Al Ao gl &y i S oy sgeand)

République Algérienne Démocratique et Populaire

alall Giagll g Mad) aglacil) 315 g

Ministére de ’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

Université Ibn Khaldoun, Tiaret
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie
Département des Sciences de la Nature et de la Vie

Mémoire

Présenté en vue de 1’obtention du diplome de

Master académique

en

Domaine :  Sciences de la Nature et de la Vie.
Filiére : Sciences Biologiques.
Spécialité :  Biologie Moléculaire et Cellulaire

Présenté par :

DAHMANE Sabah

Intitulé

v

/.(

Pl == &
D4 ‘.‘W
2

Recherche des inhibiteurs naturels de I’enzyme béta-lactamase (BlaC)
a I’origine de I’antibiorésistance chez Mycobacterium tuberculosis,
agent responsable de la tuberculose : approche par modélisation

biologique.

Soutenu le 22 novembre 2020 a 13h

Devant les membres de jury :

Président
Examinateur
Examinateur
Encadrant
Co-encadrant

Dr. ACHIR M.

Dr. LOUACINI B.

M. SOUANA K.

Dr. TAIBI K.

Dr. AIT ABDERRAHIM L.

Année universitaire 2019-2020

MCB
MCA
MAA
MCA
MCA


http://www.mesrs.dz/

gaidlall

i cilladie JSE G Sy S Agmgadal) Clatiall (e el Adadall iy jadl e Caall 8 sl Jaall Sy
dudll 2 e e Al g pasall Al 5 ladiall 1y 5S04 gal) labiaall A glie (o A g susall (BlAC) SLeliSY Ui ey 33y
Ao sl gl dadail) mes JBA (1

Jea¥) il Adadill iy dall aladind 5 i) (g 5aa e ¢ gl lalis e 55008 Lgle Jaaaiall milall ¢S
A0 et pe HUSY Ui (g o dlimn 58 w8l G L) &3 4 gal) clabimall Ly il A gl dgal gl aslall
gl Al el G e e @lld gay b g yaall (5 A Aaal) 4 o) Clabiaally 45 lie (BlAC) JLeliSY iy g L )|
Jumdl U s 3l sl (BlaC s il Shina Uni o el 0 S il 5 L LRI 3 3 55k} Zpnilal
O 5 SN el el 1) AdlaYl s Sl as sl (el slaally s BlaC J dadill o all
B A5 ST ¢ a3 136! Slaiane Undis Wl (3 54l

Clladia Sl cilily 8 13a 2o 5 Al all oda 8 Wt &5 il U gl g ddaidil) <y sl @yl
Juadl (33l A48 araal) Cillaiial) Jasd o) @ siall (e A 4 gl Clalicaa) daslie Ml 5 BlaC - dlciae
Sy ofdall (8 claall glb ey L) AslaYl BlaC cladie LISy arenal ) coagd S Ay jail) Gl jall
A8l 3alias el 528 L 3 303 dad (e iy Jadl s3] ddayiiil) 5,08 ASUI 4 ) juia ol sl

)4l elalsly
cilatiall ¢ sSuluadl dn sl Aadaill QUSY Uy LUSY Uy ¢ &y gall cilabiaall daslia ¢ Akl 5 jladiall «Jud)
sl

rrn



Résumé

Le présent travail consiste en une recherche des molécules actives issues de produits
naturels pouvant constituer de potentiels inhibiteurs des enzymes B-lactamases (BlaC)
responsables de 1’antibiorésistance bactérienne chez Mycobacterium tuberculosis, responsable
de la tuberculose, via une approche de modélisation biologique.

Les résultats obtenus ont pu mettre en évidence la faisabilité de la recherche et d’emploi
des molécules actives d’origine naturelle pour contrebalancer 1’antibiorésistance bactérienne. Il
s’est avéré que la ceftazidime est 1’antibiotique béta-lactamine qui présente une affinité de
liaison maximale a la béta-lactamase (BlaC) par rapport aux autres neuf antibiotiques reconnus.
Cependant, parmi les dix biomolécules naturelles testées qui pourraient exercer une potentielle
inhibition de I’enzyme BlaC, la diosgénine a présenté une meilleure affinité avec le site actif de
BlaC par rapport a I’antibiotique de référence la ceftazidime. De plus, la carpaine, la catéchine
et laberbérine ont présenté également une potentielle inhibition de cette enzyme mais a moindre
degré.

Les molécules bioactives identifiées dans la présente étude ont montré des résultats in silico
tres intéressants comme de potentiels inhibiteurs de la BlaC et par conséquent de
I’antibiorésistance. Il est donc envisagé que les inhibiteurs identifiés serviront de meilleur point
de départ pour les études expérimentales visant la conception et la découverte des inhibiteurs
de BlaC. De plus, des expériences in vitro et in vivo sont nécessaires afin de confirmer le

potentiel inhibiteur de ces molécules afin de les promouvoir comme agents antibactériens.

Mots clés
Tuberculose, Mycobacterium tuberculosis, antibiorésistance, p-lactamase, B-lactamines,

modélisation biologique, in silico, produits naturels.



Abstract

The present work consists of a search for active molecules derived from natural products
that can constitute potential inhibitors of B-lactamase (BlaC) enzymes responsible for bacterial
antibiotic resistance in Mycobacterium tuberculosis, responsible for tuberculosis, via a
biological modeling approach.

The obtained results were able to highlight the feasibility of research and use of active
molecules of natural origin to counteract bacterial antibiotic resistance. Ceftazidime has been
shown to be the beta-lactam antibiotic with the highest binding affinity for beta-lactamase
(BlaC) compared to the other nine recognized antibiotics. However, among the ten tested
natural biomolecules that could exert a potential inhibition of the enzyme BlaC, diosgenin
exhibited a better affinity for the active site of BlaC compared to the reference antibiotic
ceftazidime. In addition, carpain, catechin and berberine showed also potential inhibition of this
enzyme, but to a lesser degree.

The bioactive molecules identified in the present study have shown very interesting in silico
results as potential inhibitors of BlaC and therefore antibiotic resistance. It is therefore expected
that the identified inhibitors will serve as a better starting point for experimental studies aimed
at the design and discovery of BlaC inhibitors. In addition, in vitro and in vivo experiments are
necessary to confirm the inhibitory potential of these molecules in order to promote them as

antibacterial agents.

Keywords
Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, antibiotic resistance, P-lactamase, B-lactams,

biological modeling, in silico, natural products.
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1. Vue d’ensemble

Le lait est un biofluide constitué de 70 % d'eau et 13 % de solides. Il contient presque tous
les composants d'importance nutritionnelle pour I'hnomme (Pajewska-Szmyt et al., 2019). Le lait
a mis des années a obtenir sa formule actuelle et pour cette raison, la trés variable composition
chimique du lait et des produits laitiers, qui comprennent des centaines a des milliers de
substances bioactives, continue d'étre un sujet d'étude actif (Miguel et Alonso-Amelot, 2018). Le
lait est particulierement précieux pour ses protéines de haute qualité et son calcium facilement
assimilable en plus de son contenu en vitamines (A, D, C, thiamine (B1), riboflavine (B2),
vitamine B6 et B12) et en minéraux (calcium, phosphore, fer, magnésium, zinc). Il contient
également divers composés bioactifs tels que les anticorps, les oligosaccharides et les
nucléotides.

Selon la législation de I'Union européenne (UE), le « lait cru » est identifié comme étant le
lait produit par la sécrétion de la glande mammaire d'animaux d'élevage qui n'a pas été chauffé a
plus de 40 °C ou soumis a un traitement ayant un effet équivalent. 1l peut étre transformé en un
certain nombre de produits laitiers par exemple ; du yaourt, du fromage, de la créme et du beurre.
Il a été établi que la consommation quotidienne de lait et de produits laitiers est associée a une
diminution du risque d'ostéoporose, d'hypertension, de cancer du colon, d'obésité, du syndrome
de résistance a I'insuline, du syndrome métabolique et des maladies cardiovasculaires (MCV) (de
Verse et al., 2010 ; Arturo et al., 2017), y compris l'amélioration de digestion du lactose en
méme temps que les micro-organismes probiotiques qui peuvent prévenir ou retarder I'apparition
de certains cancers en particulier le cancer du célon (Tavan et al., 2000).

Les effets bénéfiques des composés bioactifs du lait comprennent le développement
fonctionnel, physique et intellectuel de tout 1I’organisme, en considérant aussi que le lait peut agir
comme agent de transfection en activant les voies de signalisation vitales basées sur les
cytokines pour la fonction et la croissance des cellules du tractus gastro-intestinal des enfants.

La chimie du lait change selon la période de lactation, 1’dge et les caractéristiques
individuelles de la mere, la saison de traite, la quantité et la qualité de la nourriture, le score de
sante, I’altération des motifs microbiologiques du rumen par des antibiotiques et d'autres
composants de l'alimentation animale, la race de bétail, le statut génétique individuel et la
consommation de I'eau. En outre des centaines de produits non animaux créés par des bactéries,
des protozoaires et des champignons interviennent pour enrichir la composition du lait et des
produits laitiers et ameéliorer ou gacher le produit, et en tant que liquide sécreté, le lait transporte
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un nombre important de substances organiques d’origine environnementale ou modifiées par
I'hnomme ou de métabolites absorbés par les animaux en lactation (Miguel et Alonso-Amelot,
2018).

