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Résumé

La voie de mévalonate de Candida albicans est-elle de la biosynthése de ’ergostérol, qui est
un élément vital de la membrane cellulaire. Différentes classes de médicaments antifongiques
ciblent cette voie afin d’inhiber sa croissance et traiter les infections. Dans notre étude, nous
avons choisi sur la lanostérol 14 alpha-déméthylase, qui est un enzyme clé, il joue un réle
crucial dans la conversion du lanostérol en ergostérol qui est la cible des médicaments
antifongiques de la classe des azolés, notamment le voriconazole, notre ligand de référence.
L'objectif de notre étude est d'identifier in silico des inhibiteurs potentiels ciblant I'enzyme
lanostérol 14-alpha-déméthylase de la voie mévalonate a partir de composés phytochimiques
présents dans la nature. Pour ce faire, nous avons effectué un screening moléculaire en
utilisent le logiciel PyRx pour évaluer 60 molécules, parmi lesquelles nous avons sélectionné
onze composés dont les AG est plus faible. Ensuit nous avons réalisé un amarrage moléculaire
a I’aide du logiciel UCSF chimera, et nous avons comparé les interactions obtenues avec le
voriconazole a I’aide du logiciel Discovery. Par la suite, une 1’analyse des propriétés
pharmacologiques par SwisSADME a permis de prédire la berbérine comme inhibiteur

biodisponibles par voie orale.

Mots clés : inhibiteur, lanostérol 14 alpha- déeméthylase, La voie mévalonate, in silico,

screening moléculaire
Abstract

the mevalonate pathway of Candida albicans involved in the biosynthesis of ergosterol, which
is a vital element of the cell membrane. Different classes of antifungal drugs target this
pathway to inhibit its growth and treat infections. In our study, we selected lanosterol 14-
alpha-demethylase, which is a key enzyme that plays a crucial role in the conversion of
lanosterol to ergosterol, the target of antifungal drugs in the azole class, including
voriconazole, our reference ligand. The objective of our study is to identify in silico potential
inhibitors targeting the lanosterol 14-alpha-demethylase enzyme of the mevalonate pathway
from phytochemical compounds found in nature. To do this, we performed molecular
screening using PyRx software to evaluate 60 molecules, among which we selected eleven
compounds with lower binding affinity. Then, we conducted molecular docking using UCSF
Chimera software and compared the obtained interactions with voriconazole using Discovery
software. Subsequently, an analysis of pharmacological properties using SwissADME

predicted berberine as an orally bioavailable inhibitor.



Keywords : inhibitor, lanosterol 14-alpha-demethylase, The mevalonate pathway, in silico,
molecular screening
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Introduction

Les levures du genre Candida, sont des microorganismes eucaryotes responsables d’un
nombre non négligeable d’infections fongiques qui peuvent étre superficielles ou invasives
(Chambard., 2009).

Les infections a Candida sont au premier rang des infections fongiques nosocomiales
(Quindds G., 2014). La candidose invasive (CI) représente une complication infectieuse
grave et reste associée a un taux de mortalité élevé chez les patients immunodéprimés
notamment, variant entre 40 et 60 % (Thompson., 2001). Bien qu'au moins 15 espéces de
Candida aient été associées a des maladies humaines, plus de 90 % des maladies invasives
sont associées a C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. paraglabrata et C. krusei
(Chabasse., 2006).

Les candidoses sont un probléme de santé publique dans le monde du fait de leur
prévalence et de leur gravité. Ce sont des infections séveres principalement acquises a
I'ndpital et elles représentent 2,5 a 10% des infections nosocomiales. Toutefois, ces derniéres
annees, une élévation de l'incidence des candidémies communautaires est observee en raison
d'une évolution des pratiques médicales avec I'augmentation des hospitalisations a domicile
(Persat., 2009).

