ». Les
parameétres encodés étaient les suivants : « Expected KD » = 15 nM ; « constant
concentration of labelled species in experiment » = 5 nM ; « Highest concentration
of un-labelled species in experiment » = 750 nM ; « how many un-labelled species
concentrations are going to be tested » = 7 ; « what dilution factor is used » = 4.

o Les solutions protéiques ont été préparée.

a. Une solution stock 1,5 uM de la protéine ACE2-FC!3 a été réalisée dans du PBS-
T. Dans une plague de 96 puits, 28,00 uL de cette solution ont été ajoutés au
puit Al, le reste de la solution stock étant aliquoté et stocké a -20°C.

b. Dans un tube LoBind, une solution de SpikeRBD-AF a 10 nM a été réalisée en
diluant un aliquot de Spike-AF a I'aide de PBS (pH = 7,4).

o Une dilution en série de I’ACE2 a été créé.

a. 21 plL de PBS-T sont ajouté dans les puits B1-H1.

b. 7 uL du puit Al sont transféré dans le puit B1.

C. 7 pLdu puit B1 sont transféré dans le puit C1.

d. Ainsi de suite jusqu’au transfert de 7 uL du puit F1 dans le puit G1.

e. 7 uLsontenlevé de G1 et jeté.

f. Chaque puit contient alors 21 pL.

- Les concentrations d’ACE2 obtenues sont reprises dans le Tableau 7.

13 Dans la suite, nous I'appellerons ACE2.
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Echantillons Volume total dans le puit (puL) ACE2 (nM)
Al 21,00 1500,00
B1 21,00 375,00
C1 21,00 93,75
D1 21,00 23,44
E1l 21,00 5,86
F1 21,00 1,46
Gl 21,00 0,37

H1 (Controdle) 21,00 0

Tableau 7 : Dilution en série de 'ACE2 pour la détermination du K4 (7 [ACE2]) dans le PBS-T; a 0°C.
o 21 ulL de cette solution de SpikeRBD-AF ont été ajoutés dans les puits A1-H1 qui
contiennent alors 5 nM de SpikeRBD-AF et 0,180-750 nM d’ACE2. Le contrdle (H1),
contient 5 nM de SpikeRBD-AF dans du PBS-T (Tableau 8).

. . . . SpikeRBD-AF
Echantillons Volume total final dans le puit (pL) ACE2 finale (nM) finale (nM)
Al 42,00 750,00 5
B1 42,00 187,50 5
c1 42,00 46,88 5
D1 42,00 11,72 5
E1 42,00 2,93 5
F1 42,00 0,73 5
G1 42,00 0,18 5
H1 (Contrdle) 42,00 0 5
Tableau 8 : Tableau récapitulatif pour la détermination du Kq (7 [ACE2]) dans le PBS-T ; a 0°C.
o Les échantillons ont été incubés sur glace durant 1h, a I’abri de la lumiére, afin que
la réaction de complexation atteigne I’état d’équilibre.
o La mesure de chaque échantillon a été effectuée en 2 réplicata. 3 courbes d’affinité

ont été réalisées et leurs Kg respectif ont été déterminé a partir des Rn

de (GraphPad ; Equation 13 ; contraintes de la Figure 19).

3.1.3.2 Détermination du Kq du complexe SpikeRBD-ACE2 dans un mélange DMSO/PBS (1:99, v/v) ; a
température ambiante.

Protocole :

° Le simulateur a été utilisé pour simuler une courbe d’affinité (Figure 25)
permettant de déterminer la gamme de concentrations en SpikeRBD et ACE2 a
tester pour passer I'état « non complexé » a I'état « complexé a 100% ». Les
parameétres encodés étaient les mémes qu’en 3.1.3.1, excepté « constant

concentration of labelled species in experiment » = 20 nM car le signal obtenu a 5
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nM lors des premiers tests 3.2.1.2 était trop faible. Ensuite nous avons simulé le
point équimolaire de 20 nM en SpikeRBD et ACE2, en modifiant « Highest
concentration of un-labelled species in experiment » = 20 nM. Celui-ci servira de
point de départ dans les futurs tests. Son R, moyen servira, en outre, de « ligne de
base » de la méthode pour les tests suivants afin d’évaluer I'effet des composés et
extraits testés.

° Les solutions protéiques ont été préparée. Les concentrations finales de DMSO que
nous utiliserons seront au maximum de 1% car, au-dela de 1,8% v/v de DMSO,
celui-ci peut interférer avec I'intégrité structurelle des protéines (Fluidic Analytics,
2021c).

a. Une solution stock 3,0 uM d’ACE2 a été réalisée dans du PBS-T, aliquotée et
congelée -20°C. Des aliquots dilués a 80 nM avec du PBS-T ont été congelés a -
20°C. Dans une plaque 96 puits ; 20,00 pL de cette solution 3,0 uM d’ACE2 ont
été ajoutés dans le puit Al.

b. Dans un tube LoBind, une solution de SpikeRBD-AF a 80 nM a été réalisée par
dilution d’une aliquote de Spike-AF a I'aide de PBS (pH = 7,4).

c. Un mélange DMSO/PBS (2:98, v/v) a été préparé.

o Une dilution en série de ’ACE2 a été créée.

a. 15 pulL de PBS-T sont ajouté dans les puits B1-H1.

b. 5 uL du puit Al sont transféré dans le puit B1.

c. 5L du puit B1 sont transféré dans le puit C1.

d. Ainsi de suite jusqu’au transfert de 5 pL du puit F1 dans le puit G1.

e. 5pulLsontenlevé de G1 et jeté.

f. Chaque puit contient alors 5 pL.

- Les concentrations d’ACE2 obtenues sont reprises dans le Tableau 9.

Echantillons Volume total dans le puit (puL) ACE2 (nM)
Al 15,00 3000,00
B1 15,00 750,00
c1 15,00 187,50
D1 15,00 46,88
E1 15,00 11,72
F1 15,00 2,93
Gl 15,00 0,73

H1 (Contrdle) 15,00 0

Tableau 9 : Dilution en série de I'ACE2 pour la détermination du Kq (8 [ACE2]) dans un mélange DMSO/PBS (1:99, v/v); a t°
ambiante.
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15 pL de cette solution de SpikeRBD-AF ont été ajoutés aux puits A1-H1 afin
d’obtenir 7 échantillons qui contiennent 40 nM de SpikeRBD-AF et 0,370-1500 nM
d’ACE2, ainsi qu’un contréle contenant 40 nM de SpikeRBD-AF dans du PBS-T
(Tableau 10).

Echantillons Volume total dans le puit (uL) ACE2 (nM) SpikeRBD-AF (nM)
Al 30,00 1500,00 40
B1 30,00 375,00 40
c1 30,00 93,75 40
D1 30,00 23,44 40
E1 30,00 5,86 40
F1 30,00 1,46 40
G1 30,00 0,37 40
H1 (Controle) 30,00 0 40
Tableau 10: Tableau intermédiaire pour la détermination du Kq (8 [ACE2]) dans un mélange DMSO/PBS (1:99, v/v); a t°
ambiante.
. 30 pL de ce mélange DMSO/PBS (2:98, v/v) ont été ajoutés dans les puits A1-H1.
. Dans le puits A2, nous réalisons le mélange équimolaire de 20 nM en SpikeRBD-AF
et ACE2.
a. 15 pL d’une aliquote de cette solution 80 nM d’ACE2, et de cette solution 80
nM de SpikeRBD-AF ont été respectivement mélangés.
b. 30 L de ce mélange DMSO/PBS (2:98, v/v) ont été ajoutés.
- Les concentrations finales d’ACE2, de SpikeRBD-AF et DMSO:PBS obtenues sont
reprises dans le Tableau 11.
Echantillons Volume total final dans le puit (uL) ACE2 finale (nM) RS  DMSO:PBS finale
(nM) (v/v)
Al 60,00 750,00 20 1:99
B1 60,00 187,50 20 1:99
c1 60,00 46,88 20 1:99
D1 60,00 11,72 20 1:99
E1 60,00 2,93 20 1:99
F1 60,00 0,73 20 1:99
G1 60,00 0,18 20 1:99
H1 (Controle) 60,00 0 20 1:99
A2 60,00 20 20 1:99

Tableau11:Ta

bleau récapitulatif pour la détermination du Kq (8 [ACE2]) dans un mélange DMSO/PBS (1:99, v/v) ; a t° ambiante.
Les échantillons ont été maintenus durant 1h, a I’abri de la lumiére, a température
ambiante (~20°C) afin que la réaction de complexation atteigne I'état d’équilibre.
Incuber a cette température permet de ne pas avoir de précipité comme obtenu

lors des premiers tests effectués en 3.2.1.2.
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° La mesure de chaque échantillon a été effectuée en 2 réplicata. 2 courbes d’affinité

ont été réalisées et leurs Kqrespectifs ont été déterminés comme en 3.1.3.1.

3.1.4 Extraction méthanoligue de la poudre micronisée d’enveloppes de graines de Chenopodium
quinoa Willd.

La poudre micronisée d’enveloppes de graines vient de la variété de quinoa ameére
(chimborazo). Celle-ci a été obtenue auprées de producteurs de quinoa bio de la province de
Chimborazo, en Equateur. Les enveloppes représentent ~20 % m/m, et sont obtenue par
battage des graines apres la récolte. Les enveloppes des graines ameéres ont été broyées dans
un broyeur de laboratoire (PX-MFC 90 D, Kinematica AG, Suisse) et tamisées pour obtenir une
poudre micronisée (=< 0,5 mm). Cette derniere a été stockée a -20 °C pendant un maximum

de 24 mois (Taco, 2022).
Protocole (adapté d’aprées (Taco, 2022)) :

150 mg de poudre micronisée (0,5 mm) d’échantillon, 5 billes en verres (diamétres : 1-1,5 mm)
et 3,000 g de méthanol 99 % sont placés dans le mélangeur MMA400 (Retsh, Allemagne).
L’appareil est réglé sur 30 Hz et fonctionne durant 10 min. Le mélange est ensuite centrifugé
durant 40 min (4000g- UniCen MR, Herolab, Allemagne). Le surnageant est recueilli et évaporé
a I'aide du rotavapor (IKA RV 10) sous basse pression a 50°C et 80 rpm. L'extrait sec est

solubilisé dans le DMSO (20 mg/ml).

3.1.4.1 Modulation de l'interaction par des produits naturels

Principe : Durant |'expérience, les concentrations en SpikeRBD et ACE2 sont gardées
constantes (20 nM). Ces concentrations sont celles du « contréle ». La concentration du
produit naturel ou de I'extrait va quant a elle varier sur une large gamme. Le but est
d’identifier et quantifier une éventuelle variation de Rn qui indiquerait qu’il y a une modulation

du complexe.

Apres optimisation (3.2.1.2), le point équimolaire 20 nM en SpikeRBD et ACE2 présentant un
taux de saturation de 43,1 %, a été choisi comme « ligne de base » de la méthode permettant

d’évaluer une modulation positive ou négative.
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Protocole :

Dans 2 tubes LoBind, une solution 80 nM et une solution 160 nM de SpikeRBD-AF
ont été préparée en diluant deux aliquotes de SpikeRBD-AF avec du PBS (pH =7,4).
A partir de la solution d’ACE2 a 1,5 uM, 2 dilutions de respectivement 80 et 160

nM ont été réalisées par ajout de PBS-T.

° Une solution mére de produit naturel (Concentration = 100 = X ; Tableau 12) a
été préparée dans du DMSO afin d’éviter tout précipité!4. Dans des tubes LoBind,
les dilutions ont été réalisée par ajout de PBS (pH = 7,4). La concentration maximale
de DMSO dans ces dilutions est de 2 % v/v.

o Un mélange DMSO/PBS (2:98, v/v) a été préparé.

° Dans une plaque 96 puits, les puits A1-G1 ont été remplis avec : la SpikeRBD-AF 80
nM et 160 nM, 'ACE2 80 nM et 160 nM, et les dilutions du produit naturel ou un
mélange DMSO/PBS (2:98, v/v) ; selon les tableaux récapitulatifs suivant :

Produit naturel/extrait Valeur de X
Quercétine 150 000 nM
Naringénine 50 000 nM
Naringine 50 000 nM
lvermectine 100 nM
Chloroquine 1 000 000 nM
Erythromycine 50 000 nM
Extrait sec éthanolique de rhubarbe (racines) 100 pg/mL
Extrait sec méthanolique de Chenopodium quinoa Willd. (enveloppes de graines) 200 pg/mL
Extrait sec de Ginkgo biloba L. (feuilles) 200 pg/mL

Tableau 12 : Valeur de X des différents produits naturels/extraits testé. X représente la concentration du produit naturel/extrait
dans le mélange du puit Al.

i BD-
Echantillons | ACE2 finale (nM) Sg::: (nMA)F Concentration Produit naturel/Extrait DMSO:PBS final (v/v)

Al 20 20 X 1,5:98,5

Bl 20 20 2X/3 1:99

C1 20 20 X/3 <1:99

D1 20 20 X/15 <1:99

El 20 20 X/150 <1:99

F1 20 20 X/1500 <1:99

GIA 20 20 0 1

(contrdle)

Tableau 13 : Tableau récapitulatif pour la quercétine. Modulation de I'interaction par des produits naturels.