Par ailleurs, l'intégrité génétique de la population humaine est compromise par I'exposition a
des agents génotoxiques. Plusieurs facteurs tels que le mode de vie et les traitements médicaux
pourraient influencer ou induire des dommages au matériel génétique, de méme par le biais de
produits chimiques nocifs présents dans I'air, le sol, les aliments et I'eau (Belinda et al., 2016).

Il existe trois sources fondamentales de composés xénobiotiques dans le lait et les produits
laitiers ; (1) le métabolisme microbien des bactéries laitieres typiques et des agents pathogenes
affectant la glande mammaire et/ou insérée dans la chaine alimentaire ; (2) chez les ruminants,
des composés organiques formés de novo par une croissance altérée du biome ruminal
conduisant a des pathologies digestives ; (3) les composés organiques étrangers retrouvés dans
I’environnement consommés par la mére allaitante qui sont transférés au lait. A leur tour, ces
derniers comprennent les composés anthropiques tels que les antibiotiques et les médicaments,
les additifs alimentaires, les compléments alimentaires et les polluants industriels ou les
composés organiques éetrangers diététiques essentiellement des produits et composés naturels
végétaux. En effet, les herbivores sont aussi exposés a un grand nombre de composés organiques
étrangers engendrés naturellement dans les plantes fourragéres et leurs champignons parasites ou
endophytes. Un microcosme d'agents pathogénes se développe dans le lait cru de ces especes
animales bien avant que le lait quitte la mamelle. La sécrétion de protéolytiques, de lipolytiques
et des enzymes lécithinases par plusieurs de ces espéces explique leur implication dans les
aliments et l'altération des produits laitiers en plus de leur potentiel effet toxicogéne.

Le microbiome du lait est la principale cause d'altération et de toxicogenése des produits
laitiers, son succes est facilité par I'adaptation bactérienne a des nutriments dans ce fluide et la
capacité de plusieurs bactéries a créer des biofilms dans les tuyaux, les joints, les vannes, les
réservoirs en acier inoxydable, les crevasses et autres pieces d'équipement de traitement du lait.
Par conséquent, la contamination microbienne du lait et des produits laitiers et leur contribution a
la chimie du lait semble presque impossible a contrdler a 100 % (Miguel et Alonso-Amelot,
2018).

Les différents types de contaminants chimiques qui peuvent étre trouvés dans le lait sont les
résidus de pesticides, les organismes polluants persistants, les métaux lourds, les radionucléides,
les médicaments vétérinaires, les antibiotiques, les aflatoxines, les mycotoxines, les nitrites, les
nitrates, les détergents et les désinfectants (Nag, 2010). Ceux-ci sont utilisés a grande échelle sur

les animaux ou leur environnement et sont évacués via le lait (Green et al., 1980). La
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pasteurisation n'affecte pas la présence de la plupart de ces produits chimiques (Hartle et al.,
2018).

Diverses activités industrielles entrainent une pollution de I'environnement par les métaux
lourds toxiques comme l'arsenic (As), le plomb (Pb), le chrome (Cr), le cadmium (Cd) et le
cuivre (Cu) qui sont classés comme cancérigenes pour I'homme et qui entrent dans la chaine
alimentaire des vaches laitieres par I'eau et l'alimentation notamment les plantes provenant de
terres irriguées avec de l'eau contaminée, elles permettent aux métaux lourds de passer dans
I'atmosphere, la terre, I'eau et ensuite dans l'alimentation animale. Ces métaux lourds sont
transférés dans le lait puis ils contaminent les produits alimentaires dérivés de ces animaux pour
atteindre enfin la chaine alimentaire et I’accumulation dans le corps humain par la voie plante-
animal-humain ou eau-animal-humain.

Un grand nombre de médicaments et certains polluants industriels ont été soumis a un
examen systématique du rapport lait/plasma(L/P) depuis les années 1980. Plusieurs d'entre eux
apparaissent plus concentrés dans le lait que dans le sang de la mére (L/P >1). Les antibiotiques,
en particulier, présentent un intérét en raison de leur éventuelle disposition dans le lait qui affecte
le microbiote intestinal des receveurs et renforce la résistance microbienne (Miguel et Alonso-
Amelot, 2018).

La présence de résidus d'antibiotiques dans le lait est un probléme de longue date dans
I'industrie laitiére. Les d'antibiotiques proviennent des bovins en lactation infectés par des
mammites bactériennes ou sont ajoutés au lait cru pour empécher la croissance bactérienne
(Wang et al., 2013). Malheureusement, la plupart des traitements thermiques utilisés dans la
transformation du lait ne garantissent pas leur inactivation particulierement les dérivés
lactamines (pénicillines et céphalosporines) qui sont fréquemment utilisés en médecine
vétérinaire (Zorraquino et al., 2008).

La présence de ces antibiotiques ainsi que leurs métabolites et/ou produits issus de
traitements ultérieurs auxquels le lait est soumis peut-étre responsable d'une résistance
bactérienne (Junaza et al., 2014). Au cours des derniéres années, l'incidence de la résistance a
plusieurs médicaments chez les bactéries a Gram-positives, Gram-négatives et d'autres bactéries
comme Mycobacterium tuberculosis, a été signalée dans le monde entier (Konaté et al., 2012).

Les animaux d'élevage sont desormais considérés comme un réservoir de génes resistants
aux antibiotiques qui pourraient se propager a la flore humaine commensale via les aliments
d'origine animale, par exemple la contamination du lait cru par la microflore environnementale
peut se produire lors de la collecte du lait et peut étre une source d'infection pour les humains qui
consomment du lait et des produits laitiers. Le lait pasteurisé conduit par definition a des

produits exempts de bactéries végetatives pathogenes, mais certains groupes bactériens
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pourraient survivre au processus de pasteurisation et dans ce contexte la présence de bactéries
résistantes aux antibiotiques responsables de maladies infectieuses dans le lait pasteurisé a été
détectée (Perrin-Guyomard et al., 2004).

La tuberculose (TB) est une maladie ancienne qui a de graves implications pour la santé
publique aujourd'hui) (Ferguson et Rhoads, 2009). Elle est causée par Mycobacterium
tuberculosis et reste un probléme de santé majeur dans le monde (Gonzalez et al., 2018). Elle est
aeroportée et affecte généralement les poumons entrainant une toux sévere, de la fiévre et des
douleurs thoraciques (Fogel, 2019). La tuberculose multirésistante (MDRTB) est associée a un
taux de mortalité éleve (50-80 %) s'étendant sur une période relativement courte (4-16 semaines)
entre le diagnostic et le déces (Hemaiswarya et al., 2008), ce qui la rend la maladie infectieuse la
plus mortelle (Miotto et al., 2018).

Cette maladie cause plus d'un million de morts humaines et 50 milliards de dollars de
dommages économiques chaque année. Elle constitue une menace permanente pour la santé
publique en raison de I'émergence de souches extrémement résistantes aux médicaments,
notamment Mycobacterium tuberculosis. Cette derniere posséde deux mécanismes majeurs de
résistance intrinséque : une béta-lactamase hautement active et une membrane externe peu
perméable (Wivagg et al., 2014). La paroi cellulaire mycobactérienne est beaucoup plus
complexe que celle des autres bactéries et se compose de plusieurs couches (Figure 1). La
capacité de traverser les couches complexes de la paroi cellulaire de M. tuberculosis est I'une des
principales conditions préalables pour que les agents soient efficaces contre ce pathogéne (Kurz
et Bonomo, 2012). Il a été démontré expérimentalement que, bien que la pénétration des
antibiotiques béta-lactamines dans une cellule de Mycobacterium soit lente (Sagar et al., 2017),
le mécanisme important de la résistance aux béta-lactamines est la production de béta-lactamase
(Yang et al., 2009).
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Figure 1. La paroi cellulaire mycobactérienne.

La résistance aux antimicrobiens est définie comme la résistance des micro-organismes a un
agent antimicrobien auquel ils étaient initialement sensibles. 1l existe de nombreux mécanismes
de résistance chez les bactéries. Parmi ceux-ci, cing sont les plus fréquemment observés, il s'agit
de l'inhibition enzymatique, des modifications de la protéine de liaison a la pénicilline, des
mutations de la porine, des pompes d'efflux et des changements de cible et le mécanisme de
résistance le plus courant est l'inhibition enzymatique (de Sousa et al., 2016). La résistance de M.
tuberculosis aux médicaments est médiée par des mutations et des réarrangements dans son
unique chromosome circulaire (Koch et Mizrahi, 2018) et une observation intéressante qui se
dégage d'une étude a montré qu'il existe plus de 100 locus génétiques qui semblent étre associés
a la résistance aux médicaments, cela a conduit a suggérer que la résistance aux médicaments
pourrait étre plus complexe qu'on ne le pensait auparavant (Zhang et Yew, 2018).