Face a l'augmentation rapide de l'incidence des candidoses la communauté scientifique
est constamment a la recherche de nouvelles molécules a activité antifongique, le nombre de
cibles cellulaires utilisables est limité pour satisfaire aux criteres de toxicité chez le patient.
Ce traitement antifongique est lié principalement a la situation immunitaire, aux maladies que
présente le sujet concerné et de l'espece de Candida en cause ainsi que leurs seuils de
sensibilité. Les actions exercées par ces médicaments antifongiques représentent des
parametres cliniques essentiels pour la surveillance de ces infections (Badice et coll., 2017).

Ainsi, le traitement des infections fongiques repose a 1’heure actuelle sur ’utilisation de
cing types de molécules (Spampinato et Leonardi., 2013). La 5-fluorocytosine, un analogue
des bases pyrimidiques, inhibe la Croissance fongique en perturbant la synthése protéique et
la réplication de I’ADN. Les Antifongiques polyéniques et azolés agissent au niveau de
I’ergostérol, principal composant de la membrane plasmique des champignons, ou de sa voie
de biosynthese. Les allylamines bloque les étapes initial de la synthése de 1’ergostérol Enfin,
les echinocandines perturbent la synthése de la paroi fongique en inhibant une enzyme

responsable de la synthese de certains polysaccharides pariétaux (Hasim et Coleman., 2019).
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L’utilisation intensive de ces molécules a malheureusement conduit a une Augmentation de

I’incidence des résistances aux antifongiques (De Oliveira Santos et coll., 2018).

L’émergence de la résistance des Candida spp aux antifongiques est a 1’origine d’échecs
thérapeutiques et pose donc des problemes difficiles de prise en charge de ces infections. Cet
échec représente un véritable probleme au niveau des hépitaux (Morace et coll., 2014 ; Nucci
et Perfect., 2008).

Les enzymes intervenant dans la voie du mévalonate qui conduit de la biosynthese de
I’ergostérol sont des cibles potentielles des nouvelles molécules antifongiques.

D’autre part, dans le cadre de la recherche de nouvelles molécules antifongique, les
substances phytochimique sont des composés naturels présents dans la nature. Parmi ces
composés on trouve les flavonoides, les terpénoides, les alcaloides et les polyphénols (Fraga
et C.G. Ed., 2018). Ces composes peuvent étre trouves a la fois dans les huiles essentielles
extraites de plantes et dans les plantes médicinales elles-mémes (Chen et coll ., 2016). Les
flavonoides sont des pigments naturels présents dans de nombreuses plantes et sont connus
pour leurs propriétés antifongiques et anti-inflammatoires. Par exemple, la rutine est un
flavonoide extrait des parties aériennes des plantes de la famille rutaceae (Pandey et coll.,
2009). Les terpénoides, quant a eux, sont une classe diverse de composés chimiques présents
dans les plantes, et ils peuvent avoir des propriétés antimicrobiennes et antifongiques (Tholl,
D., 2015). Les alcaloides sont des composés azotés qui ont souvent des effets
pharmacologiques. Certains alcaloides comme la berbérine, se trouvent majoritairement dans
la famille de plantes Berberidaceae et sont présents dans diverses plantes médicinales (Rojas-
Rutz., 2018). Les polyphénols, enfin, sont des composés aromatiques présents dans de
nombreuses plantes, et ils peuvent avoir des propriétés antifongiques et antibactériennes
(Pérez-Jimeénez., 2010) Ainsi, les huiles essentielles et les plantes médicinales sont des
sources riches en substances phytochimiques bénéfiques pour la santé. Ces composés sont
étudiés pour leur potentiel en tant gu'inhibiteurs et pour leur utilisation dans diverses

applications thérapeutiques (Raut, J.S et coll., 2014).

Partant de toutes ces données, nous avons envisagé cette étude qui consiste a recherche
in silico, des molécules phytochimique pouvant inhiber le 14 alpha-déméthylase une enzyme
clé dans les voie de biosynthése
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Candida, comme son héte humain, est un eucaryote et a donc un nombre limité de cibles
thérapeutiques potentielles. Une molécule thérapeutique d'intérét est caractérisées par un large
spectre d’action dans le régne fongique, une action fongicides plutét que fongistatiques et peu
ou pas d'effet sur les cellules hotes (leoffler et stevens., 2003).L'arsenal des médicaments
antifongiques s'est considérablement enrichi ces dernieres années. Cependant, il n'existe
encore que cing grandes classes de médicaments antifongiques disponibles pour une action
systémique contre les cibles fongiques, et leur utilisation accrue a favorisé I'émergence de

souches résistantes aux medicaments (Chen et Sorelle., 2007).