14 Cette étape a été optimisée. Détails au point 3.2.1.2.
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Echantillons | ACE2 finale (nM) sf’::::?:&:; Concentration Produit naturel/Extrait DMSO:PBS final (v/v)
Al 20 20 X 1:99
B1 20 20 X/2 <1:99
Cc1 20 20 X/5 <1:99
D1 20 20 X/50 <1:99
El 20 20 X/500 <1:99
Fln 20 20 0 1:99
(controle)
Tableau 14 : Tableau récapitulatif pour la naringénine, la naringine et I'érythromycine. Modulation de l'interaction par des
produits naturels.
Echantillons | ACE2 finale (nM) sf':::eR?:J\)F Concentration Produit naturel/Extrait DMSO:PBS final (v/v)
Al 20 20 X 1:99
B1 20 20 X/2 <1:99
C1 20 20 X/4 <1:99
D1 20 20 X/10 <1:99
El 20 20 X/100 <1:99
Fl,\ 20 20 0 1:99
(contrdle)

par des produits naturels.

Tableau 15 : Tableau récapitulatif pour I'lvermectine et I'extrait éthanolique de rhubarbe (racines). Modulation de l'interaction

Echantillons | ACE2 finale (nM) Sfri):(a“ieR?r?l;ﬂl'\)F Concentration Produit naturel/Extrait DMSO:PBS final (v/v)
Al 20 20 X 1:99
Bl 20 20 X/2 <1:99
C1 20 20 X/4 <1:99
D1 20 20 X/10 <1:99
E1l 20 20 X/100 <1:99
F1 20 20 X/1000 <1:99
Gl- 20 20 0 1:99
(contréle)

Tableau 16 : Tableau récapitulatif pou

r la chloroquine.

Modulation de l'interaction par des produits naturels.

ikeRBD-AF
Echantillons | ACE2 finale (nM) sf’:rlmaeie ("M) Concentration Produit naturel/Extrait DMSO:PBS final (v/v)
Al 20 20 X 1:99
Bl 20 20 X/2 <1:99
C1 20 20 X/4 <1:99
D1 20 20 X/20 <1:99
E1l 20 20 X/200 <1:99
1
G R 20 20 0 1:99
(contréle)

Tableau 17 : Tableau récapitulatif pour I'extrait sec méthanolique de Chenopodium quinoa Willd. (enveloppes de graines) et
I'extrait de Ginkgo biloba L. (feuilles). Modulation de I'interaction par des produits naturels.

° Les échantillons ont été incubé durant 1h a température ambiante®®, a I'abri de la

lumiére, afin que la réaction de complexation atteigne I'état d’équilibre et que le

produit naturel puisse, éventuellement, moduler cette interaction.

° La mesure du Rh de chaque échantillon a été réalisée en 3 réplicas. Les données

ont ensuite été analysées sur Excel et GraphPad a I'aide de la démarche décrite au

point 3.2.1.5.

15 Cette étape a été optimisée. Détails au point 3.2.1.2.
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Dans la mesure du possible, les produits naturels testés (Tableau 18) ont été testé
dans des gammes de concentrations proches de celles atteignables en conditions

physiologiques. Ceci dans la perspective d’une utilisation future chez ’lhomme.
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Nom / Classe chimiques /
Description

Structure

Motivations a choisir ce produit naturel

Choix de la gamme de concentration a tester

Nom : Quercétine.

Classe chimique : Flavonoides.
Description (PubChem, 2022a) :
-Bioflavonoide majeur de
I"alimentation.

-Activités biologiques :
Traitement/prophylaxie de :
-Cancers, allergies, maladies
cardiovasculaires, rhumatismes,
etc...

-Masse moléculaire = 302,23 g/mol.

In silico (Smith and Smith, 2020) :
-Energie de liaison a SpikeRBD-ACE2 : -7,3
kcal/mol.

In vitro (Algathama et al., 2022; Pan et al., 2020) :
-Inhibition de I'entrée du virus dans cellules Vero
E6: ECso = 83,4 M.
-Kqpar SPR :

e  Affinité pour ACE2 : 48,3 nM.

e  Affinité pour SpikeRBD : 22,1 nM.

o  Affinité pour SpikeRBD-ACE2 : 24,1 nM.

In vitro (Charles et al., 2014; Nachtergael et al.,
2021):

-[Flavonoides]giasma ~1 UM.

Mais accumulation tissulaire possible.

-IC0: > 30 I,J.M.

=>» Gamme de concentration initiale utilisée :
0,1-50 pM.

Nom : Naringénine.
Classe chimique : Flavonoides.

Description (Tutunchi et al., 2020) :

-Présent dans Citrus sp : citrons,
orange, pamplemousse, etc...

- propriétés : antioxydantes,
antidiabétiques, et
antiinflammatoires.

-Masse moléculaire = 272,25 g/mol.

HO,

OH

(o]

In silico (Liu et al., 2022; Tutunchi et al., 2020) :
-Energie de liaison a ACE2 : -6,05 kcal/mol.

Acides aminés impliqués : Leu-143, Pro-146 et Lys-
131.

In vitro (Clementi et al., 2021) :
-Inhibition dose-dépendante de I'entrée du virus
dans cellules Vero E6 : ECsp ~31,3 uM.

In vivo (Charles et al., 2014; Clementi et al.,
2021; Nachtergael et al., 2021; Rebello et al.,
2020) :

-[Flavonoides]piasma ~1 M.

Mais accumulation tissulaire possible.

-|C10 :>30 I,J.M.

-Cmax = 50 UM (Dose = 600 mg), sans toxicité
apparente.

=>» Gamme de concentration utilisée :
0,1-50 pM.

Nom : Naringine.

Classe chimique : Flavonoides
Description (PubChem, 2022b) :
-Hétéroside de la naringénine.
-Fraction glycosidique : 2-O-(a-L-
rhamnopyranosyl)-B-D-
glucopyranosyl

-Masse moléculaire = 580,5 g/mol.

OH
o \©/

In silico (Liu et al., 2022) :

-Energie de liaison a ACE2 : -6,85 kcal/mol.
Acides aminés impliqués : Glu-402, Asn-394, Glu-
398, Tyr-515.

In vivo (Charles et al., 2014; Nachtergael et al.,
2021) :

-[Flavonoides]yiasma ~1 UM.

Mais accumulation tissulaire possible.

-1C10: > 30 pM.

=>» Gamme de concentration utilisée :
0,1-50 uM.
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Nom : lvermectine.

Classe chimique : Avermectines
(lactones macrocycliques).
Description (AFMPS, 2021a; CAS
SciFindern, 2022; Li et al., 2008;
Rosumeck et al., 2018; Vidal, 2022) :
-Mélange des dérivés A et B de la
22,23-dihydro avermectine B1
(Streptomyces avermitilis).

- Propriétés : Antiparasitaire (vers et
scabies), antiinflammatoire
(rosacée).

-Masse moléculaire = 875,1 g/mol
(22,23-dihydro avermectin Bia).
-Masse moléculaire = 861,1 g/mol
(22,23-dihydro avermectin Byp).

22,23-dihydro avermectin B, :

22,23-dihydro avermectin By, :
P

In silico (Kalhor et al., 2022; Lehrer and Rheinstein,
2020) :
-Energie de liaison a SpikeRBD : -10,87 kcal/mol.
Acides aminés impliqués :
. Liens hydrogeénes : Ser-494, Leu-492,
Asn-502, Tyr453, GIn-493.
e  Poche hydrophobe : Tyr-505, GIn-493,
Tyr-449, Asn-501.
-Energie de liaison a ACE2 : -18 kcal/mol.
Acide aminé impliqué : His-378 (se situe a
I'interface SpikeRBD-ACE2).

In vitro (Pefia-Silva et al., 2021):

-Réduction 99,98% en 48 h du nombre de virus
dans cellules Vero-hSLAM infectées depuis 2h lors
de l'incubation avec I'lvermectine.

In vivo (ANSM, 2012; Pefia-Silva et al., 2021) :
- Dose = 12 mg : [Ivermectine]piasma = 46,6 £
21,9 ng/mL - 53,25 + 25,02 nM

- Dose max approuvée (FDA) : 200 pg/kg.
-Chez le veau, dose = 200 pg/kg :
[lvermectine]poumons : ~100 nM

=>» Gamme de concentration utilisée :
1-100 nM.

Nom : Chloroquine.

Classe chimique : Dérivés
quinoléiques.

Description (Duez, 2020; Jia et al.,
2022) :

-Dérivé synthétique de la Quinine
(Cinchonae sp)

-Propriétés : Anti-malarique, anti-
inflammatoire, immunomodulateur,
antiviral in vitro (HIV, influenza
A/B).

-Masse moléculaire = 319,9 g/mol.

Cl

ZT

In silico (Abdelli et al., 2020) :
-Energie de liaison a ACE?2 : -6,4530 kcal/mol.
-Energie de liaison a SpikeRBD : -4,2 kcal/mol.

In vitro (Abdelli et al., 2020; Braz et al., 2020; M.
Wang et al., 2020; N. Wang et al., 2020) :
-Interfére avec glycosylation de ACE2 = Moins
bonne fixation du SARS-CoV sur son récepteur.
-Inhibition de la réplication virale de ~80% sur
cellules Vero E6 prétraitées durant 1h. (10 uM).
-Inhibition de la réplication virale si incubation sur
cellules Vero E6 infectées depuis 48h :
EC=1,13 uM.
-Kgpar SPR :

o  Affinité pour ACE2 : 731 + 62 nM.
-Inhibition de I'entrée de pseudovirus dans cellules
exprimant ACE2 de 77 £ 0,1 % (20 uM).

In vivo (Daher et al., 2022; Ducharme and
Farinotti, 1996; McEvoy, 2008) :
-[Chloroquine]muscles/cerveau : ~1 PM.
-[Chloroquineltissus oculaires : ~1 MM.

-Dose = 150 mg : Crmax = ~50 ng/mL (~156 nM).
-Dose =300 mg : Crnax = 76 ng/mL (~238 nM).
-Dose = 500 mg : Cinax = 150-250 pg/mL (~469-
781 nM).

=>» Gamme de concentration utilisée :
1 uM-1 mM -> Proche des
[Chloroquineltissulaires-
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Nom : Erythromycine.

Classe chimique : Macrolides
Description (APB, 2010; Sauberan
and Bradley, 2018) :
-Antibiotique issus de
Saccharopolyspora ery-

Erythromycine

In silico (Prashantha et al., 2021) :

-Energie de liaison a SpikeRBD : -9 kcal/mol.
Acides aminés impliqués : Arg-408, Tyr-380, Cys-
378, Cys-379, Phe-377 et GIn-414. Ce dernier se
situe a I'interface SpikeRBD-ACE?2.

In vivo (AFMPS, 2020) :
-Dose 500-1000 mg (IV) : [Erythromycinelserum
=10-15 pg/mL (13,63-20,44 pM).

7
thraea. Actif contre Gram positives Azithromycine (Tableau 4) (structurellement = Gamme de concentration utilisée :
et coques Gram négatives, contre proche) : 0,1-50 puM.
Propionibacterium acnes. In silico (Braz et al., 2020): Energie de liaison :
-Masse moléculaire = 733,9 g/mol. e  -10,5 kcal/mol (ACE2)
e  -7,9 kcal/mol (SpikeRBD)
Emodine
Nom : Extrait sec éthanolique de Rhéine : In silico (Basu et al., 2020; Du et al., 2021; Rolta et .

: OH o OH Emodine
racines de Rhubarbe. al., 2021) : .

- . . .- In vivo (D. Wang et al., 2021) :
Classe chimique : Dérivés -Energie de liaison :

- . -Rat : Cmax = 348,4 pug/mL (~1,29 mM).
hydroxyanthracéniques e 6,19 kcal/mol (interface SARS-CoV-2 Chien : o = 0,48 pig/mL (~1,78 uM)
(Majoritairement). OH Spike-ACE2). - fomax = U,56 HE /6 M-
Description (EMA, 2020; Ho et al., e  -7,26 kcal/mol (ACE2). Rhéine

. o} 0 ; I P S T _
2007) : . . Acides aminés impliqués : Glu-208, Asp In vivo (AFMPS, 2016; Hao et al., 2014; D.
-Les racines viennent de Rheum 206 et Gly-98.
- . Wang et al., 2021) :
palmatum L. / Rheum officinale e  -8,8kcal/mol (Spike avec RBD « up »). ) _ -

. . ) -Rat : Cmax = 134 pg/mL (~471,47 uM).
Baillon (+ hybrides). e 6,4 kcal/mol (Spike avec RBD « down »). -Chien : Cnax = 3,39 pg/mL (~11,93 uM)
-Extrait du test titré 4 5,69% m/m —Homm.e max = ’ )
de Rhéine. Il contient aussi L In vitro (Chitsike et al., 2021; Ho et al., 2007) : ' _ .

Emodine : . Dose =600 mg :

notamment de I'Emodine.

-Masse moléculaire = 284,22 g/mol
(Rhéine).

-Masse moléculaire = 270,24 g/mol
(Emodine).

oH o OH
HO” il *. i‘ ~
0

-Inhibition d’interaction SARS-CoV Spike-ACE2
dose dépendante : ICso = 200 uM.

-Inhibition de I'entrée de pseudovirus exprimant
SARS-CoV Spike dans cellules Vero E6 de 94,12 +
5,90 % (50 uMm).