Les antibiotiques sont des composes qui ciblent les bactéries et sont donc destinés a traiter et
a prévenir les infections bactériennes. lls sont classiqguement regroupés en 2 grandes catégories
en fonction de leur effet in vitro sur les bactéries; bactéricides et bactériostatiques. Les
bactéricides a leur tour comprennent plusieurs classes : les aminoglycosides, les béta-lactamines,
les fluoroquinolones, les glycopeptides, les lipopeptides cycliques et les nitroimidazoles
(Calhoun et al., 2020). Chaque nouvelle classe de béta-lactamine a été développée soit pour
augmenter le spectre d'activité afin d'inclure des espéces bactériennes supplémentaires, soit pour
s'attaquer aux mecanismes de résistance spécifiques qui sont apparus dans la population
bactérienne ciblée (Silver et Bush, 2016).

Les béta-lactamines constituent le groupe d'antibiotiques le plus important et toujours le plus
efficace (Tehrani et Martin, 2018). Cette classe d'antibiotiques a montré une bonne activité
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bactériostatique contre les infections bactériennes a Gram négatif et a Gram positif, tandis que
M. tuberculosis est naturellement résistante a la plupart de ces antibiotiques in vitro. Il a été alors
démontré que l'association de PB-lactamines et d'inhibiteurs de B-lactamase a une puissante
activité contre les isolats de tuberculose multirésistante (MDRTB) in vitro et in vivo. Les
inhibiteurs de la B-lactamase actuellement approuvés pour un usage clinique sont: l'acide
clavulanique, le sulbactam, le tazobactam et I'avibactam (Zhang et al., 2015).

Les béta-lactamases constituent un groupe d'enzymes de plus en plus diversifié avec pres de
2800 variantes uniques caractérisees a ce jour. La classification moléculaire d’Ambler utilise
I'nomologie des séquences d'acides aminés pour classer les béta-lactamases (Crass et Pai, 2019).
Quatre classes (A, B, C et D) peuvent étre classées en deux groupes principaux, Les [-
lactamases de classe B sont des métalloenzymes de zinc, tandis que les B-lactamases de classe A,
C et D sont des sérine B-lactamases. BlaC est une B-lactamase de classe A (Moural et al., 2019) a
large spectre, capable de convertir une large gamme d’antibiotiques béta-lactamines (Elings et
al., 2019). Cette enzyme est la cause de la résistance intrinseque aux antibiotiques chez M.
tuberculosis (Tremblay et al., 2019).

Les antibactériens d'origine végétale sont toujours une source de nouvelles thérapies. Un
rapide coup d'ceil sur la fagon dont la nature en particulier les plantes s'attaque au probléme de
I'infection permettra de mieux comprendre la méthodologie qui doit étre adoptée pour la
conception et le développement de nouveaux agents anti-infectieux hautement efficaces en
général et d'antimycobactériens en particulier. La rareté des maladies infectieuses chez les
plantes sauvages est en soi une indication du succes des mécanismes de défense qu'elles ont
développés. Les plantes sont connues pour produire une énorme variété de petites molécules
antibiotiques généralement classées comme « phytoalexines». Leur espace structurel est
diversifié et comporte des terpénoides, des glycostéroides, des flavonoides et des polyphénols.
Tandis que le mode d'action de la combinaison des antibiotiques et des extraits de plantes differe
sensiblement de celui des mémes médicaments agissant individuellement ; plusieurs extraits de
plantes ont présenté une activité synergique contre les micro-organismes standard (Hemaiswarya
et al., 2008) ainsi que contre les bactéries résistantes aux médicaments (Yang et al., 2009).

Les produits naturels et leurs dérivés ont toujours été inestimables en tant que sources
d'agents thérapeutiques. En outre, les structures de produits naturels ont une diversité chimique
élevée, une spécificité biochimique et d'autres propriétés moléculaires qui les rendent plus
favorables en tant que composés principaux pour la découverte de médicaments (Kwofie et al.,
2020).

La mise en place de nouvelles drogues pour contrecarrer I’émergence des diverses maladies

nécessite une étape d’essais cliniques in vivo et in vitro, généralement appliquée sur des modeles

-6 -



Etat de I’art

animaux. Il a été admis que 1’expérimentation animale devait étre réduite, affinee ou remplacée,
ce qui a conduit & un recours accru a des approches alternatives. On met en évidence notamment
les méthodes in silico de la biologie computationnelle qui peuvent étre en mesure d'offrir des
résultats prédictifs pour aider a combler les lacunes de données dans les évaluations de la
sécurité des substances chimiques. Les résultats de la modélisation prédictive in silico sont
produits a partir d'une série de logiciels de toxicologie computationnelle (Arturo et al., 2017).

Actuellement, plusieurs techniques de modélisation sont disponibles pour faciliter les taches
de découverte de médicaments, la plupart d'entre elles étant classées en approches basées sur la
structure et sur les ligands. Les méthodes basées sur la structure s'appuient sur les informations
tirées de la connaissance de la structure 3D d'une cible d'intérét et ils permettent de classer les
bases de données de molécules en fonction de la complémentarité structurelle et électronique des
ligands par rapport a une cible donnée. Dans ce contexte, le docking moléculaire est I'une des
méthodes in silico basées sur les structures les plus populaires et les plus réussies qui aident a
prédire les interactions entre les molécules et les cibles biologiques ; ce processus est
généralement accompli en prédisant d'abord [I'orientation moléculaire d'un ligand dans un
récepteur, puis en estimant leur complémentarité par l'utilisation d'une fonction de notation
(Pinzi et Rastelli, 2019).

C’est une méthode in silico rapide et efficace pour I'analyse de la liaison entre un modéle de
récepteur de protéine et un ligand et qui permet d’améliorer considérablement 1'expérimentation
complémentaire en fournissant un apercu des interactions moléculaires importantes au sein du
systeme d'intérét pour ainsi guider la conception de nouveaux ligands candidats basés sur les
motifs de liaison et I'énergie observés (King et al., 2015).

Le docking moléculaire explore le comportement des petites molécules dans le site de liaison
d'une protéine cible, lorsque les structures protéiques sont déterminées expérimentalement par
cristallographie aux rayons X ou spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN), les
programmes de docking effectuent un algorithme de recherche dans lequel la conformation du
ligand est évaluée de maniére récursive jusqu'a ce que la convergence vers I'énergie minimale
soit atteinte (Pagadala et al., 2017). L'objectif du docking protéine-ligand est de prédire le(s)
mode(s) de liaison prédominant(s) d'un ligand avec une protéine de structure tridimensionnelle
connue (Morris et Lim-Wilby, 2008).

Divers programmes de simulation de docking moléculaire sont disponibles tels que
GRAMM, Hex, ZDOCK, HADDOCK, PatchDock, NPDock, AutoDockTools, AutoDock et en
particulier AutoDock Vina qui est un outil d'arrimage moléculaire open-source, qui se compose
de potentiels basés sur la connaissance et de fonctions de pointage empirique ; il a été établi

comme une meilleure version d'AutoDock, avec une vitesse d'amarrage, une préecision et des

-7-



Etat de I’art

performances améliorées en 2010. Ce programme calcule les cartes quadrillées et les clusters
pour produire des résultats rapidement et automatiquement. En termes de puissance, AutoDock

Vina est parmi les meilleures de toutes les méthodes de docking (Navien et al., 2020).

2. Objectif

Le présent travail a pour objectif de tester le potentiel inhibiteur des substances bioactives
dérivées de produits naturels contre I’enzyme BlaC (béta-lactamase) qui est a 1’origine de
I’antibiorésistance chez Mycobacterium tuberculosis, agent responsable de la tuberculose, a

travers une approche de modélisation biologique via I’¢tude in silico.
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Les antibiotiques sont largement présents dans I’environnement ce qui peut mener
malheureusement au développement des géenes de résistance aux antibiotiques parmi les
microorganismes. lls présentent des risques sanitaires graves, d'autant plus qu'ils peuvent se
concentrer dans les chaines alimentaires, et le lait n'est pas une exception.

Ce travail vise a résoudre I’un des problémes liés aux pathologies associées a la consommation
du lait telle que la tuberculose via une approche d'amarrage moléculaire. Le but est de chercher
des biomolécules issues de produits naturels capables d’inhiber I'enzyme B-lactamase (BlaC),
I'agent responsable de I'antibiorésistance chez les Mycobacterium tuberculosis, afin de permettre
I'action des antibiotiques contre la tuberculose ou bien développer de nouveaux médicaments a

base de métabolites secondaires.

1. Approche in silico pour la recherche des inhibiteurs des enzymes p-lactamases (BlaC)

Les médicaments vétérinaires (antibiotiques et anti-inflammatoires) sont largement utilisés
dans la prévention des maladies et pour assurer le bien-étre des troupeaux. Particuliérement, les -
lactames sont parmi les antibiotiques les plus couramment utilisés chez les bovins laitiers.
L'ingestion de quantités excessives de ces substances est préoccupante, car elles peuvent avoir des
conséquences graves, telles que des réactions allergiques et toxiques, ainsi qu'une augmentation
de la résistance bactérienne. En outre, ces résidus peuvent étre détectés dans le lait de ces bovins,
et lorsqu’ils sont au-dessus des limites maximales établies, c'est inquiétant car ils peuvent avoir
des conséquences sur la santé humaine (Teixeira et al., 2020).