1. Polyénes
Plus de 200 molécules appartenant a la classe chimique des polyénes, isolées pour la

plupart & partir de bactéries du genre Streptomyces, ont une activité antifongique. Cependant,
seules trois molécules ont une toxicité limitée pour permettre leur utilisation clinique:

I'amphotéricine B (AmB), la nystatine et la natamycine (figure 1) (Caffrey et coll., 2001)

Les polyénes sont des macrolides, des molécules organiques amphiphiles cycliques. La
plupart sont constitués d'un cycle macrolide de 20 & 40 atomes de carbone auquel est attaché
un groupe d-mycosamine. Leur caractere amphotere est lié a plusieurs doubles liaisons
conjuguées d'un coté du cycle macrolide, qui est donc hydrophobe, tandis que l'autre coté

possede un groupement hydroxyle hydrophile (Lemke et coll., 2005).

Nystatine

o OH

o] N ~OH
lo] OH O, o]
NN NF OH
o 0O .~
1

NH,

Natamycine

Figure 1: Les antifongiques polyeiniques (Vardanyan et Hruby., 2016).

Concernant le mode d’action des polyenes, des études initiales sur 1’action biologique des
Polyenes ont montrées que ces molécules expriment leurs effets sur les stérols membranaires
(Zotchev., 2003).
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Leur nature amphiphile leur permet de s'associer a la bicouche lipidique des membranes
fongiques en formant des pores. Les données de résonnance magnétique nucléaire ont révélé
que 8 molécules d'/AmB se lient & 8 molécules d'ergostérol via leur fraction polyene, tandis
que les faces hydrophiles ménagent un canal central d'un diamétre de 70 a 100 nm La
formation des pores provoque la déstabilisation de la membrane plasmique, tandis que le
canal permet la fuite des composants intracellulaires, et notamment les ions K+, lors de

I'initiation de la lyse cellulaire (figure 2) (Lemke et coll., 2005).

En effet, des études ont montré que les polyenes sont capables d'induire un stress oxydatif,
notamment chez C. albicans ; de plus, il semble que leur activité soit diminué en condition
hypoxiques (Ghannoum et Rice., 1999 ; Akins.,, 2005 ; Carrillo-Munoz et coll.,
2006 ;Warn et coll., 2004).

Amphotéricine B

e .\'u’

Ergostérol \

Membrane
Plasmique

Fixation de I'ergostérol\ Ca** Ca**
interaction au sein de . m*
membrane cellulaire i Na* K :

K*

Fuite de constituants intracellulaire

Figure 2 : Mode d’actions des polyénes (Desoubeaux et Chandenier, 2010).

2. Les azolés
Les azolés ont été découverts dans les années 1960. Le clotrimazole et le miconazole ont

été les premiers azolés a étre lancés en 1969, et le voriconazole étant le dernier azolé a étre

lancé en 2002 aprés une période de développement. (Asif., 2018).

Les agents antifongiques azolés sont des molécules organiques cycliques qui peuvent étre

divisées en deux classes en fonction du nombre d'atomes d'azote sur le cycle azolé :
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I'imidazole (cycle imidazole : 2 atomes d'azote) et le triazole (cycle triazole : 3 atomes
d'azote) (Figure3) (Maertens., 2004).

Le voriconazole Le clotrimazole Cl Le miconazole
N N\
(1l Y
N= HO N |N
F X cl O
N /\>
Cl \:
X N
F ()
N
Cl

Figure 3: Structure chimique des principaux antifongiques azolés (Morio et Le Pape., 2014).