-Inhibition d’interaction SARS-CoV-2 SpikeRBD-
ACE2 : 1Cso = 60 pM.

Crnax = 49,02 + 17,8 pg/mL
(¥172,47 + 62,63 pM).

=>» Gamme de concentration utilisée :
1-100 pg/mL.
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Nom : Extrait sec méthanolique de
coques de Chenopodium quinoa
willd.

Classe chimique : Saponines
(Majoritairement).

Description (Colson, 2020; Taco,
2022) :

-Plante considérée comme « super
aliment » car grandes valeurs
nutritives + cultures trés
résistantes.

-Type de saponines dans extrait =
bidesmosides!® (aglycone avec deux
chaines d’oligosaccharide liées par
un lien ester et un lien éther)

- Masse moléculaire : 973,11 g/mol
(Saponoside B).

L on )

Saponine B, un bidesmoside de
Chenopodium quinoa Willd. :

Ho. P & J
h 5 ’{‘ O O i
A O, N

e H
s GH

.ff \\ H

HO

Modulation SARS-CoV-2 SpikeRBD-ACE2 pas/peu
étudiées mais...

Saikosaponines, monodesmosides
(Scrophularia sp) (Tableau 4) :
In silico (Sinha et al., 2020) :
-Energie de liaison a Spike entre :
e 5,638 kcal/mol (Saikosaponine D).
e  -8,299 kcal/mol (Saikosaponine V).

Glycyrrhizine, monodesmoside
(Glycyrrhizia glabra L.) (Tableau 4) :
In silico (Li et al., 2021) :
-Energie de liaison :

e  -4,1kcal/mol (ACE2).

e  -7,0 kcal/mol (interface SpikeRBD-ACE2).

In vitro (Li et al., 2021) :
-Kgpar SPR:
e  Affinité pour Spike : 0,28 nM.

Esculentoside A, monodesmoside
(Phytolaccacae sp) (Tableau 4) :

In silico (Zeng et al., 2021) :

-Energie de liaison a SpikeRBD : -13,1 kcal/mol.

Platycodine D7, bidesmoside

(Platycodon grandiflorus (Jacq.) A.DC.)
(Tableau 4) :

In vitro (Kim et al., 2021) :

- Inhibition de I'entrée de pseudovirus dans
cellules H1299 : ICsp = 0,69 uM.

Diverses saponines?3 :

In vitro (Ding et al., 2012) :

-Inhibition de I'entrée de H5N1, virus de la grippe
aviaire dans cellules A549 : ICsp = 6,00-9,25 uM.

Pharmacocinétique peu étudiée mais...
In vitro (Dong et al., 2020; Sun et al., 2019) :
-Utilisation sur bactéries de I'extrait a 8-2000

ug/mL.

In vivo (Lin et al., 2021) :

-Rat : Dose = 10 g/kg : Aucune mortalité 2>
toxicité aigle limitée.

-Rat : Sur long terme > Diarrhées + Appétit
diminué.

BTS-1, bidesmoside (Gypsophila oldhamiana
Miq.) :

In vivo (Luo et al., 2013) :

-Rat : Dose = 400 mg/kg : Cmax = (37,4 £ 5,6)
ug/mL.

Hederacolchiside A1, monodesmoside
(Anemone raddeana Regel.) :

In vivo (Zhang et al., 2017) :

-Rat : Dose = 179,3 mg/kg : Cmax = 1069 *
304,77 nM (959 + 273,41 ng/mL).

=>» Gamme de concentration utilisée :
1-200 pg/mL.

16 Détails en annexe 3.

7 Indiqué ici pour montrer des activités antivirales d’autres saponosides ; mais les pseudovirus et virus testés ne dépendent pas de I'interaction Spike-ACE?2.
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Nom : Extrait sec de feuilles de
Ginkgo biloba L.

Classe chimique : Flavonoides ;
Terpénoides ; Acide organiques.
Description (AFMPS, 2021b; Singh
etal., 2019) :

-~24% d’hétérosides de flavonoides
(Isorhamnétine/Kaempférol/
Quercétine)

-~3,9% de diterpénes trilactonique
(Ginkgolide A, B, CetJ) + 2,1% de
sesquiterpene trilactonique
(bilobalide)

-~5-10% acides organiques.

-Extrait sec déja commercialisé (EGb
761) — Statut « médicament ».
-Amélioration de qualité de vie en
cas de démence/troubles cognitifs.
-Masse moléculaire = 302,23 g/mol
(Quercétine).

-Masse moléculaire = 316,26 g/mol
(Isorhamnétine).

-Masse moléculaire = 286,24 g/mol
(Kaempférol).

-Masse moléculaire = 408,4 g/mol
(Ginkgolide A).

-Masse moléculaire = 326,3 g/mol
(Bilobalide).

HO I
OH

Quercétine : voir ci-dessus

Isorhamnétine :

Kaempférol :

I OH
O

OH 0
Ginkgolide A :
H H\(\ ‘-*,:;OH

o= o | T o

OH H

Pas d’études avec extrait mais...
Quercétine : Voir ci-dessus.

Isorhamnétine
In vitro (Zhan et al., 2021) :
-Kq par SPR :
e  Affinité pour ACE2 : 2,51 0,68 uM

Kaempferol
In silico (Lingwan et al., 2020) :
-Energie de liaison a ACE2 : -8,4 kcal/mol.

Pour Ginkgolides et Bilobalide : Aucunes études
mais autre lactone terpénique > Artémisinine
(Artémisia annua L.) :

In silico (Badraoui et al., 2022) :

-Energie de liaison avec ACE2 : -8,1 kcal/mol.

=>» Hypothése = Effet synergique entre les
composés ?

In vivo (AFMPS, 2021b) :

-Rat + chien : toxicité chronique 2>
Uniquement faible toxicité chez chien a dose
max (400 mg/kg).

-Homme : Dose =120 mg :

Cmax Bilobalide = 0,035 pug/mL.
Cmax Ginkgolide A = 0,033 pg/mL.
Cmax Ginkgolide B = 0,017 pg/mL.

=>» Gamme de concentration utilisée :
1-200 pg/mL.

-Soit :

[Hétérosides flavonoides] = 0,24-48
ug/mL.

[Ginkgolide A/B/C/J] = 0,039-7,8
ug/mL.

[Bilobalide] = 0,021-4,2 pug/mL.

Concentrations relativement élevées mais
faible toxicité chronique.

Tableau 18 : Ensemble des produits naturels testés durant I'étude.
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3.2 Résultats et discussion

3.2.1 Développement de la méthode

3.2.1.1 Détermination du Kg du complexe SpikeRBD-ACE2 dans du PBS-T ; a 0°C

La courbe d’affinité simulée (Figure 25), nous permet d’avaluer si la gamme de concentrations
en ACE2 est suffisament large pour couvrir les plateaux de pré- et de post-transition, qui sont

importants a la détermination du Kq (Fluidic Analytics, 2021g).

Courbe d'affinité simulée
SpikeRBD (5 nM)/ACE2 (180 pM - 750 nM)

Courbe ® % de saturation 92,42 98,03
100

Q 74,21 ®
S 80
- o
o 60
— 39,39
9 40 o
B 20 13,15
(‘DU 0,09 0,91 3,56 °

0 —@ Y (]

0,01 0,1 100 1000

1 10
ACE2 (nM)

Figure 25 : Courbe d'affinité simulée. [SpikeRBD] = 5 nM. [ACE2] = 180 pM-750 nM. Valeur théorique estimée du Ky =15 nM.

Au niveau expérimental, les plateaux de pré- et post-transition sont observables (Figure 26),
indiquant que nous nous trouvons dans la bonne gamme de concentration. Le Kq mesuré est
ici de 19,8 nM avec un IC (95%) = [5,1 nM a 54,3 nM]. La vraie valeur, qui a 95% de chance de
se trouver dans cet intervalle, est proche du K4 que de 15 nM que nous avions fixé dans le

simulateur et dans la gamme de valeurs décrite dans la littérature (Tableau 19).
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Méthode de

Ligand-Récepteur détermination du Ky Kg (nM) | T°(°C) Solvant (tampon) Référence
10 mM HEPES, pH 7,2 ; 150 mM (Lan et al.,
SARS-CoV-2 RBD-ACE2 SPR 4,7 Inconnue NaCl : 0,05 % Tween 20 2020)
. 10 mM HEPES, pH 8,0 ; 150 mM (Wrapp et al.,
SARS-CoV-2 Spike-ACE2 SPR 14,7 Inconnue NaCl ; 0,05 % Tween 20 2020)
o 25 mM NaH,PO4 ; 150 mM NaCl ; (Barton et al.,
SPR 63 37°C oH7,5 2021)
. 25 mM HEPES-KOH, pH 7,5 ; 150 (Laffeber et
SPR 17 25°C mM NacCl ; 10 uM ZnCl, al., 2021)
10 mM HEPES, pH 7,4 ; 150 mM (Liu et al
SARS-CoV-2 RBD-ACE2 SPR 5,8 Inconnue NaCl ; 3 mM EDTA ; 2021)

0,05 % Tween 20
10 mM HEPES, pH 7,4 ; 150 mM
SPR 44,2 Inconnue NaCl; 3 mM EDTA;
0,05 % Tween 20

(Shang et al.,
2020)

(Supasa et al.,
2021)
(Zzhang et al.,
2021a)

Tableau 19 : Méthodes, Kq, températures et solvants de la littérature pour quantifier I'affinité de SARS-CoV-2-Spike-ACE2.

BLI 75,1 Inconnue Inconnu

SARS-CoV-2 Spike-ACE2 BLI 133 Inconnue | PBS; 0,02 % Tween ; 1 mg/mL BSA

Le Rncalculé de la protéine SpikeRBD libre était de 2,72 nm avec un IC (95%) = [2,56 nm a 2,87
nm], ce qui est proche de la valeur théorique de 2,72 nm calculée via le convertisseur de Fluidic
Analytics pour une protéine reployée de ~30 kDa marquée par I’AF (1,250 kDa). Le Rn calculé
du complexe SpikeRBD-ACE2 a saturation était de 4,75 nm avec un IC (95%) = [4,52 nm a 5,13
nm], ce qui est également relativement proche de la valeur théorique de 4,64 nm calculée via
le convertisseur de Fluidic Analytics pour un complexe protéique reployé et marqué de ~160

kDa.

Détermination K4 SpikeRBD (5 nM)/ACE2 - 0°C

Ri_free = 2,717*107; IC (95%) = [2,561*10° & 2,872*10°

. Rh_complex = 4,754*10; IC (95%) = [4,522*10° & 5,125e*107
5,00x10°9= Kq= 19,82 : IC (95%) = [5,128 & 54,25]

7 R?=0,8674

4,00x109=

Rp (M)

3,00x10°=

2,00x 10 =Fr=r-rrrmr—TTr T T T T T
1,00x10-1 1,00%10° 1,00x10? 1,00x102 1,00x10°

ACE2 (nM)

Figure 26 : Détermination Ky SpikeRBD (5 nM)/ACE2 — 0°C. Courbe ajustée a partir de 'ensemble des points. Ry en fonction de la
concentration en ACE2. Détermination du Kq et vérification de la gamme de concentration. [ACE2] = 180 pM-750 nM. [SpikeRBD]
=5 nM. Microfluidic Difusional Sizing ; Moyenne + Ecart-type ; n=7*3.
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Ces résultats étant proches des valeurs de Kq et de Ry, décrites dans la littérature (Tableau 19)
et calculées théoriquement par le convertisseur, ces parameétres vont nous servir de base au
développement d’'une méthode quantitative permettant de mesurer la modulation du

complexe SpikeRBD-ACE2 par des produits naturels.

3.2.1.2 Quantification de la modulation du Rn par un produit naturel — Développement du
protocole!® avec un flavonoide, la quercétine

Sous les recommandations de Fluidic Analytics, nous souhaitions partir d’'un taux de saturation
du complexe proche de 90% afin d’effectuer un premier test. Nous avons donc séléctionné le
point ou [SpikeRBD] = 5 nM et [ACE2] = 187,5 nM, ce qui correspond a une saturation
théorique de 92,4 %. La quercétine, solubilisée dans I’eau MiliQ, a été testée sur une gamme

de concentrations de 0,1-50 uM.

Ce premier test s’est avéré non concluant, un message d’erreur supposant une concentration
de I"échantillon trop faible pour calculer les Ry est survenu. Nous avons donc augmenté la

concentration en ACE2 et SpikeRBD.

Pour un second test, les concentrations en SpikeRBD et ACE2 ont été respectivement
augmentées a 20 nM et 375 nM; a ces concentrations, la saturation du complexe est

théoriquement de 95,9 %.

Malgré I'ajustement des concentrations, aucun résultat n’a pu étre obtenu avec le méme
message d’erreur. Cependant, en inspectant les tubes LoBind contenant les échantillons, nous
nous sommes rendu compte que la quercétine avait précipité avec les protéines, au fil du
temps, lors de I'incubation. Le fait que la quercétine ait précipité malgré des concentrations
inférieures a son seuil de solubilité dans I'eau (< 0,060 mg/mL a 16°C, (PubChem, 2022a))
s’explique par le fait que, lors des 2 premiers tests, nous avons incubé nos échantillons 1 h sur
de la glace afin de laisser le temps au complexe SpikeRBD-ACE2 de se former, et, au produit
naturel, d’éventuellement moduler cette interaction. L'abaissement de la température
provoquant une diminution du seuil de solubilité, le précipité est apparu. De plus, le seuil
solubilité dans I'eau étant relativement faible, un changement de solvant nous a semblé

judicieux.