Cette partie du travail comprend I’incorporation de la biologie computationnelle a notre étude
tout en proposant une approche de modélisation, qui peux ménager avec une certaine précision les
travaux in vitro et in vivo, pour la recherche des inhibiteurs des enzymes responsables a
I’antibiorésistance notamment les [B-lactamases chez les Mycobacterium tuberculosis agent
responsable de la tuberculose.

L'amarrage ou le docking moléculaire est une procédure de calcul qui tente de prédire
efficacement la liaison non covalente de macromolécules ou, plus fréqguemment, d'une
macromolécule (récepteur ou enzyme) et d'une petite molécule (ligand).

L'objectif est de prédire les conformations liées et I'affinité de liaison (Trott et Olson, 2009).

Ce processus comporte deux grandes étapes, la premiére est un algorithme de recherche et la
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seconde est une fonction de scoring (classement). L'algorithme de recherche peut différencier les
changements de conformation du ligand. Les fonctions de scoring classifient généralement les
différentes formes extraites par I'algorithme de recherche. Une fonction de score efficace peut
facilement mettre en évidence la structure obtenue expérimentalement a partir d'autres structures

prédites récupérées par l'algorithme de recherche (Banaganapalli et al., 2019).

2. Matériel
2.1. Microordinateur

Un ordinateur portable doté d’un processeur Intel® Core™ i5-2430M CPU @ 2.40 GHz 2.40
GHz avec une memoire installée (RAM) de 6.00 Go et une carte graphique Intel® HD Graphics
3000 sous Windows 10, systéme d’exploitation 64 bits a été utilis¢ pour 1’exécution du

programme.

2.2. Software
a. AutoDock Vina

AutoDock Vina est un nouveau programme pour 1’arrimage moléculaire et le criblage virtuel
qui succéde a AutoDock. Le programme utilise une méthode d'optimisation de gradient
sophistiquée dans sa procédure d'optimisation locale (Trott et Olson, 2009). AutoDockTools
(ADT) est un programme d'ancrage ligand-récepteur basé sur une grille pour comprendre le
mécanisme de liaison du ligand-récepteur. ADT joue un réle préliminaire en tant que frontal

graphique pour la configuration et I'exécution d'AutoDock Vina (Navien et al., 2020)

Activities [ Toplevel ~ Sat 11:59 PM
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|
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Figure 2. Fenétre de visualisation AutoDock Tools.
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b. Discovery Studio Visualizer

Discovery Studio Visualizer (v20. 1.0. 19295) est une suite logicielle compléte pour I'analyse
et la modélisation des structures moléculaires, des séquences et d'autres données pertinentes. Ce
produit peut étre utilisé pour ouvrir les données générées par d'autres logiciels et il comprend des
fonctionnalités de visualisation et d'édition des données ainsi que des outils permettant d'effectuer
des analyses de données de base, une gamme d’options de visualisation 3D (afficher/cacher les
atomes, les résidus, les molécules d’eau, les ligands etc.), une capacité de mesurer et afficher les
distances et les angles de torsion et de montrer les liaisons hydrogene. L'application fonctionne
sous Windows et Linux et constitue un environnement de bureau entierement intégré qui donne

acces aux fonctions standard du systeme d'exploitation (BIOVIA, 2020).

File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart Scripts Tools Window Help

[Hocromolecule | Smultion [P PR PR pharmacophores | Small Mokeces | X-ay |y Toos Y
G " BR2E S XX [%5) Display Style... ~ Non-bond Interactions... v

Tools €3 7 | [Eloswekome [ | [lprorcs @ | T
View Interactions
Define the receptor and igand.

Define Ligand: <undefined>
Step through ligands.

Define Selected Molecule or Group as
F ¢+ ¥ ¥ ligand

Display receptor-iigand interg Defines a selected molecule or a ligand group as

Ligand Interactions the foand

@ Click here for help

Display receptor surfaces.
Aromatic H-Bond Charge
Hydrophobic Tonizability SAS »

Change the visibiity of the receptor and
ligand.

Receptor Ligand

Intera s | Pocket Atoms

Show receptor-igand interactions on a 2D
iagram.

Show 2D Diagram
Define and Edit Binding Site

Figure 3. Fenétre de visualisation Discovery Studio Visualizer.

c. UCSF Chimera

UCSF Chimera est un programme de visualisation et d'analyse interactive des structures
moléculaires et des données associées, y compris les plans de densité, les trajectoires et les
alignements de séquences. Des images et des animations de haute qualité peuvent étre générées.
Le développement de Chimera a été soutenu par les National Institutes of Health (Pettersen et al.,
2004).
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| File Select Actions Presets Tools Favorites Help

Figure 3. Interface graphique de Chimera.

2.3. Banques de données
a. Banque de données proteiques (PDB)

La Protein Data Bank (PDB) (http://www.rcsb.org/pdb/) est le référentiel mondial unique de

structures 3D déterminées expérimentalement de macromolécules biologiques et de leurs
complexes (Burley et al., 2017). La fonction principale de cette base de données est d'organiser les
données structurelles 3-D de grandes molécules biologiques, y compris les protéines et les acides
nucléiques de tous les organismes, y compris les bactéries, les levures, les plantes, les mouches,
les autres animaux et les humains. Les structures tridimensionnelles des données de
macromolécules biologiques disponibles avec PDB sont déterminées par des méthodes
expérimentales telles que la cristallographie aux rayons X, la spectroscopie par résonance

magnétique nucléaire et la microscopie électronique (Parasuraman, 2012).

-12 -


http://www.rcsb.org/pdb/

Matériel et méthodes
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Figure 5. Interface du site web PDB.

b. PubChem

Pubchem est une ressource publique d'information sur les produits chimiques, développée et
maintenue par le National Center for Biotechnology Information (NCBI). Il recueille les
descriptions des substances chimiques et leurs activités biologiques a partir de plus de 500 sources
de données et les diffuse gratuitement au public.Elle est disponible sur [I'url

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ (Kim et al., 2018).

National Libr.
National Cent: ¢

Pub © hem About Blog Submit Contact PubChemRDF 1.7B has been released »

Explore Chemistry

Quiickly find chemical information from authoritative sources

Browse COVID-19 data available in PubChem X

Try aspirin EGFR CaH&04 57-27-2 C1=CC=C(C=C1)C=0 InChl=15/C3H60/c1-3(2)4/h1-2H3

D Use Entrez

Figure 6. Interface du site web PubChem.
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3. Méthodes
3.1. Choix du récepteur

L'émergence rapide de bactéries résistantes se produit dans le monde entier, mettant en danger
I'efficacité des antibiotiques, qui ont transforme la médecine et sauvé des millions de vies. La crise
de résistance aux antibiotiques a été attribuée a la surutilisation et a la mauvaise utilisation de ces
médicaments (Ventola, 2015).

A T'heure actuelle, I'émergence de la tuberculose multirésistante (MDR-TB) et de la
tuberculose ultrarésistante (XDR-TB) a attiré I'attention pour parvenir a une prévention efficace,
une guérison durable et un traitement des problémes distendus de la tuberculose (Khusro et al.,
2017).

Les antibiotiques B-lactames sont extrémement efficaces pour perturber la synthese de la paroi
cellulaire bactérienne chez les bactéries a Gram positif et a Gram négatif. Cependant, ils sont
inefficaces contre Mycobacterium tuberculosis, en raison de la production d'une enzyme -
lactamase codée sur le chromosome de M. tuberculosis qui dégrade ces antibiotiques. En effet, des
études récentes ont démontré que la suppression du géne blaC, le seul géne codant pour une [3-
lactamase chez M. tuberculosis, ou l'inhibition de I'enzyme codée entrainait une sensibilité
significativement accrue aux antibiotiques p-lactames (Wang et al., 2006).

La structure de I'enzyme BlaC beta lactamase dans cette étude est téléchargée de la base de
données PDB.

3.2. Choix des antibiotiques et des composés naturels inhibiteurs

Ces derniéres années, l'attention s'est portée de plus en plus sur les antimicrobiens d'origine
végétale comme alternative aux antibiotiques, pour leur efficacité. En outre, il a été constaté que
certains produits naturels pouvaient renforcer I'activité d'antibiotiques courants présentant un effet
synergique. Outre leur efficacité, un avantage important serait que les bactéries seraient moins
prédisposées a développer une résistance, car les composés naturels pourraient s'attaquer
simultanément a plusieurs cibles bactériennes (Martelli et Giacomini, 2018).

Dans le sillage de ce grave probléme de résistance aux antibiotiques, il devient impératif de
trouver des inhibiteurs qui peuvent rendre les antibiotiques actuels fonctionnels et utiles. Dans la
présente étude, nous avons selectionne une série de différents composés naturels pour trouver des
inhibiteurs potentiels appropriés de la NDM-1.