IIs sont présentent sous forme d’une poudre non soluble dans 1’eau mais ont une certaine
solubilité dans les solvants organiques dont I’alcool et le chloroforme (Aguilar et coll., 2015).
Les imidazoles de premiere génération (miconazole et clotrimazole) sont plus actifs que la

nystatine dans le traitement du muguet (Bortolussi et coll., 2007).

Les antifongiques azolés agissent par liaison et inhibition de la lanostérol 14 alpha-
déméthylase (Ergll ou CYP51), enzyme qui convertit le lanostérol en ergostérol, un
composant essentiel des membranes cellulaires fongiques (Figure 4). Il en résulte une
altération membranaire, ainsi qu’une accumulation de stérol méthyles toxique pour la cellule
fongique parmi lesquels le 14 alpha -méthylergosta-8,24(28)-diéne-38,6a-diol (Odds FC et
coll., 2003).

IIs inhibent également une autre enzyme du cytochrome P450, impliquée dans la
biosynthése de I'ergostérol (Erg 5). Cependant, sa localisation en aval d'ergll dans cette voie

de biosynthese en fait une cible secondaire (Guitard J, et coll., 2013).

Ces agents antifongiques sont un effet fongistatique contre Candida spp. : Ils permettent

d’inhiber la croissance des levures, sans les supprimer.
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Figure 4: Mode d’action des azolés (Desoubeaux et Chandenier., 2010).

3. La fluoropyrimidine
La flucytosine, un médicament anticancéreux potentiel, a été synthétisée pour la premiére

fois en 1957 (Loyse et coll., 2013). En 1971, la Food and Drug Administration (FDA) a
approuvé l'utilisation de la flucytosine pour traitement de mycoses (figure 5) (Harsanyi et
coll., 2017).

NH.,
Y
NH’go

Figure 5: Structure chimique de la flucytosine (Nett et Andes., 2015).

F

En raison de sa grande hydrosolubilité et de sa petite taille, la 5-FC possede des propriétés
pharmacocinétiques intéressantes car il diffuse trés rapidement dans I'organisme méme apres
administration orale (Daneshmend et Warnock., 1983). En outre, ses effets secondaires sont
le plus souvent négligeables, bien que des effets plus graves, peuvent se traduisre par une

hépatotoxicité et une atteinte de la moelle osseuse (Stamm et coll., 1987).

Le mécanisme d'action du 5-FC repose sur sa conversion par les cellules fongiques en 5-
FU, qui lui confére son pouvoir fongistatique (Bennett., 1977 ; Polak et Scholer., 1980 ;

Benson et Nagata., 1988). En effet, le 5-FC pénétre rapidement a I’intérieur des cellules
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fongiques via des transporteurs plus ou moins spécifiques comme la cytosine permeéase ou les
transporteurs des pyrimidines, puis elle est métabolisee en 5-FU par la cytosine désaminase
(Polak et Grenson., 1973 ; Polak et Scholer., 1975).

Le 5-FU est ensuite converti en 5-fluorouracile monophosphate par 1’uridine
phosphoribosyl-transférase. A partir de cette étape, deux voies distinctes permettent d’aboutir
au blocage de la multiplication cellulaire. Le 5-fluorouracile monophosphate peut étre
converti en 5-fluorouracile triphosphate qui s’incorpore dans les ARN a la place de 1’uracile
triphosphate et bloque ainsi la synthese protéique. Le 5-fluorouracile monophosphate peut
¢galement étre converti par I’'UPRT en 5-fluorodésoxyuridine monophosphate, composé qui
va inhiber la multiplication cellulaire thymidylate synthétase, une enzyme clé de la
biosynthése de I’ADN (Figure 6) (Scholer., 1980 ; Waldorf et Polak., 1983 ; Bennett.,
1996).
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Figure 6: Métabolisation intracellulaire et mode d’action de la 5 fluorocytosine chez candida
albicans et S.Cerevisiae (Vermes et coll ., 2000a).