18 Cette étape d’optimisation a permis d’aboutir au « protocole général » (3.2.1.4) décrit en 3.1.4.1.
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Lors d’un troisieme test, nous avons donc modifié ces 2 paramétres :

. La solution stock de quercétine a été réalisée dans du DMSO, ce qui permet un
seuil de solubilité plus élevé, a 68 mg/mL a 25°C (Fisher Scientific, 2022). Les
dilutions ont été réalisées par ajout de PBS. La concentration de DMSO maximale
dans ces dilutions était de 2 % v/v. Dans le mélange final ou les protéines sont
présentes, la concentration de DMSO y est au maximum de 1 %, car au-dela de 1,8
% v/v de DMSO, celui-ci peut interférer avec I'intégrité structurelle des protéines
(Fluidic Analytics, 2021c). Le DMSO est I'un des solvant organique les plus forts qui
permet de solvater de nombreux composé, autant organiques qu’inorganiques ; il
présente également l|'avantage d’étre miscible avec beaucoup de solvant
organique mais aussi avec I’eau (Gaylord Chemical Company, 2022). Ce mélange
nous semble idéal afin de dissoudre de nombreux produits naturels présentant
parfois une faible solubilité dans I'eau.

° L'incubation s’est faite a température ambiante (~20°C) qui correspond a la

température d’analyse.

Dans ces conditions, aucun précipité n’a été détecté et ce, méme apres plusieurs heures
d’incubation. Nous avons obtenu un signal pour les différentes concentrations en quercétine
gue nous avons testées mais aucun effet modulateur de celle-ci n’a été mesuré ; alors que
dans I’étude in vitro sur laquelle nous nous étions basé pour choisir ce composé, la quercétine
présentait une affinité pour I'ACE2 (Kq = 48,3 nM), pour Spike (K¢ = 22,1 nM), et pour le
complexe SpikeRBD-ACE2 (K4 = 24,1 nM) (Pan et al., 2020).

De ce constat, nous avons établi les deux hypothéses suivantes :

o Soit, la quercétine n’est pas une bonne molécule candidate aux concentrations que
nous avons étudiées pour développer cette méthode; nous pourrions donc
augmenter la concentration maximale en ce produit naturel afin de voir si celui-ci
présente un effet a concentration supra-physiologique.

o Soit, nous avons choisi un point de départ dans la courbe d’affinité de nos protéines
trop élevé (95,95% de liaison). Un pourcentage de liaison trop importante entre
SpikeRBD et ACE2 pourrait empécher la quercétine d’interagir avec eux.
L’expérience devrait étre reprise avec un point de départ plus bas dans cette

courbe d’affinité.
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3.2.1.3 Détermination du Kq du complexe SpikeRBD-ACE2 dans un mélange DMSO/PBS (1:99, v/v) ; a
température ambiante

Avant de continuer, nous avons déterminé le Kgy du complexe SpikeRBD-ACE2 dans les
conditions retenues en 3.2.1.2 (mélange DMSO/PBS a 1% v/v de DMSO, a température
ambiante) (Figure 27).

Courbe d'affinité simulée -
SpikeRBD (20 nM)/ACE2 (180 pM - 750 nM)

Courbe ® % de saturation
91,85 97,99
100 . ®
N
9_/ 80 68 K2
o
S 60
§ 40 28 58
>
'lc—s' 20 807 hd
%) 0,05 0,52 2,07 °
0 —@ ® e
0,01 0,1 1 10 100 1000
ACE2 (nM)

Figure 27 : Courbe d'affinité simulée. [SpikeRBD] = 20 nM. [ACE2] = 180 pM-750 nM. Valeur théorique du K¢ =15 nM.

Lors de cette détermination du Kg, nous considérons le mélange équimolaire de 20 nM en
SpikeRBD-AF et ACE2 qui nous permet d’obtenir un point ou le taux de saturation de 43,1 %.
Celui-ci servira de point de départ dans les futurs tests évaluant I'efficacité des produits
naturels. Le Rn moyen de ce point équimolaire servira, en outre, de « ligne de base » de la
méthode, pour nos prochains tests afin d’évaluer s’il y a, ou non, un effet significatif des

produits naturels testés.
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Détermination Ky SpikeRBD (20 nM)/ACE2
DMSO 1 % v/v - t° ambiante

Rn_free = 2,973%107; IC (95%) = [2,899*107 & 3,047*107]

" Rn_complex = 4,345%107°; IC (95%) = [4,214*10° & 4,495*107]
5,00x109= Kq= 24,16; IC (95%) = [10,60 a 48,93]

. R?=0,9381

4,00%10°=

E
Ko
o

3,00x10-°=

2,00X10'9-—H-H'I'I'I'l'| T T T IIrnn] T T T TIrnn] T T T rrrem]
1,00x101 1,00x100 1,00x10? 1,00x102 1,00x103

ACE2 (nM)
Figure 28 : Détermination Kq SpikeRBD (20 nM)/ ACE2 — DMSO 1 % v/v —t° ambiante. Courbe ajustée a partir de I'ensemble des

points. R en fonction de la concentration en ACE2. Détermination du Kq et vérification de la gamme de concentration. [ACE2] =
180 pM-750 nM. [SpikeRBD] = 20 nM.. Microfluidic Difusional Sizing ; Moyenne + Ecart-type ; n = 8*3.

Le Rnh moyen du point équimolaire a 20 nM en SpikeRBD et ACE2 est de 3,4 £ 0,1 nm. La gamme
de concentrations choisie afin de déterminer ce Kq est toujours correcte car les plateaux de
pré- et post-transition sont présents. Le Kq calculé de 24,16 nM avec un IC (95%) = [10,60 nM
a 48,93 nM], est relativement proche de notre valeur simulée de 15 nM du Kg mesuré a 0°C
(3.2.1.1), et est dans la gamme de la littérature (Tableau 19). Le Ry calculé pour la SpikeRBD
libre est de 2,97 nm avec un IC (95%) = [2,90 nm a 3,05 nm]. Celui du complexe SpikeRBD-
ACE2 a saturation est de 4,35 nm avec un IC (95%) = [4,21 nm a 4,50 nm]. Ces valeurs different
légérement des valeurs calculées avec le convertisseur de Fluidic Analytics qui étaient
respectivement de 2,72 nm (~31,25 kDa) et 4,64 nm (~160 kDa). Cette différence peut
s’expliquer par une faible interaction avec le DMSO et le fait que le simulateur ne tienne pas
compte de la température. La nécessité d’utiliser le DMSO comme co-solvant, afin d’assurer
la bonne solubilisation de nos produits naturels, et de réaliser I'incubation a température
ambiante, afin de ne pas abaisser le seuil de solubilité nous a conduit a appliquer ces

conditions pour la suite de notre développement de méthode.
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3.2.14 « Protocole général »

Les concentrations de départ sont donc modifiées a 20 nM en SpikeRBD et ACE2, afin d’obtenir
un mélange équimolaire. A ces concentrations, la saturation du complexe est théoriquement

de 43,1 %.

La Figure 29 indique que, a une concentration de 150 uM, la quercétine induit une diminution
du Rn du complexe SpikeRBD-ACE2. L’étude statistique décrite au point 3.2.1.5 nous a permis
de prouver qu’il existe une différence significative entre le Rn moyen de la quercétine a

150 uM et le Rh moyen du « contrdle » du jour (P < 0,001).

SpikeRBD (20 nM)/ACE2 (20 nM)
+ Quercétine

® Moyennes Controle  «eceeeees Poly. (Moyennes)
5,00E-09
y = -4E-14x% + 3E-12x + 3E-09
'S 4,00E-09 R =0,9097
SN—r
e @ ccreeeeeeeseneeteiaetniaaeenns B e eeeees [ ITTI . -

x L L 1

3,00E-09 ‘®

2,00E-09

1,00E-01 1,00E+00 1,00E+01 1,00E+02

Quercétine (UM)

Figure 29 : SpikeRBD (20 nM)/ACE2 (20 nM) + Quercétine. Rndu complexe SpikeRBD-ACE2 en fonction de la concentration en
quercétine. Microfluidic Difusional Sizing ; Moyenne + Ecart-type ; n = 3.

La méthode que nous avons mise au point, en étudiant un éventuel effet modulateur de la
qguercétine envers le complexe SpikeRBD-ACE2, nous a permis d’établir un « protocole
général » qui sera appliqué dans la suite de notre étude pour I'ensemble des produits naturels

testés.

3.2.1.5 Analyse statistique des résultats

Une ANOVA One-way suivie, en post-hoc, d’un test de comparaisons multiples avec une
correction de Bonferroni (intervalles de confiance a 95%) permet de comparer les moyennes
des valeurs Ry obtenues pour chacune des concentrations du produit naturel testé, avec le
« contréle » qui sera le Rn moyen au point équimolaire en SpikeRBD et ACE2 (20 nM) mesuré

lors du test.
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3.2.2 Validation de la méthode

3.2.2.1 Sélectivité/spécificité

Définition : « La spécificité est la capacité d’évaluer sans équivoque I'analyte en présence de

composants susceptibles d’étre présents. En général, il peut s’agir d’impuretés, de produits de

dégradation, de matrice, etc. » (EDQM, 2022)

Afin de déterminer si notre méthode est sélective, nous avons réalisé I'analyse de 3

échantillons contenant respectivement : la SpikeRBD marquée a 0,507 uM, I’ACE2 a 750 nM,

du PBS-T (Blanc). Chaque analyse a été réalisée en 3 réplicata. Nous avons ensuite comparé

les électrophérogrammes issus de chaque analyse.

Electrophérogramme
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Figure 30: Electrophérogrammes des 3 échantillons:
SpikeRBD marquée, concentration= 0,507 uM; ACE2,
concentration = 750 nM ; PBS-T. Signal de la fluorescence en
fonction du temps. Microfluidic diffusional sizing ; moyenne +
écart-type; n=3.

Comme nous pouvons le constater en observant les 3 électophérogrammes fournis lors de

I’analyse Figure 30 ; de ces 3 échantillons, seule la SpikeRBD marquée donne un signal

permettant la détermination d’un Rn.
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Puisqu’une analyse en MDS ne détecte et ne mesure que les molécules (protéines) marquées
avec un fluorophore, il est logique de constater que seule la SpikeRBD marquée peut étre

détectée. De ce fait nous pouvons conclure que notre méthode est sélective.

Aux longueurs d’onde de travail de I'appareillage (Aexitation, 630 NM ; Agmission, 694 Nm), il y a une
probabilité trés faible que des produits naturels fluorescent ou absorbent le rayonnement

incident (« Quenshing »). Ceci sera systématiquement vérifié via le signal V/A.

3.2.2.2 Exactitude (justesse)

Définition : « L’exactitude d’une procédure d’analyse exprime la proximité d’un accord entre
la valeur qui est acceptée soit comme une valeur vraie conventionnelle, soit comme une valeur
de référence acceptée et la valeur trouvée. C’est ce qu’on appelle parfois la justesse. » (EDQM,

2022)

e Rayon hydrodynamigue de SpikeRBD marquée

Afin de déterminer ce parametre, nous avons calculé la valeur théorique du R, de SpikeRBD-
AF grace au convertisseur de Fluidic Analytics, en encodant une valeur de poids moléculaire
(kDa), et en sélectionnant si la protéine est sous son état « reployé » ou « déployé ». Ce
convertisseur est basé sur I'Equation 12, et des courbes de calibration réalisées avec différents
standards protéiques de conformation globulaire ou non, ayant des poids moléculaires
différents (Fluidic Analytics, 2021f, 2021b). Dans notre cas nous avons encodé une valeur de
31,25 kDa et sélectionné « reployé », résultant en un R, théorique de 2,72 nm. Ce Ry a ensuite
été comparé avec les valeurs que nous avons pu mesurer au cours de notre étude (Tableau
20) ; lors des déterminations du Kg du complexe SpikeRBD-ACE2 dans le PBS-T et dans le
mélange DMSQO/PBS (1:99, v/v), lors des vérifications de marquage de la protéine SpikeRBD

par I’AF, et lors de tests dans différents solvants.
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Contexte de la mesure T° de la puce (°C) [SpikeRBD marquée] (nM) Rh (nm)

Vérification marquage 1 - 19/01/2022 (n =3) 23,1 50 3,03
22,3 50 2,94

21,1 50 2,74

Vérification marquage 2 - 18/02/2022 (n=3) 22,6 50 2,76
23,3 50 2,93

21,9 50 2,82

Test R, dans PBS-T (n=1) 23,4 20 2,92

Test Ry dans eau MiliQ (n =1) 22,8 20 3,01
Détermination Kyq PBS-T - courbe 1 (n=1) 23,8 5 2,902
Détermination Ky PBS-T - courbe 2 (n=1) 23,8 5 2,764
Détermination Ky PBS-T - courbe 3 (n=1) 26,1 5 2,487
Détermination Ky DMSO 1 % v/v - Courbe 1 (n=1) 25,2 20 3,063
Détermination K4 DMSO 1 % v/v - Courbe 2 (n=1) 25,6 20 2,888
Moyenne 2,87

Ecart-type 0,15

Tableau 20 : Détermination du Rn moyen mesuré et de son écart-type. Mesures du Rn de SpikeRBD marquée, lors de différents
contextes, a différentes concentrations.