Un ensemble de 10 antibiotiques béta-lactamines comprenant différentes sous-familles

comme I’amoxicilline, les pénicillines, les céftazidimes, les impénemes.
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Tableau 2. Représentation des structures 2D et les formules des antibiotiques testés.

Antibiotique Structure deux dimensionnelle Fo,rmulfa
moléculaire
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Tableau 3. Représentation des structures 2D et les formules des produits naturels testes.

Acide férulique

Produit naturel Structure deux dimensionnelle Fofmulg
moléculaire
0 S E
H _# [} |
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Acide rosmarinique

C18H1608

Artémisinine

C15H2205

Berbérine

C20H18NO4 +

Carpaine

C28H50N204

Catéchine

C15H1406

Curcumine

C21H2006
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Diosgénine O\i\‘ __ \,,J.\' | C27H4203
|‘I.. ..‘.‘.‘Ko/ H
A
H .
| /
Harmaline o7 N\ / ) C13H14N20
’ \ . /
Menthol ) C10H200

3.3. Protocole du docking moléculaire
a. Préparation du récepteur et des ligands

Le monomeére de la protéine a été préparé pour I’amarrage moléculaire en dissociant les deux
structures de I’enzyme (chaine A et B) et les molécules d’eau (les molécules H2O peuvent assurer
une liaison avec le ligand et ainsi créer des liaisons hydrogenes). Les différentes coordonnées du
site de fixation du ligand (antibiotique) avec le récepteur (enzyme) a savoir les valeurs X, y et z en
3D (grid box) sont d’abord determinées pour procéder a la libération du site de fixation et la
réalisation du docking (les ligands qui occupent le site de fixation doivent étre éliminés pour
effectuer le docking). Ensuite, la charge totale du monomeére protéique est calculée aprés 1’addition
des molécules hydrogénes a ce monomere via le logiciel Chimera.

Le docking est effectué par la suite avec le programme AutoDock Tools. Les coordonnées du
centre de la Grid Box ont été fixées a 2.55 A, 48.67 A, 107.03 A pour les axes x, y et z
respectivement avec un espacement de 0.375 A. Une fois le monomére est préparé, les ligands

sélectionnés sont testés pour leur compatibilité successivement.
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b. Exécution de AutoDock Vina

Afin de permettre a AutoDock Vina de fonctionner et exécuter ses fonctions de score, un
document texte de configuration comportant les entrées est préparé avant 1’exécution en mode
invite de commande.

La procédure du docking par AutoDock Vina s’exécute généralement entre 2 a 10 minutes.
Les résultats du docking sont présentés sous formes de plusieurs fichiers pouvant étre visualisés
sur AutoDock Tools ou Discovery Studio Visualiser.

e Les fichiers contenant les informations sur I’enzyme et le ligand initialisés (protéine.pdbqt

et ligand.pdbqt).

e Le fichier contenant des informations sur les scores des différentes poses ou tentatives
d’arrimage réalisées entre le récepteur et le ligand (log.txt). Les poses sont classées par
ordre énergétique de liaison. La conformation ayant 1’énergie la plus réduite est placée en
premier.

e Le fichier contenant le ligand docké a la protéine avec toutes les conformations réalisees
(complexe.pdbqt).

e Les fichiers contenant le ligand docké a la protéine qui sont affichés séparément

(complexel_ligandl.pdbgt, complexel ligand2.pdbqt etc.).

c. Validation du docking moléculaire

Afin de proposer de nouveaux inhibiteurs de la cible enzymatique étudiée, il est indispensable,
dans un premier temps, de tester la fiabilité du programme de docking utilisé dans cette étude via
deux tests.

Le premier consiste a calculer les écarts quadratiques moyens ou RMSD (Root Mean Square
Deviation) entre la position du ligand simulée par le logiciel et celle déterminée
expérimentalement. La capacité d’un programme a réussir ce travail est habituellement jugée au
moyen de la déviation quadratiqgue moyenne (RMSD) entre la position du ligand du complexe
cristallographique et celles des ligands amarrés par le programme de docking. Un seuil maximal
de 2 A est souvent utilisé pour discriminer une bonne d’une mauvaise position.

Quant au deuxieme test, il consiste en I’analyse visuelle pour confirmer les résultats du test
RMSD. Elle permet de montrer si la pose simulée d’un ligand se superpose avec celle de référence.
Ce test conforte davantage la conclusion tirée suite au test de fiabilité par RMSD et confirme la

performance du modele.
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1. Validation du protocole de docking moléculaire
a. Test RMSD

Avant d’entamer 1’étude de la potentielle inhibition des B-lactamases par les molécules
bioactives, le protocole d’arrimage a été validé en conduisant un redocking des ligands
cocristallisés avec la protéine BlaC et en comparant la valeur RMSD (Root-Mean-Square
Deviation) entre les ligands du complexe cristallographique avec ceux qui sont amarrés par le
programme du docking et le modele a pu simuler avec précision les interactions, avec des valeurs
de RMSD inférieures a 2 A (Tableau 4).

Tableau 4. Valeurs de RMSD des trois complexes NDM-1 étudiés.

Ligand cocristallisé RMSD (A)
Amoxicilline 15
Ampicilline 1.7
Mecillinam 1.7

Cette constatation valide donc le programme de docking moléculaire en reproduisant
pratiquement la méme orientation du ligand et la méme forme de liaison que celle trouvée dans la

structure déterminée expérimentalement.

b. Analyse visuelle
Une autre étape indispensable pour confirmer les résultats du RMSD est celle de 1’analyse

visuelle. Elle permet de déterminer la superposition du ligand simulé par le logiciel avec celui qui

v@ .,

Figure 7. Superposition de I'amoxicilline simulée par cristallographie aux rayons X (jaune) et par
docking avec AutoDock Vina (vert). RMSD 1.5 A. Image générée par Discovery Studio.

est cocristallisé.
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Figure 8. Superposition de I'ampicilline simulée par cristallographie aux rayons X (jaune) et par docking
avec AutoDock Vina (vert). RMSD 1.7 A. Image générée par Discovery Studio.

Figure 9. Superposition du mecillinam simulée par cristallographie aux rayons X (jaune) et par docking
avec AutoDock Vina (vert). RMSD 1.7 A. Image générée par Discovery Studio.

Le test RMSD et I’analyse visuelle ont démontré que le programme du docking a correctement
simulé les structures des ligands placées dans le site actif de la BlaC et des conformations

pratiqguement superposables a celles résolues par cristallographie aux rayons X.

2. Docking des différentes molécules sur le récepteur BlaC
2.1. Identification de ’antibiotique qui se lie avec précision avec BlaC (3NC8)

Une série de 10 antibiotiques B-lactames comprenant différentes sous-familles comme les
pénicillines, les ceftazidimes, les amoxicillines et des inhibiteurs cliniques standard ont été amarrés
au récepteur pour trouver le composant présentant I'énergie de liaison moyenne la plus faible.

La Ceftazidimes s'est mieux comporté que les divers antibiotiques et inhibiteur, puisque
I’énergie de liaison observée a été de -7.1 kcal/mol aprés I'amarrage (Tableau 5). C'est pourquoi
elle a été choisie comme principal filtre en termes d'énergie de liaison pour cribler tous les

composés naturels en vue de la sélection finale des ligands.
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Tableau 5. Energie moyenne de liaison des antibiotiques et de 1’inhibiteur avec la BlaC (3NC8)

utilisée dans I'étude de docking.

Antibiotique/inhibiteur ID PubChem Energie de liaison (kcal/mol)
Ceftazidime (antibiotique) 5481173 -7.1
Phénéticilline (antibiotique) 272833 -6.4
Amoxicilline (antibiotique) 33613 -6.0
MK-8712 (inhibiteur) 24763066 -6.0
Pénicilline g (antibiotique) 5904 -6.0
Ampicilline (antibiotique) 6249 -5.8
Imipénem (antibiotique) 104838 -5.6
Avibactam (inhibiteur) 9835049 -5.2
Tazobactam (inhibiteur) 123630 -5.1
Sulbactam (inhibiteur) 130313 -4.8

2.2. Nature des interactions du complexe ‘BlaC : ceftazidime’

Le programme Discovery Studio Visualiser a permis de définir les interactions qui ont eu lieu

entre le site catalytique de la B-lactamase et la ceftazidime.

Les figures 10, 11 et 12 montrent le mode de liaison et les interactions des résidus de la

protéine dans son site actif avec la ceftazidime.

Les résidus acide glutamique (GLU 289) et (GLU 292) ont été impliqués dans la formation de
liaisons hydrogéne alors que Leucine (LEU 294), arginine (ARG 291) et (ARG 236), lysine (LYS
235), proline (PRO 290), glycine (GLY 254), isoleucine (ILE 117), phosphate (PO 43) et thréonine
(THR 253) ont été responsables des forces de van Der Waals. Les liaisons formées étaient

comprises entre 1.33 et 3.39 A.
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Figure 10. Mode de liaison de BlaC avec la ceftazidime amarrée. Modéle en ruban

en boule et en baton : ceftazidime. Image générée par Discovery Studio Visualizer.