4. Les Echinocandines
L’anidulafungine a été la premicre échinocandine produite en 1974 ensuite la caspofungine

en 1989 et la micafungine en 1990. Leur application en pratique medicale a débuté en 2001
pour la caspofungine, 2005 pour la micafungine et 2006 pour I’anidulafungine sur le territoire
Américain (Pilmis et coll., 2013).

D’un point de vue structural, les échinocandines sont des hexapeptides cycliques non

ribosomaux dotés d’une chaine latérale lipophile (figure 7) (Huttel., 2020).
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Au cours des 15 derniéres années, les échinocandines étaient la seule nouvelle classe de
médicaments antifongiques a la disposition des médecins pour lutter contre les infections

fongiques invasives (Denning., 2002).
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Figure 7: Structure chimique des échinocandines (Aguilar-zapata, et coll., 2015).

Les échinocandines sont des inhibiteurs non compétitifs de la 13 (1-3)-glucane synthétase,
une enzyme qui catalyse la polymérisation de 1’uridine diphosphate-glucose en 3 (1-3)
glucane, un des composants structuraux responsables du maintien de 1’intégrité et de la
rigidité de la paroi fongique (Kurtz et Douglas, 1997 ; Marco et coll., 1998). La 13 (1-3)-
glucane synthétase est composée d’une sous-unité activatrice et d’une sous-unité catalytique,
codée par les génes FKS. Chez la plupart des champignons, deux génes FKS sont présents,
FKS1 serait exprimé lors de la phase végétative de croissance tandis que FKS2 serait exprimé
lors de la sporulation, les échinocandines pouvant inhiber indifféremment les deux formes de
I’enzyme (Georgopapadokou et Tkacz, 1995). Le blocage de la 13 (1-3)- glucane synthétase
entraine une fragilisation de la paroi qui se traduit par une fuite des composants

intracellulaires, aboutissant a la lyse de la cellule fongique (figure 8) (Stone et coll., 2002).
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Figure 8: Mode d’action des échinocandines (Desoubbeaux et Chandenier., 2010).

5. Les Allylamines
La découverte des allylamines était juste aprés les imidazoles en 1974. Cette découverte

était accidentelle ou une réaction chimique imprévue avait produit une molécule dont la

structure chimique est nouvelle (Asif., 2018).

Cette classe comprend principalement deux molécules dont la naftifine qui est utilisée pour
un traitement topique et la terbinafine dans I'usage peut étre a la fois topique et systémique
par voie orale (figure 9) (Dupont., 1988).
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Figure 9 : Structure chimique de la terbinafine (Birnbaum., 1990).
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La naftifine et la terbinafine présentent une large activité sur les champignons pathogéne
notamment pour les levures du genre Candida dont ’activité varie d’une espéce a 1’autre et
d’une souche a I’autre (Ryder et Miet., 1992).

Les allylamines ont un mode d’action représenté par le blocage des étapes initiales de la
synthése de 1’ergostérol, cette action s’exprime par le réassemblage de squaléne a ’intérieur

des cellules et I’inexistence des autres stérols (figure 10) (Francois et coll., 2005).

Les allylamines possédent une activité inhibitrice de la squaléne époxidase, cet
antifongique réagit avec une partie lipophile de I’enzyme (Ryder et Mieth., 1992). Des
concentrations élevées de squaléne induisent une augmentation de perméabilité membranaire
ce qui conduit a une altération de la structure cellulaire. La lyse des cellules fongique est due

a I’accumulation du squaléne plutot qu’a I’épuisement d’ergostérol (Francois et coll., 2005).

Squaléne
inhibe
r—— Terbinafine CHI

Squaléne epoxidase

Synthése d’ergostérol

Diminution de la

synthése d’ergostérol

l

Mort des cellules

fongique

Figure 10: Mode d’action de Chlorhydrate de terbinafine (Gaba et coll., 2015).