La Rn moyen que nous avons mesuré est de 2,87 + 0,15 nm (Tableau 20), ce qui représente un

taux de recouvrement de la valeur théorique de 105,5%.

3.2.2.3 Précision (fidélité)

Définition : « La précision d’une procédure d’analyse exprime la proximité de I"accord (degré
de dispersion) entre une série de mesures obtenues a partir d’un échantillonnage multiple d’un

méme échantillon homogéne dans les conditions prescrites. » (EDQM, 2022)

e Rayon hydrodynamigue moyen

Nous avons évalué la précision du Rn moyen de la SpikeRBD marquée, mesuré par notre

méthode, en déterminant les coefficients de variation.

o SpikeRBD — Variabilité inter-jour

La comparaison inter-jour s’est faite en analysant les R, moyen obtenus lors des 2 vérifications
de marquage de la protéine SpikeRBD, et des déterminations du Kq dans le PBS-T et le mélange

DMSO/PBS (1:99, v/v).
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Contexte de la mesure Date [SpikeRBD marquée] (nM) Rh moyen (nm)

Vérification marquage 1 - 19/01/2022 19/01/2022 50 2,900
Vérification marquage 2 - 18/02/2022 18/02/2022 50 2,840
Détermination Kq PBS-T - courbe 1 20/01/2022 5 2,902
Détermination K4 PBS-T - courbe 2 21/01/2022 5 2,764
Détermination Kq PBS-T - courbe 3 24/01/2022 5 2,487
Détermination K4 DMSO 1 % v/v - Courbe 1 21/02/2022 20 3,063
Détermination Kq DMSO 1 % v/v - Courbe 2 21/02/2022 20 2,888
Moyenne 2,83

Ecart-type 0,18

Coefficient de variation (%) 6,27

Tableau 21 : Ry moyen de SpikeRBD - Variabilité inter-jour. Détermination du coefficient de variation (%). Contexte de la mesure ;
date ; [SpikeRBD marquée] ; [ACE2] ; Rn moyen.

Le Tableau 21 nous indique que la précision inter-jour de notre détermination du Rn moyen
de la SpikeRBD marquée présente une variation de 6,27% par rapport a la valeur moyenne qui

est de 2,83 + 0,18 nm.

o Point de la courbe d’affinité — intra-jour

La comparaison intra-jour s’est faite en analysant les Ry obtenus lors de la réalisation des 2
courbes d’affinité dans le mélange DMSO/PBS (1:99, v/v), courbes réalisées le 21/02/2022. A
partir des Rh, mesurés pour 3 concentrations en ACE2, nous avons déterminé un coefficient de

variation moyen.

[SpikeRBD marquée] (nM) 20 20 20
[ACE2] (nM) 0,183 20 750
Rh 1 (nM) - Courbe 1 3,104882052 3,579996776 4,374446536
Rh 2 (nM) - Courbe 1 3,018668387 3,309337865 4,210010959
Rh 4 (nM) - Courbe 2 2,678628288 3,294057801 4,390579555
Rh 5 (nM) - Courbe 2 2,806865757 3,255495723 4,395624335
Coefficient de variation intra-jour (%) 2,90
Coefficient de variation total (%) 3,01

Tableau 22 : Rn point de la courbe d’affinité - Précision intra-jour. Détermination du coefficient de variation moyen (%) et de son
écart-type. [SpikeRBD marquée] ; [ACE2] ; Mesure de Rh par point ; Moyenne, écart-type, coefficient de variation des Rn pour
chaque point.

Une ANOVA 2-ways a été réalisée afin de déterminer les coefficients de variations. Nous
constatons, a I'aide du Tableau 22, que notre détermination du Ry, moyen pour chaque point

de la courbe présente une variation intra-jour de 2,90 %.

e Constante de dissociation du complexe SpikeRBD-ACE2

Nous avons évalué la précision du Kq du complexe SpikeRBD-ACE2, mesuré par notre

méthode, en déterminant le coefficient de variation inter-jour.
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Pour ce faire, nous avons analysé les Kq obtenus lors de la réalisation des courbes d’affinités

dans le PBS-T, et dans le mélange DMSO/PBS (1:99, v/v).

Contexte de la mesure Date pzc:e("lg) [SpikeRBD marquée] (nM) [ACE2] (nM) Kg (nM)
Détermination Ky PBS-T - courbe 1 20/01/2022 23,8 5 0,180-750 30,24
Détermination Ky PBS-T - courbe 2 21/01/2022 23,8 5 0,180-750 33,39
Détermination Kyq PBS-T - courbe 3 24/01/2022 26,1 5 0,180-750 28,00

Détermination Ky DMSO 1 % v/v — Courbe 1 21/02/2022 25,2 20 0,180-750 45,32
Détermination Ky DMSO 1 % v/v — Courbe 2 21/02/2022 25,6 20 0,180-750 30,00
Moyenne 33,39

Ecart-type 6,94

Coefficient de variation (%) 20,79

Tableau 23 : Kq - Précision inter-jour. Détermination du coefficient de variation (%). Contexte de la mesure ; date ; t° de la puce ;

[SpikeRBD marquée] ; [ACE2] ; Ka.

Notre détermination du Kq présente une variabilité inter-jour de 20,79%.

3.2.24 Linéarité

Définition : « La linéarité d’une procédure analytique est sa capacité (dans une plage donnée)

a obtenir des résultats d’essai qui sont directement proportionnels a la concentration

(quantité) d’analyte dans I’échantillon. » (EDQM, 2022)

Les données obtenues lors de la détermination du Ky sont non-linéaires mais d’allure

sigmoidale. En appliquant I'Equation 13 par une régression non-linéaire (méthode des

moindres carrés ; contraintes en Figure 19), un coefficient de détermination (R?) a été calculé.

Contexte de la mesure [SpikeRBD marquée] (nM) [ACE2] (nM) R2
Détermination Kd PBS-T - courbe 1 0,180-750 0,8542
Détermination Kd PBS-T - courbe 2 0,180-750 0,9227
Détermination Kd PBS-T - courbe 3 0,180-750 0,943

Détermination Kd DMSO 1 % v/v - Courbe 1 0,180-750 0,9423
Détermination Kd DMSO 1 % v/v - Courbe 2 0,180-750 0,9626
Moyenne 0,925
Ecart-type 0,0420

Tableau 24 : Détermination du R? moyen calculé et de son écart-type. Mesures du R? lors de chaque détermination du Kq du
complexe SpikeRBD-ACE2. [SpikeRBD marquée] ; [ACE2]. n =7*3.

La moyenne des coefficients de détermination (R?) est de 0,925 + 0,042.
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3.2.25 Reproductibilité

La machine étant nouvelle au laboratoire, nous avons voulu évaluer la reproductibilité des
puces jetable, ainsi que les limites de celles-ci. Pour ce faire nous avons réalisé les 3 tests

suivants :

e Une puce par mesure de Ry

Cette reproductibilité a été évaluée en reprenant les données issues des vérifications de la

qualité de la purification de SpikeRBD-AF aprées les marquages :

Contexte de la mesure T° de la puce (°C) [SpikeRBD marquée] (nM) Rh (nm)
Vérification marquage 1 - 19/01/2022 (n = 3) 23,1 50 3,03
22,3 50 2,94
21,1 50 2,74
Vérification marquage 2 - 18/02/2022 (n = 3) 22,6 50 2,76
23,3 50 2,93
21,9 50 2,82
Moyenne 2,87
Ecart-type 0,11
Coefficient de variation (%) 3,99

Tableau 25 : Une puce par mesure de Rn — Reproductibilité. Vérification de la qualité de la purification de Spike-AF en utilisant 1
puce par mesure de Rn. Moyenne + Ecart-type, et coefficient de variation (%). Contexte de la mesure ; t° de la puce ; date ;
[SpikeRBD marquée] ; R.

Nous constatons que le Rn moyen lors de la vérification de ces marquages est de 2,87 + 0,11
nm, avec une variation de 3,99% par rapport a la moyenne. Ceci montre une bonne

reproductibilité.

e Une puce pour mesurer X fois la méme concentration

Nous avons réalisé ce test en utilisant une seule puce afin de réaliser 8 mesures d’un
échantillon de SpikeRBD marquée a 507 nM. Entre chaque mesure, le reste de I'échantillon

précédent était précautionneusement enlevé a I'aide d’'une micropipette.
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Contexte de la mesure [SpikeRBD marquée] (nM) Rh (nm)

Puce 1 -mesure 1 507 3,07
Puce 1 - mesure 2 507 3,05
Puce 1 - mesure 3 507 1,98
Puce 1 - mesure 4 507 3,14
Puce 1 - mesure 5 507 2,80
Puce 1 - mesure 6 507 1,36
Puce 1 - mesure 7 507 2,93
Puce 1 - mesure 8 507 4,41
Moyenne 2,84
Ecart-type 0,89
Coefficient de variation (%) 31,4

Tableau 26 : Une puce pour mesurer x fois la méme concentration — Limité de reproductibilité. Mesure du R de SpikeRBD
marquée 8 fois sur une méme puce. Moyenne * Ecart-type, et coefficient de variation (%). Contexte de la mesure ; date;
[SpikeRBD marquée] ; R.

Nous remarquons qu’en utilisant cette technique, le Rn moyen de SpikeRBD-AF est de 2,84 +
0,89 nm, et un coefficient de variation de 31,4 %. Ceci démontre une faible reproductibilité de
la mesure. La présence de bulles d’air dans les canaux microfluidiques lors de l'utilisation
répétée d’'une méme puce n’est pas a exclure. Au vu des résultats, nous recommandons de
n’utiliser les puces jetables que pour 1 a 2 mesures maximum d’une méme concentration d’un

échantillon. Par la suite, nous avons utilisé 1 puce/mesure.

e Utilisation d’'une seule puce pour déterminer le Kg

Pour la réalisation de ce test, nous avons injecté tous les échantillons sur une seule puce afin
de déterminer le K¢ du complexe protéique SpikeRBD-ACE2. Le test a été réalisé comme décrit
au point 3.1.3.1. Nous avons effectué les mesures dans |'ordre croissant des concentrations
en ACE2. Entre chaque mesure, le reste de I'échantillon précédent était précautionneusement

enlevé a I'aide d’'une micropipette. Chaque point de la courbe était réalisé en 3 réplita.
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Détermination K4 SpikeRBD (5 nM)/ACE2
(1 puce =1 courbe)

Rh_free = 2,576%107°; IC (95%) = [1,908*10° & 3,245*107]
Rh_complex = 4,266*107; IC (95%) = [3,665*10 & 5,065e*107]

5,00x10° Kq=0,7111 ; IC (95%) = [Non calculable & 63,31]
R?=0,6544

4,00x10-°

Ry (M)

3,00x10-°

2,00x10-°
1,00x10-1 1,00x10° 1,00x101 1,00x10? 1,00x103

ACE2 (nM)

Figure 31 : Détermination Kq SpikeRBD (5 nM)/ ACE2 — (1 puce = 1 courbe). Limite de reproductibilité : Détermination du Kq4 en
utilisant une seule et méme puce pour toutes les mesures de Ri. Le solvant était le PBS-T. Rn en fonction de la concentration en
ACE2. Détermination du Kg et vérification de la gamme de concentration. [ACE2] = 180 pM-750 nM. [SpikeRBD] = 5 nM.
Microfluidic Difusional Sizing ; Moyenne * Ecart-type ; n = 3 (si possible).

Il est a noter qu’une mesure en 3 réplicata n’a été réalisable que pour un seul point : [ACE2] =
46,9 nM. Pour les autres, une erreur aprés la mesure s’est affichée, aucune donnée n’a pu

donc étre récoltée pour ceux-ci.

Il n"est pas fiable de n’utiliser qu’une seule puce pour déterminer le Kq, ce qui rejoint la

conclusion du point précédent.
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3.2.3 Application de la méthode

3.2.3.1 Comparaison des controdles et ajustement des résultats

Comme décrit au point 3.2.1.3, le Ry moyen du point équimolaire en SpikeRBD et ACE2 (20
nM) définit lors de la détermination du Kg du complexe dans le mélange DMSO/PBS (1:99, v/v)
(3.2.1.3, Figure 28) nous sert de « controle de la méthode », a partir duquel nous pouvons
déterminer si une molécule induit une différence de R significative en interagissant avec le

complexe.

Pour chaque molécule que nous testons, nous réalisons un « contréle » du jour, définit par le
Rh moyen du complexe SpikeRBD-ACE2 en concentrations équimolaires (20 nM) mesuré lors

du test de cette molécule.

Clairement, la reproductibilité du R, mesuré de jour en jour n’est pas satisfaisante (Figure 32).