GLU
A2E9

Interactions

D van der Waals

- Conventional Hydrogen Bond

- Unfavorable Donor-Donor

: BlaC, modéle

Figure 11. Diagramme en 2D montrant les interactions entre les résidus de BlaC et la ceftazidime.

Les résidus en vert et en vert clair impliquent les liaisons hydrogénes et de van der Waals

respectivement. Le résidu en orange montre la liaison de soufre.
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Figure 12. Emplacement de la ceftazidime dans le site catalytique de la béta-lactamase. Image

générée par Discovery Studio Visualizer.

2.3. Amarrage des biomolécules actives a la BlaC

Un échantillon de 10 composés naturels a été soumis au docking moléculaire avec la BlaC

(BNCS8). Les résultats obtenus ont montré que la majorité des éléments testés ont manifestés une

énergie d’interaction proche ou supérieure a celle du ligand de référence (ceftazidime) (Tableau

6). Notamment, la Diosgénine a montré un score excellent (énergie de liaison) de -7.5 kcal/mol.

La fixation de ces biomolécules dans le site catalytique de la béta-lactamase n’a fait que

renforcer les hypothéses formulées dans le cadre de I’activité inhibitrice potentielle de ces derniers.

Tableau 6. Energie moyenne de liaison des différents produits naturels enregistrée avec la BlaC
par AutoDock Vina en opposition a la ceftazidime.

Molécule Affinité (kcal/mol)
Ceftazidime (antibiotique de référence) -7.1
Diosgeénine -7.5
Carpaine -6.7
Catéchine -6.7
Berbérine -6.6
Curcumine -6.4
Acide rosmarinique -6.1
Artémisinine -6.0
Harmaline -55
Acide férulique -4.9
Menthol -4.4
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2.4. Nature des interactions du complexe ‘BlaC : diosgénine’

En effet, le résidu arginine (ARG 291) a été impliqués dans la mise en place de pont
hydrogéne, proline (PRO 290) et alanine (ALA 293) dans la formation des liaisons
hydrophobiques et enfin, (GLU 292), (ARG 236), (THR 253), (ILE 117), (phosphate PO 41), (LYS
235), (TYR 55) dans les liaisons de van Der Waals. Les interactions formées ont été comprise dans
un périmeétre de 2.14 45.17 A.

Les figures 13, 14 et 15 montrent le mode de liaison et les interactions des résidus de la

protéine dans son site actif avec la diosgénine.

Figure 13. Mode de liaison de la BlaC avec la diosgénine. Modéle en ruban : BlaC, modele en

boule et en baton : diosgénine.

| p— | W—
- A \ / N / \,
/ 2 —A P
_— ] 7N\ / VAN /
TYR | F o . =
A:55
ALA PO
A:293 A43
LYS
A:235
Interactions
D van der Waals D Carbon Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bond D Alleyl

Figure 14. Diagramme en 2D montrant les interactions entre les résidus de BlaC et la diosgénine.
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Figure 15. Emplacement de la diosgénine dans le site catalytique de la béta-lactamase.

2.5. Nature des interactions du complexe ‘BlaC : carpaine’

Les résidus (ASP 255) et (Phosphate PO 41) sont impliqués dans la formation d’une liaison
carbon-hydrogéne. (PO 43), (ILE 117), (GLU 289), (THR 253), (PRO 290), (GLY 254), (TYR
286) et (ASP 287) ont mis des liaisons de van Der Waals. Ces interactions sont comprises dans un
périmétre compris entre 3.42 et 3.79 A.

Les figures 16, 17 et 18 montrent le mode de liaison et les interactions des résidus de la

protéine dans son site actif avec la carpaine.

Figure 16. Mode de liaison de la BlaC avec la carpaine. Modeéle en ruban : BlaC, modele en boule

et en baton : carpaine.
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TYR
A28E ASP
A28T

Interactions

[] van der waals [ carbon Hydrogen Bond

Figure 17. Diagramme en 2D montrant les interactions entre les résidus de BlaC et la carpaine.

Figure 18. Emplacement de la carpaine dans le site catalytique de la béta-lactamase.

2.6. Nature des interactions du complexe ‘BlaC : catéchine’

Les acides aminés (ASP 56), (ARG 75), (ARG 58) se sont impliqués dans la formation de
deux liaisons hydrogenes avec le ligand. Cependant, les forces de van Der Waals ont été établies
par (GLY 191), (PRO 190), (ARG 281), (GLY 283), (ALA 57) et (GLU 52) alors que les liaisons
hydrophobiques sont constituées de (ALA 282) et (ARG 58). Ces interactions ont été comprise
dans un périmétre de 2.53 et 5.18 A.

Les figures 19, 20 et 21 montrent le mode d’interaction de la catéchine dans le site catalytique
de la BlaC.
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Figure 19. Mode de liaison de la BlaC avec la catéchine. Modele en ruban : BlaC, modeéle en

boule et en baton : catéchine.

ARG ARG
A:TS A58
“, ASP 4 .3
N A:280 ~ d
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ALA C{ / AP T
Ai57 —{ e
H ! .
; % :
" “'
ALA
ASP GLY B
A:56 A:283 ;
ARG
A:281

- Pi-Sigma
|:| Pi-Alkyl

Interactions

I:I van der Waals

- Conventional Hydrogen Bond

Figure 20. Diagramme en 2D montrant les interactions entre les résidus de BlaC et la catéchine.
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Figure 21. Emplacement de la catéchine dans le site catalytique de la béta-lactamase.

2.7. Nature des interactions du complexe ‘BlaC : berbérine’

Un seul acide aminé (ARG 194) a été impliqué dans la formation d’une liaison hydrogéne.
Les force de van Der Waals sont composes de (GLU 184), (PRO 189) et (TYR 256) alors que les
liaisons hydrophobiques (ARG 187), (TYR 286) (2) et (ALA 180). L’acide aminé (ASP 188)
forme ainsi une liaison électrostatique. La distance observée a été comprise entre 2.05 et 4.85 A.

Les figures 22, 23 et 24 illustrent le systéme d’interactions entre le récepteur et le ligand.

Figure 22. Mode de liaison de la BlaC avec la berbérine. Modéle en ruban : BlaC, modéle en
boule et en béaton : berbérine.
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TYR
A:189 A:256

GLU ARG

A:184 A:187
Interactions
I:l van der Waals - Pi-Pi Stacked
- Conventional Hydrogen Bond D Alkyl
- Pi-Anion D Pi-Alkyl

Figure 23. Diagramme en 2D montrant les interactions entre les résidus de BlaC et la berbérine.

Figure 24. Emplacement de la berbérine dans le site catalytique de la béta-lactamase.

2.8. Nature des interactions du complexe ‘BlaC : curcumine’

Les résidus (ASP 255), (LYS 235) et (ARG 236) ont participé a 1’élaboration des liaisons
hydrogénes alors que (ASP 255) et (ALA 288) participent dans la formation des liaisons carbon-
hydrogéne. De plus, les forces de van Der Waals sont assurées par (ASP 287), (GLY 257), (THR
253), (PO 41), (GLY 254) et (GLU 292). Cependant, les liaisons hydrophobiques sont assurées
par (ALA 293) et (PRO 290) (2) alors que (ARG 291) forme une liaison électrostatique. Ces
liaisons sont comprises dans un périmétre de 2.31 4 5.19 A.

Les figures 25, 26 et 27 illustrent le mode de liaison de la béta-lactamase et la curcumine.

-30 -



Résultats

Figure 25. Mode de liaison de la BlaC avec la curcumine. Modele en ruban : BlaC, modéle en
boule et en baton : curcumine.
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A:290 A:291
ALA
A:288
GLY
ASP 3
A:287 A:257
Interactions
[ ] vanderwaals [ rication
- Conventional Hydrogen Bond :] Alkyl
i: Carbon Hydrogen Bond : Pi-Alkyl

Figure 26. Diagramme en 2D montrant les interactions entre les résidus de BlaC et la curcumine.

-31-



Résultats

Figure 27. Emplacement de la curcumine dans le site catalytique de la béta-lactamase.

2.9. Nature des interactions du complexe ‘BlaC : acide rosmarinique’

L’acide aminé GLU 52 a participé a la formation d’une liaison électrostatique alors que (ARG
58), (GLY 283), (ASP 56), (ALA 57) et (GLU 52) forment des liaisons hydrogenes tandis que
(GLU 78), (ARG 75), (ARG 53), (ASP 280) et (ARG 281) sont responsables des forces de van
Der Waals. Les liaisons hydrophobiques sont maintenues par (ARG 58) et (ALA 282). Les liaisons
réalisées sont comprises entre 1.13 et 5.13 A.

Les figures 28, 29 et 30 montrent le mode d’interaction entre la P-lactamase et 1’acide

rosmarinique.