6. Mécanisme de résistance
Il existe généralement trois mécanismes conduisant a la résistance aux médicaments

antifongiques de Candida, notamment : Diminution de la densité antifongique intracellulaire,
réduction de la cohésion entre les antifongiques et leurs propres cibles et altérations de
certaines €tapes de la synthese de I’ergostérol. De plus, I’expression accrue de la cible et la
plasticité du génome chez la levure Candida sont également impliquées en parallele. Il est
bien connu que plusieurs mécanismes peuvent coexister, en particulier dans les souches a

concentrations minimales inhibitrices élevées (Morio et Maubon., 2018).
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6.1. Résistance aux polyenes
La résistance aux polyénes dans les isolats cliniques de champignons pathogénes reste un

événement relativement rare (Kanafani et Perfect., 2008).Cette observation est tout d’abord
la conséquence directe du mode d’action de ces antifongiques, leur cible extracellulaire

limitant le nombre de mécanismes permettant d’échapper a leur action.

Bien que rarement décrits, les mécanismes de résistance acquise ou persistante aux
polyeénes ont été étudiés chez plusieurs especes fongiques. Il s’agit, a quelques exceptions
preés, d’une diminution du contenu en ergostérol des membranes plasmiques, voire une
absence totale d’ergostérol dans les membranes, par mutation d’un géne codant une enzyme

non indispensable de la voie de biosynthése de 1’ergostérol (Vanden Bossche et coll., 1994).

Les mécanismes moléculaires a ['origine de la résistance aux polyénes ont été
principalement décrits chez des mutants induits de levures du genre Candida. Ainsi, la
délétion du géne ERG11 chez C. albicans conduisent a I’obtention de colonies présentant une
résistance croisée aux antifongiques azolés et polyéniques (Sanglard et coll., 2003 ;Watson
et coll., 1998). Toutefois, peu de données concernant les mécanismes de résistance aux
antifongiques polyéniques sont disponibles pour des isolats cliniques des champignons
pathogénes et les études ont essentiellement porté sur I’espéce C. albicans. Ainsi, des travaux
ont montré qu’un déficit en delta-6 désaturase, codée par le géene ERG3, pouvait étre a
I’origine de la résistance aux polyenes chez des isolats cliniques de C. albicans prélevés chez
des patients atteints de leucémie ou du SIDA (Kelly et coll., 1997 ; Nolte et coll., 1997).

6.2. La résistance aux azolés
Sur le plan moléculaire, les mécanismes qui entrainent une résistance aux azolés sont

nombreux a savoir (Altération dans la composition des stérols, Modification de 1’enzyme

cible, Surexpression de I’enzyme cible, Altérations chromosomiques)

6.2.1. La déviation de la voie de synthése des stérols
C’est un mécanisme moins impliqué chez les souches cliniques, il est basé sur ’apparition

de mutations qui endommagent 1’activité de quelques enzymes intervenant dans la synthése
d’ergostérol. Ces mutations surviennent habituellement sur le géne ERG3 qui code pour
I’enzyme C5 désaturase menant a 1’agrégation de 14a-méthyl fecostérol qui est un produit
non nocif pour la cellule fongique a la place du produit toxique qui provient du blocage
d’Ergl1 par ces antifongiques, c’est ce qui a été montré chez de nombreuses especes du genre

Candida (Maubon et Morio., 2018).
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6.2.2. Modification de I’enzyme cible
Un autre mécanisme de résistance est la modification des enzymes cibles azolés.

Lanostérol-14-a-stérol déméthylase (Ergllp ou Cyp51) codée par le gene ERG11. ERG11 est
un gene hautement polymorphe et certaines mutations n'en sont pas responsables. Ceux-ci
modifient lI'affinité de I'enzyme pour I'azolé. Ces derniers ne peuvent alors plus jouer leurs
roles d’inhibiteurs. A noter que C. krusei présente naturellement ce type de résistance au

fluconazole (cowen et coll., 2014).

6.2.3. Surexpression de I’enzyme cible
En augmentant la production d'enzymes cibles, les champignons peuvent devenir moins

sensibles a I'activité des azolé. Une augmentation du nombre de copies d’ERG11 a la suite de
réarrangements chromosomiques est un autre mécanisme qui aboutit aux mémes effets. Chez
certains patients, on trouve ainsi des isolats de Candida avec une sensibilité diminuée aux
azolés, avec des concentrations d’ERG11 plus importantes que chez des isolats sensibles
(Morio et Le Page., 2014).