ANOVA : Controles des tests
comparés au "controle de la méthode"

4%x10-9+
NS NS
} i [ ] N'S "‘-* REE
3%10-9 - b s
‘E *HE i
= 2x10-9- ¢
1x10-9-
0 1 1 | | | 1 1 1 | |
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Controles

Figure 32 : ANOVA : Controles des tests comparés au « contrdle de la méthode ». Rn du point équimolaire (20 nM) en SpikeRBD
et ACE2. ANOVA One-way, test post-hoc avec correction de Bonferroni. 0 = Contréle de la méthode ; 1 = contréle de la
quercétine ; 2 = contréle de la naringénine ; 3 = controle de la naringine ; 4 = contréle de I'ivermectine ; 5 = contréle de la
chloroquine ; 6 = controle de I'érythromycine ; 7 = contrdle de I'extrait sec éthanolique de racine de rhubarbe ; 8 = contréle de
I'extrait sec méthanolique d’enveloppes de graines de Chenopodium quinoa Willd. ; 9 = controle de I'extrait sec de feuilles de
Ginkgo biloba L. Microfluidic Difusional Sizing ; Moyenne * Ecart-type ; n =3.NS>0,05; * <0,05 ** <0,01 ; *** <0,001.

Pour 3 tests sur les 9 qui ont été réalisé au cours de cette étude, cette différence était non
significative (quercétine, naringine, ivermectine). Etant donné que le « protocole général » a
été appliqué a I'identique pour les différents tests avec les produit naturel (hors concentration

en produit naturel), la différence que nous observons peut s’expliquer par 2 facteurs : (i) Les
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puces : Les lots de puces étaient différents entre chaque test de molécule différente (Tableau
6). Une variabilité ou dans le design des puces pourrait expliquer cette différence. Un
communiqué de Fluidic analytics, en date du 23 mai 2022, indique d’ailleurs un changement
de fournisseur. Peut-étre ont-ils, eux aussi, constaté cette variabilité. (ii) La température :
Nous avons constaté une variabilité dans la température interne de I'appareillage entre les
différents jours durant lesquels nous avons effectué les tests, la température oscillait entre
21°C et 28°C. La variabilité de la température ambiante peut expliquer ce phénomeéne ; nous
déplorons le manque d’isolation thermique de la machine et le fait que la température du
systéme ne soit pas réglable afin d’assurer une meilleure reproductibilité. La température est
un facteur important qui rentre dans I’équation de Stockes-Einstein (Equation 12), et, par

conséquent, influence la valeur du Re.

3.23.2 Lagquercétine

Comme nous l'avons vu en 3.2.1.4, la quercétine module de fagon significative I'interaction
SpikeRBD-ACE2 a une concentration de 150 uM en diminuant de 10,81 + 0,98 % le Rn du
complexe par rapport au contréle (Figure 41). Or, dans la littérature, une étude in vitro réalisée

en SPR (Pan et al., 2020), rapporte une activité a de plus faibles concentrations.

Bien que la quercétine ne module I'interaction SpikeRBD-ACE2 qu’a des concentrations supra-
physiologiques (> 100 uM), le constat de son activité reste intéressant car il permet d’émettre
I’hypothése que d’autres produits naturels, structurellement apparentés, présentent peut-

étre une activité a des doses physiologiques.
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3.2.3.3 Lanaringénine

SpikeRBD (20 nM)/ACEZ2 (20 nM)
+ Naringenine

@® Moyennes Controle
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Figure 33 : SpikeRBD (20 nM)/ACE2 (20 nM) + Naringénine. Rn du complexe SpikeRBD-ACE2 en fonction de la concentration en
naringénine. Microfluidic Difusional Sizing ; Moyenne * Ecart-type ; n = 3.

Nos résultats indiquent que la naringénine provoque une augmentation du Ry, du complexe
protéique. Aprées avoir effectué I'analyse statistique, nous constatons que la différence de Rn
par rapport au contrble est significative dés la concentration de 1 uM (P < 0,01). Cette
différence s’accroit de fagon quasi dose dépendante avec un effet maximal a 50 uM (P <
0,001). A 50 uM, la naringénine provoque une augmentation de 16,47 + 3,64 % de la taille du

complexe par rapport au contréle (Figure 41).

3.2.34 Lanaringine

En nous basant sur les résultats positifs obtenus pour la naringénine, nous avons évalué si son

hétéroside, plus polaire et plus encombré, présente une activité différente.
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SpikeRBD (20 nM)/ACE2 (20 nM)

+ Naringine
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Figure 34 : SpikeRBD (20 nM)/ACE2 (20 nM) + Naringine. Rn du complexe SpikeRBD-ACE2 en fonction de la concentration en
naringine. Microfluidic Difusional Sizing ; Moyenne + Ecart-type ; n=3.

Nous constatons que la naringine, aux mémes concentrations que la naringénine, ne présente
pas de réel effet en ce qui concerne la modulation du Rn du complexe. En effet, la différence
par rapport au contréle est non significative sur I'ensemble de la plage de concentrations

testée (P > 0,05).

3.2.3.5 Llivermectine

SpikeRBD (20 nM)/ACEZ2 (20 nM)
+ lvermectine
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Figure 35 : SpikeRBD (20 nM)/ACE2 (20 nM) + Ivermectine. Rn du complexe SpikeRBD-ACE2 en fonction de la concentration en
ivermectine. Microfluidic Difusional Sizing ; Moyenne * Ecart-type ; n = 3.
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L'ivermectine provoque une augmentation du Ry du complexe. Ce phénoméne semble étre
dose dépendant. Aprés analyse statistique, nous constatons que la différence de Ry est
significative sur I'ensemble de la gamme de concentration testée, de 1 nM (P < 0,001) a 100
nM (P < 0,001). A cette derniére concentration, le R, du complexe augmente de 26,6 + 1,9 %
par rapport au contrdle (Figure 41). Ceci nous indique que I'ivermectine pourrait montrer une
activité a des concentrations sub-nanomolaires. Il serait donc intéressant de refaire
I'expérience a plus faibles concentrations afin de déterminer la concentration minimale

provoquant une différence significative du R, du complexe.

Cette molécule a I'avantage d’étre déja sur le marché, et elle a donc passé toutes les études
cliniques nécessaire afin d’étre sous le statut « médicament ». Il serait intéressant de
poursuivre les études sur ce produit naturel dans le but d’une possible prophylaxie de

I'infection.
3.23.6 Lachloroguine

SpikeRBD (20 nM)/ACEZ2 (20 nM)
+ Chloroquine
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Figure 36 : SpikeRBD (20 nM)/ACE2 (20 nM) + Chloroquine. Rn du complexe SpikeRBD-ACE2 en fonction de la concentration en
chloroquine. Microfluidic Difusional Sizing ; Moyenne + Ecart-type ; n = 3.

Sur toute la gamme de concentrations testées, la chloroquine ne présente pas d’effet
modulatoire significatif quant au Rn du complexe protéique SpikeRBD-ACE2 et ce méme a la

concentration de 1 mM (P > 0,05).
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3.23.7 L'érythromycine

A la suite du constat de I'efficacité d’une molécule macrocyclique comme I'ivermectine, nous
posons I’hypothése que, la taille de la molécule et, par conséquent, son poids moléculaire joue
un réle dans l'interaction avec le complexe protéique. L’hypothése est ici qu’'une grosse
molécule, une molécule macrocyclique, provoquerait un encombrement stérique plus
important entre les 2 protéines et perturberait plus leur interaction que d’autres molécules,
plus petites. Les informations que nous avons recueillies dans la littérature (Braz et al., 2020;
Prashantha et al., 2021), nous confortent dans I'idée que des molécules macrocycliques
pourraient posséder une activité intéressante. Nous avons ainsi étudié des molécules qui ont
un poids moléculaire relativement important et pour lesquelles une affinité envers I'une des

2 protéines du complexe a déja été montrée.'®

SpikeRBD (20 nM)/ACEZ2 (20 nM)
+ Erythromycine
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Figure 37 : SpikeRBD (20 nM)/ACE2 (20 nM) + Erythromycine. Rh du complexe SpikeRBD-ACE2 en fonction de la concentration
en érythromycine. Microfluidic Difusional Sizing ; Moyenne + Ecart-type ; n=3.
Nos résultats n’indiguent aucunes modifications significatives du R, du complexe protéique et
ce, méme a 50 uM d’érythromycine (P > 0,05). L’érythromycine ne semble donc pas
démontrer une quelconque activé aux concentrations sériques habituelles, et ce malgré une

affinité pour la SpikeRBD in silico.

1% Ne disposant pas d’azithromycine, I’expérience a été réalisée avec I'érythromycine a la vue de la parenté
structurelle présente entre ces deux molécules.
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Il pourrait étre intéressant d’étudier I'activité de I'azithromycine. Cette derniére posséde une
meilleure affinité théorique pour le complexe. De plus, elle présente des sites de liaisons sur

les 2 protéines (Tableau 18).

3.2.3.8 Extrait sec éthanolique de rhubarbe (racines)

SpikeRBD (20 nM)/ACEZ2 (20 nM)
+ Ext. sec EtOH racines de rhubarbe
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Figure 38 : SpikeRBD (20 nM)/ACE2 (20 nM) + Ext. Sec EtOH racines de rhubarbe. Rn du complexe SpikeRBD-ACE2 en fonction
de la concentration en extrait sec éthanolique de racine de rhubarbe. Microfluidic Difusional Sizing ; Moyenne + Ecart-type ; n=
3.

Aux concentrations que nous avons testées, nous n’observons un effet significatif que pour
une concentration de 100 pg/mL (P <0,001). A cette concentration le R, du complexe diminue
fortement (-12,59 + 1,63 %) par rapport au contréle (Figure 41). Un tel constat est prometteur
en se basant sur les Cmax atteintes apres I'administration per os de rhéine, qui étaient plus
élevées que celle de notre test (Tableau 18). Ceci pourrait signifier que la rhéine, et plus
largement les dérivés anthracéniques de I'extrait éthanolique de racines de rhubarbe, sont de

bons candidats pour des études cliniques ultérieures.

Nous pourrions, par ailleurs, tester les composés isolés pour évaluer leur efficacité individuelle
potentielle sur le complexe protéique. Rappelons cependant que, dans le cas d’un extrait, les
phénomeénes de synergie et d’antagonisme entre les différents composés ne sont pas a
exclure. Il se pourrait donc que ces composés, une fois isolés, donnent des résultats différents

de ce qui est mesuré avec I'extrait.
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3.2.39 Extrait sec méthanolique de Chenopodium quinoa Willd. (enveloppes de graines)*°

Comme nous I'avons vu, les saponines ont été étudiées dans le cadre de I'infection a H5N1 (le
virus de la grippe A, la grippe aviaire). L'entrée de celui-ci dans la cellule se fait suite a
I'interaction entre I’hémagglutinine, sa glycoprotéine d’enveloppe virale, et les acides
sialiques présents a la surface cellulaire (Ding et al., 2012). Pour le SARS-CoV-2, des études
montrent que Spike a la capacité de reconnaitre et de lier avec oligosaccharides contenant
des acides sialiques (Petitjean et al., 2022). Bien que, 'ACE2 et la Spike soient 2 protéines
hautement glycosylées, les acides sialiques présents sur I’ACE2 réduisent son affinité envers
la Spike (Allen et al., 2021; Petitjean et al., 2022). Toutefois, d’autres liaisons sont a noter entre
Spike et les glycosylations présentes sur ACE2 et, méme si elles ne semblent jouer qu’un réle
modeste dans la liaison entre I’ACE2 et la Spike (Allen et al., 2021), il a été démontré in vitro
qgu’une inhibition de I'expression de N-glycanes et O-glycanes sur ’ACE2 permet de réduire

I’entrée du virus (Yang et al., 2020).

SpikeRBD (20 nM)/ACEZ2 (20 nM)
+ Ext. sec MeOH Chenopodium quinoa Willd.
(enveloppes de graines)
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Figure 39 : SpikeRBD (20 nM)/ACE2 (20 nM) + Ext. sec MeOH Chenopodium quinoa Willd. (enveloppes de graines). Rn du
complexe SpikeRBD-ACE2 en fonction de la concentration en extrait sec méthanolique d’enveloppes de graines de
Chenopodium quinoa Willd. Microfluidic Difusional Sizing ; Moyenne + Ecart-type ; n=3.

Notre extrait présente un effet significatif sur le R, du complexe protéique et a, a partir d’'une

concentration de 50 pg/mL (P < 0,001), concentration-dépendant. Le Ry du complexe se voit

20 Le rendement de notre extraction de la poudre micronisée par le méthanol a été de 15,01 %.

85



augmenté de 94,70 + 4,73 % a la plus forte concentration testée (Figure 41). Un tel effet est
remarquable. Cette augmentation de taille pourrait s’expliquer par une distension du
complexe SpikeRBD-ACE2 ou une agrégation des différents composés de notre extraits sur

celui-ci.

Les saponines, composés majeurs de |’extrait, pourraient se fixer a l'interface des 2 protéines,
modulant leur interaction. Ceci pourrait ainsi empécher I'entrée du virus. Pour tester cette
hypothese, nous pouvons imaginer une étude mesurant I'inhibition de I'entrée provoquée par
les saponines, lors de l'infection de pseudovirus exprimant SpikeRBD dans des cellules
exprimant I’ACE2. Concernant le mécanisme modulateur, il pourrait étre expliqué par une
interaction entre les acides sialiques, présents notamment sur I’ACE2, ou les autres
glycosylations de nos protéines, et les chaines osidiques des bidesmosides de I'extrait. Cette
hypothéese nous semble cohérente au vu des études in vitro relatives au virus H5N1 (Ding et
al., 2012). Les glycosylations présentes sur les protéines intervenant dans leur interaction, il
est imaginable que les chaines de sucres des bidesmosides viennent modifier I'affinité des 2
protéines en interagissant avec celles-ci. Suite a ces interactions sucre-sucre, les N-glycanes et

O-glycanes de I’ACE2 pourraient étre moins disponibles pour interagir avec le SpikeRBD.