Figure 28. Mode de liaison de la BlaC avec I'acide rosmarinique. Modéle en ruban : BlaC,
modele en boule et en baton : I'acide rosmarinique.
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GLU
ATE

ARG

Interactions

I:I van der Waals - Pi-Anion
- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-Alkyl
- Unfavorable Donor-Donaor

Figure 29. Diagramme en 2D montrant les interactions entre les résidus de BlaC et I'acide
rosmarinique.

Figure 30. Emplacement de I'acide rosmarinique dans le site catalytique de la béta-lactamase.

2.10. Nature des interactions du complexe ‘BlaC : artémisinine’

L’acide aminé ARG 58 a participé a la formation d’une liaison hydrophobique alors que (ALA
282), (ARG 281), (ASP 56), (GLY 283), (ALA 57), (GLU 52), (ARG 75) et (GLU 78) sont
responsables des forces de van Der Waals. Les liaisons sont réalisées dans une distance de 4.31 A.

Les figures 31, 32 et 33 montrent le mode d’interaction entre la B-lactamase et I’artémisinine.
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Figure 31. Mode de liaison de la BlaC avec I'artémisinine. Modéle en ruban

boule et en baton : I'artémisinine.
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Figure 32. Diagramme en 2D montrant les interactions entre les résidus de BlaC et

I'artémisinine.
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Figure 33. Emplacement de I'artémisinine dans le site catalytique de la béta-lactamase.

2.11. Nature des interactions du complexe ‘BlaC : harmaline’

Les acides aminés (ASP 255) et (ASN 186) forment des liaisons hydrogénes alors que GLU
289 forme une liaison carbon-hydrogene. Les forces de van Der Waals sont assurees par (THR
253), (PRO 290), (ASP 287), (ALA 288), (TYR 286) et (GLY 254). L acide aminé ILE 117 forme
une liaison hydrophobique et PO 41 (2) forme une liaison électrostatique. Les liaisons sont
réalisées dans une distance comprise entre 2.19 et 4.57 A.

Les figures 34, 35 et 36 montrent le mode d’interaction entre la B-lactamase et I’artémisinine.

Figure 34. Mode de liaison de la BlaC avec I'harmaline. Modele en ruban : BlaC, modéle en
boule et en baton : I'narmaline.
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ILE
A:117

Interactions

I:I van der Waals - Pi-Anion
- Conven' tional Hydrogen Bond D Alkeyl

D Carbon Hydrogen Bond

Figure 35. Diagramme en 2D montrant les interactions entre les résidus de BlaC et I'harmaline.

Figure 36. Emplacement de I'harmaline dans le site catalytique de la béta-lactamase.

2.12. Nature des interactions du complexe ‘BlaC : acide férulique’

Les acides aminés (ARG 58) et (ALA 57) forment des liaisons hydrogénes alors que GLU 289
forme une liaison carbon-hydrogéne. Les forces de van Der Waals sont assurées par (GLY 91),
(PRO 190), (ASP 280), (ARG 75), (GLU 52), (ASP 56), (ARG 281) et (GLY 283). Les liaisons
hydrophobiques sont maintenues par (ALA 282), (ARG 58) (2) et (ALA 57). Les liaisons sont

réalisées dans une distance comprise entre 2.48 et 4.99 A.
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Les figures 37, 38 et 39 montrent le mode d’interaction entre la f-lactamase et 1’acide

férulique.

Figure 37. Mode de liaison de la BlaC avec I'acide férulique. Modéle en ruban

en boule et en baton : I'acide férulique.
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- Pi-Sigma I:I Pi-Alkyl
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Figure 38. Diagramme en 2D montrant les interactions entre les résidus de BlaC et I'acide

férulique.
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Figure 39. Emplacement de I'acide férulique dans le site catalytique de la béta-lactamase.

2.13. Nature des interactions du complexe ‘BlaC : menthol’

Les acides aminés (GLY 257) et (GLY 254) forment des liaisons hydrogenes alors que TYR
286 forme une liaison hydrophobique.

Les forces de van Der Waals sont assurées par (PO 41), (THR 253), (PRO 290), (ASP 287),
(ASP 255), (ALA 288), (TYR 256) et (ARG 258). La liaison hydrophobique est maintenue par
(TYR 286). Les liaisons sont réalisées dans une distance comprise entre 1.99 et 5.4 A.

Les figures 40, 41 et 42 montrent le mode d’interaction entre la f-lactamase et menthol.

Figure 40. Mode de liaison de la BlaC avec le menthol. Modeéle en ruban : BlaC, modéle en
boule et en baton : le menthol.
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Figure 41. Diagramme en 2D montrant les interactions entre les résidus de BlaC et le menthol.

Figure 42. Emplacement du menthol dans le site catalytique de la béta-lactamase.

L’interaction du BlaC avec les différents produits naturels sélectionnés et I’antibiotique de

référence (Ceftazidime) a été résumé dans le tableau 7.

Tableau 7. Tableau récapitulatif des diverses interactions du BlaC : B-lactamase avec
I’antibiotique de référence et les composés naturels choisis.

Composant

Liaisons
hydrogéne

Liaisons
carbon-
hydrogéne

Liaisons
hydrophobiques

Liaisons
électrostatiques

Forces de
van Der
Waals

Distance

A)

Energie
de liaison
(kcal/mol)

Ceftazidime
(antibiotique
de référence)

GLU 289
GLU 292

LEU 294
ARG 236
ARG 236
LYS 235
PRO 290
GLY 254

1.33-
3.39
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ILE 117
PO 43
THR 253

Diosgénine

ARG 291

PRO 290
ALA 293

GLU 292
ARG 236
THR 253
ILE 117
PO 41
LYS 235
TYR 55

2.14-
5.17

Carpaine

ASP 255
PO 41

PO 43
ILE 117
GLU 289
THR 253
PRO 290
GLY 254
TYR 286
ASP 287

3.42-
3.79

Catéchine

ASP 56
ARG 75
ARG 58

ALA 282
ARG 58

GLY 191
PRO 190
ARG 281
GLY 283
ALA 57
GLU 52

2.53-
5.18

Berbérine

ARG 194

ARG 187
TYR 286
ALA 180

ASP 188

GLU 184
PRO 189
TYR 256

2.05-
4.85

Curcumine

ASP 255
LYS 235
ARG 236

ASP 255
ALA 288

ALA 293
PRO 290

ARG 291

ASP 287
GLY 257
THR 253
PO 41
GLY 254
GLU 292

2.31-
5.19

Acide
rosmarinique

ARG 58
GLY 283
ASP 56
ALA 57
GLU 52

ARG 58
ALA 282

GLU 52

GLU 78
ARG 75
ARG 53
ASP 280
ARG 281

1.13-
5.13

Artémisinine

ARG 58

ALA 282
ARG 281
ASP 56
GLY 283
ALA 57
GLU 52
ARG 75
GLU 78

431

Harmaline

ASP 255
ASN 186

GLU 289

ILE 117

PO 41

THR 253
PRO 290
ASP 287
ALA 288
TYR 286
GLY 254

2.19-
4.57

Acide
férulique

ARG 58
ALA 57

ALA 282
ARG 58
ALA 57

GLY 91
PRO 190
ASP 280
ARG 75
GLU 52
ASP 56
ARG 281
GLY 283

2.48-
4.99

Menthol

GLY 257
GLY 254

TYR 286

PO 41
THR 253
PRO 290
ASP 287
ASP 255
ALA 288
TYR 256
ARG 258

1.99-
5.40
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Discussion

Pendant des milliers d'années, I’étre humain a été livré sans défense a divers types
d'infections, qui ont souvent atteint des proportions épidémiques et ont codté la vie a des millions
de personnes. La découverte puis la production a grande échelle d'antibiotiques au début du XXe
siecle a été l'une des plus importantes réalisations de I'histoire de la médecine. Ces nouveaux
médicaments miracles, en plus d'une connaissance approfondie des agents pathogénes et de
I'amélioration des mesures d'hygiéne, ont fait disparaitre la peur de nombreuses maladies
infectieuses et ont considérablement augmenté la qualité et I'espérance de vie (Mohr, 2016).

Les antibiotiques ont constitué un outil utile pour traiter les infections bactériennes depuis
leur découverte, mais avec le temps, I'évolution de la résistance des microbes aux antibiotiques
les a rendus inutiles. En conséquence, les bactéries ont pu trouver différentes fagons d'échapper
aux effets nocifs des antibiotiques et l'utilisation accrue des antibiotiques a entrainé la
propagation de la résistance parmi les populations bactériennes, ce qui fait que de nombreux
antibiotiques sont désormais incapables d'agir sur les agents pathogenes. Il existe différents
mécanismes développés par les microbes pour résister a I'effet des antibiotiques. La présence de
ces agents pathogénes pose un plus grand risque pour la santé publique partout dans le monde. A
I'échelle mondiale, le probléme de la résistance aux antibiotiques est une préoccupation
croissante et des études ont €té menées a cet égard dans différents pays du monde (Lodbhi et al.,
2018).