6.2.4. Altérations chromosomiques
Des altérations chromosomiques peuvent entrainer une augmentation du nombre des

copies des géenes impliqués dans la résistance aux azolés :

Formation d’isochromosome, pertes d’hétérozygotie, formation de mini-chromosome

(Sanglard D et coll., 2009 ; Coste A et coll., 2007).

6.2.5. Induction de pompes a efflux
Le principal mécanisme de résistance décrit chez les azolés est I’augmentation du nombre

de pompes d’efflux via des mutations « gain de fonction » au sein des genes des facteurs de
transcription régulant leur expression. Cela réduit la concentration de 1’azolé au niveau

intracellulaire et de I’enzyme cible (Prasad, et coll., 2014).

Ces pompes d’efflux sont naturelles chez Candida et appartiennent a deux grandes familles
de protéines: la Major Facilitator Superfamily (MFS), codée par les génes MDR (en
particulier MDRI), et le groupe des transporteurs ABC (ATP binding cassette). Encodeé par les
génes CDR (en particulier CDRI et CDR2) (cowen et coll., 2014).

6.3. Résistance aux fluoropyrimidines
Environ 10% des souches cliniques de C. albicans ont une résistance primaire envers la 5-

Flucytosine méme si elles ne sont pas préalablement exposées aux antifongiques (Scorzoniet

Coll., 2017). En raison de la complexit¢ du mode d’action de la 5-FC, de nombreux
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évenements peuvent expliquer la resistance a cet antifongique. Ces mécanismes de resistance

peuvent étre regroupés en deux catégories (Guillot et Dannaoui., 2016).

Le premier est la diminution de la pénétration intracellulaire de la molécule liée a des

mutations dans FCY2, qui code pour la cytosine perméase (Spampinato et coll., 2013).

Le deuxiéme mécanisme est une altération du métabolisme de la molécule ou de son
métabolite actif (5-FU) liée a des mutations dans FCY 1 (Codant la cytosine deaminase et
responsable de la conversion en 5-FU) ou FUR1 (responsable de la conversion du 5-FU en 5-
fluorouridine monophosphate). Ce type de mutations est notamment décrit chez C. albicans et
C. lusitaniae (Florent, M et coll., 2009).

L'une des cibles de cette molécule est la thymidylate synthétase. L'augmentation de
I'expression du géne codant pour cette enzyme peut compléter I'effet antifongique. Enfin, une
résistance intrinséque au 5-FC est également présente dans certaines sous-populations de C.
krusei et C. albicans (Polak, 1977).

6.4.Mécanismes de résistance aux échinocandines

Le principal mécanisme de résistance de Candida spp. Aux échinocandines est 1’altération

de I’enzyme cible : la 13-1,3-glucane synthase

Diverses mutations de FKS1 associées a la résistance aux échinocandines ont été decrites
chez C. albicans. Elles se répartissent au sein de deux régions hot spot définies par les
séquences d’acides aminés de la protéine : HS1 (acides aminés 641-649) et HS2 (acides
aminés 1345-1365) (Walker LA et coll., 2013). 1l s’agit de mutations dominantes, homos- ou
hétérozygotes, conférant une résistance a I’ensemble des échinocandines (Walker LA et Gow
NAR., 2010). Les substitutions des sérines en position 641 et 645 sont les modifications les
plus fréquentes, et entrainent le phénotype de résistance le plus sévére (Sanglard D et coll.,
2009 ; Perlin DS., 2015).