Le fait que les saponines de notre extrait soient des bidesmosides présente un avantage en
vue d’éventuelles futures études in vivo. Les bidesmosides présentent en effet I'avantage
d’étre moins toxiques que les monodesmosides, avec une activité hémolytique plus faible. lls
ont en effet une activité membranolytique réduite de par le fait qu’ils s’associent moins que
les monodesmosides avec le cholestérol membranaire, et forment donc moins de pores

menant a la rupture membranaire (Colson, 2020).

Il est a noter que I'extrait méthanolique que nous utilisons est un extrait brut, non purifié.
Bien qu’il soit riche en saponines, il renferme d’autres composés qui pourraient
éventuellement expliquer I'effet que nous observons, notamment des composés phénoliques
comme des flavonoides, dérivés de quercétine et du kaempférol (Lim et al., 2020; Taco, 2022).
Une synergie n’est également pas a exclure. |l serait intéressant de réaliser de nouveaux tests
avec ces différents types de composés afin d’en établir I'efficacité individuelle envers le
complexe protéique. De plus, afin de constater si ces composés se lient a I'interface SpikeRBD-

ACE2, une étude cristallographique pourrait étre réalisée.
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Cet extrait nous semble un excellent candidat dans la recherche de produit naturel permettant

d’empécher I'entrée du SARS-CoV-2 dans la cellule hoéte.

3.2.3.10 Extrait sec de Ginkgo biloba L. (feuilles)

En nous basant sur le fait que certains flavonoides ont démontré une activité envers le
complexe SpikeRBD-ACE2 durant nos tests, nous avons voulu expérimenter un extrait sec
contenant une large palette de flavonoides mais également d’autres composés lactoniques.

C'est le cas de Iextrait sec de la feuille de Ginkgo biloba L.

SpikeRBD (20 nM)/ACEZ2 (20 nM)
+ Ext. sec Ginkgo biloba L. (feuilles)
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Figure 40 : SpikeRBD (20 nM)/ACE2 (20 nM) + Ext. sec Ginkgo biloba L.. (feuilles). Rn du complexe SpikeRBD-ACE2 en fonction de
la concentration en extrait sec de feuilles de Ginkgo biloba L. Microfluidic Difusional Sizing ; Moyenne * Ecart-type ; n=3.

L’analyse statistique ne révele aucune influence significative de I’extrait sur la taille du
complexe, et ce méme a la concentration la plus élevée que nous avons testée (P > 0,05).
Aucune activité n’est donc a signaler, méme a des concentrations retrouvées habituellement

chez I’homme ou supérieures a celles-ci.

Selon une étude en HPLC/SIM-MS, la quercétine serait présente a 1,62% dans |'extrait (Ding
et al., 2006). Dans notre étude, La quercétine serait donc présente a des concentrations
comprises entre 0,016 pg/mL et 3,24 pg/mL, ce qui correspond a 0,053-10,71 uM. Ces
concentrations sont inférieures a la concentration pour laquelle notre étude a révélé un effet

sur le Ry du complexe (3.2.3.2). Ceci pourrait expliquer le manque d’efficacité de notre extrait.
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Aux concentrations circulantes habituellement retrouvées chez I’homme aux doses utilisées,
ainsi qu’a des concentrations supérieures, notre étude indique que |'extrait sec de Ginkgo

biloba L. ne serait pas actif.

3.2.3.11 Comparaison de I'efficacité des produits naturels et extraits testés

Dans le but de calculer I'effet modulateur de chague molécule sur le Rn complexe, nous avons

calculé un pourcentage de variation par rapport au contréle du jour (Equation 14).

__ (Moyenne Ry, de la [produit naturel]yqax —Moyenne Ry "contréle de la méthode")

Equation 14 Variation du Ry, (%) * 100

Moyenne Ry, "controdle de la méthode"

La moyenne des Ry pour la SpikeRBD marquée et I’ACE2 a une concentration de 20 nM nous
permet d’établir un seuil d’effet maximum lorsque le Ry du complexe varie a la suite de la

modulation d’une molécule.

Modulation sur le Rh du COmplexe m Contrdle de la méthode (Contrdle)
SpikeRBD (20nM)/ACE2 (20 nM) -
par les différents produits naturels et extraits ®auereetine 150uM

100,00 9470 .
Naringénine 50 uM
H Naringine 50 uM
75,00
)
> :
~ M lvermectine 100 nM
=
0::_) 50,00
H Chl ine 1000 uM
= oroquine o
c
o 26,55 ) _
E 25,00 B Erythromycine 50 uM
— 16,47
| S
& I
> 0.00 4,47 1 80 W Ext. sec EtOH Rhubarbe
. 1 , ines) 100 pg/mL
- . (racines) ug
0,00 1 -y —
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I U . .
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-25,00 M Ext. sec Ginkgo biloba L.
[Produits naturels], ., (feuilles) 200 pg/mL

Figure 41 : Modulation sur le Rn du complexe SpikeRBD (20 nM)/ACE2 (20 nM) par les différents produits naturels et extraits.
Variation du Rx en fonction de la concentration maximale testée. Microfluidic Difusional Sizing ; Variation du Rn + Coefficient de
variance ; n =6 pour « contrdle de la méthode », n =3 pour les produits naturels.

Lorsque la modulation du Ry du complexe protéique est significative, nous observons 2 types
d’effet : (/) Une élévation du Ry : Nous pensons que cela est d{ a une distension du complexe

ou a une agrégation des produits naturels sur le complexe. (ii) Une diminution du Ry, : Ceci est
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probablement d{ a une agrégation du complexe ou a séparation partielle des 2 protéines. Il

reste encore a déterminer si ces effets permettent d’inhiber I’entrée du virus.

Les produits naturels faisant s’élever le Rn sont (modulation décroissante): (i) L'extrait
méthanolique sec d’enveloppes de graines de Chenopodium quinoa Willd (+94,7 % a 200

ug/mL), (ii) 'ivermectine (+26,6 % a 100 nM), (iii) la naringénine (+16,5 % a 50 uM).

Les produits naturels faisant diminuer le Ry sont (modulation décroissante) : (i) L'extrait

éthanolique sec de racines de rhubarbe (-12,6 % a 100 pug/mL), (ii) la quercétine (-10,8 % a 150

UM).

3.2.3.12 Discussion

Dans la littérature, I'affinité des composés étudiés envers ACE2, SpikeRBD ou SpikeRBD-ACE2
est, majoritairement, mesurée par SPR (Braz et al., 2020; Lingwan et al., 2020; Pan et al., 2020;
N. Wang et al., 2020; Zhan et al., 2021). Cette mesure requiert fixation d’un des partenaires
du complexes protéiques sur une surface, limitant ainsi la flexibilité conformationnelle de
celui-ci. C'est également le cas pour les essais sur cellules ou I’ACE2 est fixée dans une
membrane plasmique (Chitsike et al., 2021; M. Wang et al., 2020; N. Wang et al., 2020). Dans
notre étude, le complexe est « a nu » dans le solvant, ce qui lui confére certainement une
flexibilité conformationnelle étendue, modifiant les interactions possibles avec les produits
naturels et extraits testés. Ceci réduirait I'affinité des composés envers le complexe,
expliquant I'inefficacité de la chloroquine (3.2.3.6), I'érythromycine (3.2.3.7) et I'extrait sec de
feuilles de Ginkgo biloba L. (3.2.3.10) aux concentrations testées ; et le besoin d’augmenter
les concentrations en quercétine (3.2.3.2) afin d’observer un effet modulateur. Refaire les
expériences sur des memtéines?! (Overduin and Esmaili, 2019) permettrait d’avoir une
meilleure idée de la modulation que présente les produit naturels ou extraits testés envers

SpikeRBD-ACE?2 in vivo, et, par conséquent, de confirmer/infirmer nos observations.

Les mécanismes d’action menant a la modulation, positive ou négative, du Ry par les produits

naturels et extraits testés sont inconnus, malgré les hypothéses proposées (3.2.3.11). Réaliser

21 « Memtéine » décrit une unité fondamentale composée d’une protéine membranaire (ex : ACE2)
fonctionnellement intacte incluse dans un fragment de membrane cellulaire, comme in vivo. Ce fragment de
membrane est issu d’une lyse causée par des polyméres amphipathiques (copolymére acide maléique-styrene)
formant un nanodisque soluble dans I'eau (Overduin and Esmaili, 2019). Cette fragmentation permet de ne pas
avoir recourt a des détergents dégradant I'intégrité membranaire, et donc de ne pas dénaturer la protéine
pour conserver les interactions « ligand-récepteur ».
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une étude cristallographique permettrait d’élucider ce point, en montrant les sites exacts
d’interactions des composés avec SpikeRBD-ACE2 ; et, éventuellement, corroborer les études

in silico (Tableau 18).

Les résultats de la naringénine (3.2.3.3) et naringine (3.2.3.4) semblent indiquer que les
flavonoides montrant une potentielle affinité envers le complexe possederaient une plus
faible affinité sous leur forme hétéroside. Les 2 protéines étant fortement glycosylées (Gong
et al., 2021; Petitjean et al., 2022; Zhao et al., 2021), nous pensons que, malgré une affinité
de I'aglycone pour I’ACE2, les glycosylations présentes sur les protéines pourraient, interférer
avec les oses de I'hétéroside, réduisant ou empéchant la liaison. Cette hypothése est
consolidée par les résultats obtenus pour I’extrait sec de feuilles de Ginkgo biloba L, qui ne
présente pas d’effet (3.2.3.10). En effet, les flavonoides, présents majoritairement sous leur
forme d’hétérosides dans cet extrait, seraient les principaux constituants actifs (Algathama et
al., 2022; Lingwan et al., 2020; Pan et al., 2020; Zhan et al., 2021) ; cependant, selon les études
et nos précédents résultats (3.2.3.2,3.2.3.3,3.2.3.4), ce sont leurs aglycones qui démontrent
une affinité envers au moins I'une des protéines du complexe. Les 3 principaux hétérosides de
flavonoides étant des dérivés de quercétine (quercétine-3-B-D-glucoside, quercitrine, Rutine
(IARC, 2016)), nous pourrions également imaginer réaliser un test comparatif des 3

hétérosides et de la quercétine, a la concentration de 150 uM afin de vérifier cette hypothése.

Concernant l'ivermectine, il faudrait étudier les effets chez I'animal de doses permettant
d’atteindre des concentrations pulmonaires comprises dans une gamme s’étendant du sub-
nanomolaire a 100 nM en steadystate afin de : (/) observer si de telles concentrations inhibent
I’entrée du virus ; (ii) récolter de plus amples informations quant a la toxicité a long terme de
cette molécule, pour évaluer dans quelle mesure un usage prophylactique est envisageable.
L'ivermectine a été employée lors d’essais cliniques dans le cadre de la prophylaxie de
I'infection a SARS-CoV-2. Les résultats de ces études sont non concluants. Certaines études
indiquent qu’elle présente un effet ; tandis que d’autres rapportent qu’une telle utilisation ne
réduit ni les taux, ni les durées d’hospitalisation en services soins intensifs (Onyeaka et al.,
2022). Outre le cadre prophylactique, une essai randomisé contrdlé (RCT), chez des patients
infectés, démontre une diminution de la charge virale menant a penser que lI'ivermectine

réduirait la transmission virale (Biber et al., 2022). De plus amples études sont a nécessaires.
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4  Conclusion et perspectives

A l'issue de cette étude, 5 produits naturels et extraits prometteurs modulent le complexe
SpikeRBD-ACE2 en augmentant ou en diminuant le Rn lors de I'analyse en MDS. Ceux-ci sont :
(/) L'extrait méthanolique sec d’enveloppes de graines de Chenopodium quinoa Willd, (ii)
I'ivermectine, (iii) I'extrait éthanolique sec de racines de rhubarbe, (iv) la naringénine, (v) la

qguercétine.

Nous constatons que ces produits naturels sont constitués de 4 familles chimique différentes :
Flavonoides, hydroxyanthraquinones, lactones macrocycliques et saponines. A I'avenir, il
serait intéressant d’approfondir les recherches étudiant I'activité de ces composés envers

SpikeRBD-ACE2.

Quatre des 9 produits naturels et extraits testés ne présentent pas d’activité. Cette inactivité
pourrait étre due a une trop grande liberté conformationnelle de nos protéines, puisqu’elles

sont « a nu » dans le solvant.

La prochaine étape serait d’établir des courbes d’affinité complétes avec les produits naturels
présentant une activité afin d’observer le déplacement des courbes provoqué par ceux-ci,

mais aussi de mesurer a quel point le Kq du complexe est modifié.

Réitérer I'expérience sur des memtéines (Overduin and Esmaili, 2019) permettrait de
confirmer/infirmer une activité modulatrice et de préciser a quelles concentrations les

composés et extraits sont actifs dans des conditions proches de celles in vivo.

Concernant les produits présentant une activité, une étude cristallographique permettrait
d’observer les sites de liaisons de ceux-ci sur le complexe protéique. Pour les composés
modifiant le Rn, cela permettrait également de voir si ceux-ci modulent réellement

I'interaction, en se liant a l'interface des 2 protéines.