Les antibiotiques sont utilisés pour le traitement et la prévention des maladies bactériennes
méme chez de nombreux animaux domestiques destinés a l'alimentation comme stimulateur de
croissance et réducteur de mortalité en réduisant la fonction du systeme immunitaire. Une
utilisation excessive d'antibiotiques peut conduire a une contamination résiduelle établie du lait
méme apres la pasteurisation et la littérature scientifique a révélé que I’étre humain est
I’utilisateur ultime de ces résidus d'antibiotiques (Chowdhury et al., 2020).

Actuellement, plus d'un tiers de la population mondiale souffre de la tuberculose induite par
I'agent étiologique Mycobacterium tuberculosis qui affecte principalement les poumons. Pour le
traitement de la tuberculose, I'administration de plusieurs antibiotiques tels que I'isoniazide, la
rifampicine, le pyrazinamide et I'éthambutol est nécessaire pendant une longue période pour tuer
les bactéries pathogénes (Bansal et al., 2018).

Les antibiotiques béta-lactamines constituent la classe la plus utilisée (Veiga et Paiva, 2018).

Ils sont des agents bactéricides qui interrompent la formation de la paroi cellulaire bactérienne en
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raison de la liaison covalente aux protéines essentielles de liaison a I’antibiotique. La resistance
aux B-lactamines est principalement due aux enzymes [-lactamases produites par les bactéries
qui hydrolysent le cycle B-lactame, inactivant ainsi le médicament (Bush and Bradford, 2016).
La connaissance du mécanisme moléculaire et de la structure des enzymes dégradant les
antibiotiques est essentielle pour mettre au point des approches visant a I'emporter sur la
résistance (Wright, 2005).

B-Lactamase (BlaC) est une hydrolase sérine, exprimée a la surface des cellules de
Mycobacterium tuberculosis, qui peut efficacement hydrolyser les antibiotiques B-lactames. Le
site actif large et ouvert de BlaC accueille une variété d'échafaudages de B-lactames, fournissant
a M. tuberculosis une B-lactamase a large spectre. Une approche commune pour combattre la -
lactamase dans les agents pathogenes résistants aux médicaments consiste a coupler un
antibiotique B-lactames avec un inhibiteur de la B-lactamase, ce qui augmente la sensibilité de la
bactérie (White et al., 2019).

Historiquement, les produits naturels ont joué un role essentiel dans l'introduction de
nouvelles thérapies a la clinique pour traiter les infections bactériennes potentiellement
mortelles. La recherche et l'utilisation des molécules bioactives comme potentiels inhibiteurs de
BlaC afin d’améliorer 1’efficacité ou restaurer 1’utilisation des antibiotiques contre les souches
bactériennes aura un impact sur la santé globale et 1’économie mondiale. La biologie
computationnelle joue un role important dans ces recherches en fournissant une vaste base de
données des structures des molécules.

Parmi les six antibiotiques béta-lactamines et les quatre inhibiteurs soumis a 1’analyse de
docking avec BlaC, la ceftazidime présentait I’affinité de liaison maximale (-7.1 kcal/mol). De
plus, dix composés naturels qui peuvent potentiellement inhiber I'activité de cette enzyme ont été
testés ; un d’entre eux, la diosgénine, a affiché un meilleur résultat dans le cadre d’affinité avec
BlaC par comparaison a 1’antibiotique de référence la ceftazidime. Par ailleurs, d'autres produits
naturels ont montré des résultats mieux que les autres antibiotiques et inhibiteurs testés. Il s'agit
de la carpaine, la catéchine et la berbérine.

La ceftazidime se lie aux résidus de la BlaC a travers la formation de dix ponts hydrogénes,
neuf interactions de van der Waals. En outre, une liaison d’hydrogéne, deux liaisons
hydrophobiques et sept interactions de van der Waals ont été formées entre les résidus de BlaC et
le produit naturel diosgénine qui a affiché 1’énergie de liaison la plus élevée. De plus, la carpaine
s’est amarré au site actif de la BlaC en arrangeant deux liaisons d’hydrogéene et huit interactions
van der Waals. La catéchine s’est distinguée par la mise en place de deux liaisons

hydrophobiques, trois liaisons hydrogénes et six liaisons de van der Waals avec les résidus de
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BlaC. Enfin la berbérine s’est fixée par 1’intermédiaire d'un pont hydrogene, trois liaisons
hydrophobiques, une liaison électrostatique et trois interactions de van der Waals.

Outre de cette étude, l'analyse d'amarrage moléculaire dans une autre révele de fortes
interactions moléculaires entre les résidus ILE 117, PRO 290, ARG 236 et THR 253 et le ligand
(Junaid et al., 2018).

Les molécules naturelles testées dans la présente étude ont montré des résultats in silico tres
intéressants dans le cadre de leur potentielle activité inhibitrice de la BlaC et il est nécessaire de
promouvoir leur utilisation par la meilleure fagon possible.

En effet, la diosgénine, un stéroide sapogénine, est le produit de I'hydrolyse par les acides,
les bases fortes ou les enzymes des saponines. On la trouve dans une variété de plantes dont les
graines de fenugrec (Trigonella foenum-graecum), les racines d'igname sauvage (Dioscorea
villosa, Dioscorea polygonoides et Dioscore zingiberensis), Solanum xanthocarpum, Solanum
incanum Lloydia et Costus speciosus. La diosgénine aurait diverses propriétés, telles qu'un effet
stabilisateur de la membrane myocardique hypocholestérolémique, un potentiel anticancéreux et
une activité antioxydante (Rajalingam et al., 2013).

Cependant, la carpaine est le principal alcaloide des feuilles de Papaya a montré une forte
inhibition de BlaC chez M. tuberculosis (Kongkham 2020). Cette molécule est connue pour ses
effets sur le systéme cardiovasculaire. 1l a été signalé également que la carpaine, la catéchine et
la berbérine ont montré une potentielle inhibition de BlaC chez Escherichia coli (Thakur et al.,
2014).

De plus, la catéchine est un composé de la famille des flavonoides de la sous-classe des
flavanols connue également sous le nom de catéchol. Ce tanin est un composé allélopathique
initialement découvert dans les fruits de I'acacia de cajou (Acacia catechu) de la famille des
fabacées et Periploca aphylla de la famille des apocynacées. La catéchine et ses nombreux
isomeres sont de puissants antioxydants qui aident a prévenir les maladies inflammatoires et
coronariennes et ils sont également considérés comme antibactériens (Bais et al., 2002).

Les études réservées a 1’identification des produits naturels qui pourraient inhiber la BlaC
ont réussi a promouvoir la réalité de ces molécules notamment la capacité des molécules actives
a contrer les effets indésirables de nombreux agents pathogenes. Des preuves qui élucident la
nécessité de I’examen de ces composés afin de confirmer leur potentiel inhibiteur et d’élaborer
des stratégies pour leur extraction et utilisation comme agents antibactériens ainsi que pour la

lutte contre la tuberculose.
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Conclusion et perspectives

La présente étude a pour but d’¢lucider I’importance de la biologie moléculaire
computationnelle comme outil indispensable de screening moléculaire in silico pour résoudre
certains problémes associés a certaines pathologies telle que la tuberculose notamment en ce qui
concerne 1’émergence de I’antibiorésistance chez Mycobacterium tuberculosis suite a
I’exposition fréquente aux antibiotiques variés qui se trouvent dans le lait et les viandes des
animaux domestiques.

La modélisation biologique a pu mettre en évidence la faisabilité de la recherche et d’emploi
des molécules actives d’origine naturelle pour contrebalancer 1’antibiorésistance bactérienne. |l
s’est avéré que la ceftazidime est 1’antibiotique béta-lactamine qui présente une affinité de
liaison maximale a la béta-lactamase (BlaC) par rapport aux autres neuf antibiotiques et
inhibiteurs reconnus. Cependant, parmi les dix biomolécules naturelles testées qui pourraient
exercer une potentielle inhibition de ’enzyme BlaC, la diosgénine a présenté de meilleures
affinités avec le site actif de BlaC par rapport a I’antibiotique de référence la ceftazidime. De
plus, la carpaine, la catéchine et la berbérine ont présenté également une potentielle inhibition de
cette enzyme mais a moindre degré.

De plus, certains résidus du site actif de la métallo-béta-lactamase a savoir PRO 290, GLU
292, ARG 236, THR 253, ILE 117 et LYS 235 se sont impliqués dans la formation de liaisons
aussi bien avec I’antibiotique de référence ‘ceftazidime’ qu’avec les biomolécules retenues dans
cette étude.

Les molécules actives identifiées dans la présente étude ont montré des résultats in silico trés
intéressants comme de potentiels inhibiteurs de la BlaC et par conséquent de I’antibiorésistance
de Mycobacterium tuberculosis responsable de la tuberculose. Il est donc envisagé que les
inhibiteurs identifiés serviront de meilleur point de départ pour les études expérimentales visant
la conception et la découverte des inhibiteurs de BlaC. De plus, des expériences in vitro et in
vivo sont necessaires afin de confirmer le potentiel inhibiteur de ces molécules afin de les

promouvoir comme agents antibactériens.
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