Outre les études cristallographiques, les 5 produits naturels et extraits prometteurs devraient
étre testés au niveau de I'entrée de pseudovirus exprimant la SpikeRBD dans des cellules (ex :

A549, H1299, HT-29, HEK293T, etc..) exprimant I’ACE2.
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6 Annexes

6.1 Annexe 1 : Détails sur la Spike et les 2 sous-domaines de RBD

Le RBD est composée de 2 sous-domaines (Figure 4a, Figure 20) : 'un est un ensemble de
feuillets B-antiparalleles recouvert par des hélices a, et I'autre est le motif de liaison au
récepteur (RBM), une boucle enroulée autour du premier sous-domaine ; qui permet tous les

points de contact avec ACE 2 (Jackson et al., 2022).

Le coeur du RBD (Figure 20) est composé de 5 feuillets B antiparalleles (B1-B4 et B7)
comprenant 3 ponts disulfure, formés grace aux cystéines Cys336—Cys361, Cys379—Cys432 et
Cys391—-Cys525. Entre les feuillets B4 et $7, il y a le RBM qui est composé des feuillets B5 et
B6 ainsi que des boucles et hélices a4 et a5. Nous retrouvons un dernier pont disulfure dans
ce RBM formé entre les cystéines Cys480—Cys488 permettant une connexion dans la

terminaison distale du RBM (Lan et al., 2020).

e Détails de I’étape de fusion directe lors de I’entrée du virion dans la cellule hote
S1 se dissocie alors de la structure pour ainsi révéler S2 et passer de la conformation de pré-
fusion en post-fusion. Dans celle-ci, le domaine transmembranaire et le peptide de fusion se
retrouvent aux extrémités de S2 qui a maintenant une structure en forme d’aiguille composée
de FP, HR1, HR2 (composé lui-méme d’une hélice rigide et d’'une boucle lui apportant de la
flexibilité), et de TA (TM) qui est ancré dans la membrane du virion (Ke et al., 2020; Rajah et
al., 2022; Zhang et al., 2021b). HR1 prend alors une forme hélicoidale qui pousse le FP a
rompre la membrane de la cellule h6éte pour s’y ancrer. Ceci révele sur HR1 3 régions
hydrophobes qui vont permettre une interaction avec HR2 en formant un faisceau de 6
hélices, ressemblant a une épingle a cheveux. Cette interaction va rapprocher les membranes
du virion et de la cellule et les faire entrer en fusion. S’en suit la formation d’un pore qui va
s’agrandir pour permettre le passage du contenu viral dans le cytosol. CTD, de par sa région
riche en cystines se situant dans la région proximale du cytoplasme, s’associe au cholestérol

membranaire pour former des radeaux lipidiques (Rajah et al., 2022; Zhang et al., 2021b).
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2022).

e Laformation de syncytia

Spike permet aussi la formation de syncytia, ce qui permet au virus de se propager d’'une
cellule atteinte a une cellule saine adjacente (Figure 43). Aprées sa transcription, spike est
transformée par la furine, transportée par le réseau Golgi-RE, insérée dans la membrane du
réticulum endoplasmique (RE) et y est, en général, séquestrée par la protéine M apres leur
association. Le transport dans le réseau Golgi-RE est rendu possible grace aux protéines de
coque cytoplasmique 1 et 2 (COPI et COPII) permettant respectivement le transport du Golgi
vers le RE (transport rétrograde), et le transport inverse (transport antérograde). En effet, S
possede un site de liaison suboptimal permettant de lier COPI, dans sa queue cytoplasmique.
La séquestration de S dans le RE conduit a des variations intracellulaires de calcium ainsi qu’a
I’expression du canal ionique/scramblase TMEM16F qui fait bouger la phosphatidylsérine de
la couche interne vers la couche externe de la bicouche de la membrane plasmique, ce qui
promeut la fusion. Cependant, lors du transport dans le réseau Golgi-RE, et bien que la plupart
des protéines S empruntent le transport rétrograde, certaines peuvent prendre I'antérograde.
Elles seront alors transportées vers la membrane plasmique ou elles s’associent avec le
cholestérol pour induire la formation d’un syncytium aprés avoir interagi avec I’ACE2 d’une
cellule adjacente, par les mémes mécanismes. Ce transport antérograde est possible car le

site de liaison de S a COPI est sub-optimal. Or, les sites de liaisons de COPI et COPII sont
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structurellement proche ; ce manque d’affinité rend possible la liaison S-COPII et permet ainsi
la migration de Spike sur la membrane plasmique. Les protéines S séquestrées dans le RE vont,
elles, servir a la constitution du virion qui va subir une exocytose dépendante de la

désacidification des lysosomes. (Rajah et al., 2022).
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Figure 43 : Schéma représentant la formation d’un syncytium grace a la protéine S du SARS-CoV-2. (Rajah et al., 2022).

6.2 Annexe 2 :I'ACE2

o L’expression pulmonaire et la détresse respiratoire

Lors de l'infection a SARS-CoV-2, les poumons sont les organes les plus vulnérables. Ceci
s’explique par 2 faits : (i) Leur grande surface les rend plus sensibles a un virus inhalé. (ii) 83%
des cellules exprimant ACE2 sont des cellules alvéolaires de type 2 de I'épithélium pulmonaire
(AECII) (Zhang et al., 2020, p. 2). Ces cellules produisent du surfactant, un liquide permettant
la bonne lubrification, nécessaire a la prévention d’un aplatissement alvéolaire. Lors de

I'infection a SARS-CoV-2, les AECII sont détruites ce qui provoque une détresse respiratoire.
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e Lla structure de ACE2

L’homologie avec la collectrine permet a ACE2 de jouer un role de chaperonne et d’ainsi
réguler le transporteur d’acides aminés neutres B°AT1 dans l'intestin (Jackson et al., 2022;
Wiese et al., 2021). Une forme soluble d’ACE 2, sans ancrage membranaire existe, également.
L’ACE 2 est en fait clivée par ADAM (désintégrine et métalloprotéase) 10 et 17 entre les acides
aminés 716 et 741. Cette forme est présente a de faibles taux dans la circulation sanguine et

possede un temps de demi-vie trés court (Wiese et al., 2021).
e L'orage de cytokines

SARS-CoV-2 va aussi activer la cascade du complément (Figure 44) et ainsi induire des
dommages aux cellules endothéliales, une augmentation de la perméabilité membranaire,
une extravasation leucocytaire, une activation de la cascade de coagulation et une activation
plaquettaire. Les anaphylatoxines C5a et C3a vont également contribuer a la production d’IL-
6 en activant les macrophages et l'inflammasome présent dans les cellules alvéolaires

épithéliales (AEC), ce qui va contribuer a I'orage cytokinique. (Kanehisa Laboratories, 2021).
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6.3 Annexe 3 : Les saponines de Chenopodium gquinoa Willd

Les saponines issues de I'extrait d’enveloppes de graines du quinoa sont des bidesmosides. Il
existe en effet plusieurs topologies de saponine (Figure 45) : monodesmoside (aglycone avec
une chaine d’oligosaccharide liée par une fonction acétal) ; bidesmosides (aglycone avec deux
chaines d’oligosaccharide liées par une fonction ester et une fonction acétale) ; macrocyclique
(aglycone avec une chaine polysaccharide liée a 2 endroits) (Colson, 2020). Les bidesmosides
des enveloppes de graines du quinoa sont composés d’un aglycone de type B-amyrine
(triterpenoide) possédant un glucose en C28 ainsi qu’une chaine oligosaccharide en C3 (Figure
45b). Cette chaine de 2 a 3 oses est souvent constituée de xylose, arabinose, acide

glucuronique, glucose et galactose (Colson, 2020; Taco, 2022).
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Figure 45 : Les 3 topologies de saponines : a) Monodesmoside (Desholothurine, Holothuria forskali Delle Chiaje). b) bidesmoside
(Saponine B, Chenopodium quinoa Willd). c) Macrocycle (Sepotoside A, Echinaster sepositus Retzius). (Colson, 2020)
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Les principaux aglycones sont présentés dans la figure suivante :

Serjanic acid 64 Phytolaccagenic acid 65 Oleanic acid 66 Sapogenin [ 67

Hederagenin 49 AG489 68 AG487 69 Sapogenin I1 70

HOH,C CaHs

HO

“CH,0H

“CH,0H “CH,0H
Figure 46 : Aglycones détectées dans I'extrait de Chenopodium quinoa Willd. D’aprés (Colson, 2020)

6.4 Annexe 4 : la structure du virion de SARS-CoV-2

Concernant la structure protéique du virion (Figure 47), chaque protéine structurelle joue un
role important. La liaison aux cellules de I’h6te se fait grace a la protéine Spike (S). La protéine
d’enveloppe (E) tient son role dans I'assemblage et la libération de virions, et joue un réle dans
la pathogénese. La glycoprotéine de membrane (M) posséde 3 domaines transmembranaires,
et la protéine nucléocapside (N) en possede 2 qui peuvent fixer la protéine Nsp 3 pour aider
la liaison du complexe réplication-transcription (RTC) au génome et ainsi assister la réplication.
Elle permet également d’empécher le systeme des ARN interférant (ARNi) de la cellule héte

d’agir en répresseur de ce systeme (Cui et al., 2015; Hozhabri et al., 2020; Rehman et al., 2021).

Nucleocapsid protein (N) Membrane
glycoprotein (M)

Spike
protein (S) £

Envelope
protein (E)

Figure 47 : Structure générale d’un coronavirus (virion). (Gupta and Birhman, 2020).
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7  Grilles d’évaluation

| Formulaire d’évaluation | Mémoires 20

..... -20.... | Evaluateur :

Nom et prénom de I’étudiant :

Grille n°1 : Production écrite — Lecteurs

Note attribuée

2 | .../20

6 | 8 | 10 12 14

16 | 18 | 20

Criteres

Inacceptable

Commentaires

Satisfaisant

Trés bien

Commentaires

Qualité formelle
Table des matiéres

Structure Orthographe/syntaxe

Non-respect de plusde
deux criteres

Non-respect d'uncritere

Respect de tousles
critéres

Bibliographie
Quantité Qualité
Référencement

Quantité insuffisanteSources
non fiables Trop d'erreurs de
référencement

Deux critéres Un critere
moyennement moyennement
respectés respecté

Les trois critéressont
respectés

Qualité contenu

1. Introduction

2. Objectif(s) du travail

3. Corps du sujet ou Partie
expérimentale

4. Conclusion

5. Bibliographie

Résumé

Majorité des parties
mauvaises / Manquecrucial
de contenu

Deux a trois parties sont de
moins bonnequalité / en
dessous du niveau

Une a deux partie(s)de
moins bonne qualité / une
partie est en dessous du
niveau

Toutes les partiessont
de bonne qualité

Rigueur scientifique

Erreur importante

Rigueur scientifiquefort
imprécise

Détails a améliorerau
niveau de la rigueur
scientifique

Rigueur
scientifique
respectée

Point bonus

Pas d'originalité particuliere

Originalité a souligner
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Note attribuée

Grille n°2 : Défense orale — Membres du jury

14 16

18 20

2 4

6 8

10

12

Treés bien

Commentaires

Criteres

Inacceptable

Insuffisant

Satisfaisant

SupportLisibilité
Illustrations Orthographe

Plus de deux criteresne sont
pas respectés

Deux criteres ne sontpas

respectés

Un des critéres n’est
pas respecté

Tous les critéressont
respectés

Discours fluide et

Qualité oratoire
fluidité, captive le jury

Difficulté de compréhension

du discours / Lit son texte c

Probléme de voix mais
discours relativement
ompréhensible/ Lit son texte

manque d'assurance

Discours fluide mais

captivant (bonnes
constructions des

phrases)

Liens intéressantset

Qualité du contenu liens
entre I'écrit et |'oral MAIS sans
redite/copier-coller du document
écrit

Redite de I'écrit / pasde
valeur ajoutée / Erreurs
importantes dans la
présentation

Liens insuffisants / erreurs
importantes alégeéres dans la
présentation

Liens intéressants erreurs
légeres dansla
présentation

pertinents pourla

présentation / Valeur
ajoutée suite a I'écrit /

Pasou trés peu
d’erreurs dans la
présentation

professionnels

importante

La rigueur scientifiquen’est La rigueur scientifique est La rieueur
. . ep pas suffisamment présente La rigueur scientifique majoritairementprésente . g
Rigueur scientifique , . scientifique est
n’est que partielle .
impeccable
Réponses aux , , Réponses majoritairement a Réponses Réponses
. . Réponses erronées ouerreur , L L
questions du jury /des compléter ou nuancer majoritairement intéressantes et
intéressantes pertinentes

Point bonus

Pas d'originalité particuliere

Originalité a souligner
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Grille n°3 : Séance de questions réponses — Membres du jury

Note attribuée

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Criteres Inacceptable Insuffisant Satisfaisant Trés bien Commentaires
Réponses aux , 3 Réponses majoritairement a Réponses Réponses
N . Reponses erronees ouerreur , .. i e
questions du jury /des imoortante compléter ou nuancer majoritairement intéressantes et
professionnels P intéressantes pertinentes
Point bonus Pas d'originalité particuliere Originalité a souligner

Résultat final

a-t-il une information importante que le promoteur souhaiterait partager avec le jury avant d'attribuer la note ?

/20

Commentaires / décisions prises :
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