6.5.Mécanismes de résistance aux allylamines
La résistance aux allylamines tel que la terbinafine est faiblement observée et est associée

habituellement a des mutations ponctuelles au niveau du geéne codant I’enzyme squaléne
epoxidase provoquant ainsi des substitutions d’acides aminés particuliers dans cet enzyme,

ceci est également important dans les étapes de biosynthése d’ergostérol (L.agowski et coll.,
2020).
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Cette résistance est associée aux genes qui codent pour les transporteurs membranaires de
type CAR1, AGP2 et HOL3 chez C. albicans. Lorsque ces genes sont régulés positivement
ceci aboutit a I’élimination d’antifongique localisé au niveau intracellulaire. Il semblerait que
la résistance aux allylamines est semblable a celle rencontrée dans la résistance aux azolés par

les pompes d’efflux (Bondaryk et coll., 2013).

7. L’ergostérol chez Candida albicans
L'ergostérol est un composant essentiel des membranes cellulaires fongiques qui détermine

la fluidité, la perméabilité et l'activité des protéines associées a la membrane (Dupont S et
coll., 2012). La voie de biosynthése de 1’ergostérol est une voie hautement conservée et
complexe et trés consommatrice d'énergie qui implique la participation de nombreuses
enzymes (Hu Z et coll., 2017). Chez la levure, la biosynthese d'une molécule d'ergostérol
nécessite la consommation d'au moins 24 molécules d'ATP et 16 molécules de NADPH.

Zavrel et al en 2013 Ont constaté que C. albicans n'absorbe les stérols que dans des
conditions aérobies pendant la phase de croissance post-exponentielle, en conséquence, la
voie de biosynthése des stéroides joue un réle important dans la gestion du stress

environnemental externe (Bard Met et coll., 2005 ; Zavrel M et coll ., 2013).

Cette voie et les genes ERG codent pour les enzymes sont présentés dans la figure 11, qui
identifie les principaux intermédiaires et les voies de biosynthése alternatives contournant
Cytochrome P450 lanostérol 14 alpha-déméthylase (ERG11) ou C-5 stérol désaturase
(ERG3) (Martel CM., 2010 ; Theesfeld CL et Hampton RY., 2013). Cette voie comprend
deux enzymes limitant la vitesse. L'une est la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A
(HMG-CoA) réductase, qui est nécessaire a la régulation de la synthese du cholestérol chez
les mammiferes, et l'autre est la lanostérol 14a-déméthylase, qui est essentielle a la synthéese

de I'ergostérol chez les champignons (Pasrija R et coll., 2005 ; Jia N et coll., 2002).

La voie de biosynthese de I'ergostérol dans C.albicans est illustrée sur la Fig. 11
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Figure 11: Voie de biosynthese de I'ergostérol chez candida albicans (Hu Z et coll., 2017).

Sur la base des propriétés des intermédiaires, la voie de biosynthése peut étre divisée en trois
étapes : la biosynthése du mévalonate, la biosynthese du farnésyl pyrophosphate et la

biosynthése de I'ergostérol.

La premiere étape concerne la biosynthése de I'ergostérol commence par la condensation de
deux molécules d'acétyl-CoA pour former l'acétoacétyl-CoA. Cette étape est catalysée par
I'acétoacétyl-CoA thiolase (ERG10) et se déroule dans la vacuole. La condensation du
troisieme acétyl-CoA en acétoacétyl-CoA est catalysée par I'hydroxymethylglutaryl-CoA
synthase (ERG13) pour produire du 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA (HMG-CoA). L'HMG-
CoA est ensuite réduite en mévalonate par les HMG-CoA réductases Hydroxyméthylglutaryl-
coenzyme A réductase et hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase (HMG1 et HMG2) et les

deux réactions se produisent dans les mitochondries (Miziorko HM., 2011 ; Klug L et Daum
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G., 2014). Le premier module est conservé chez tous les eucaryotes (Hayakawa H et coll.,
2017).

La deuxieme étape concerne la biosynthése du farnésyl PP a partir du mévalonate. Ce
processus implique six réactions qui ont lieu dans la vacuole et sont séquentiellement
catalysées par Meévalonate kinase (ERG12), Phosphomévalonate kinase (ERGS),
Diphosphomévalonate décarboxylase (ERG19), Isopentenyl diphosphate isomérase (IDI1) et
Polyprényl synthétase (ERG20) (Klug L et Daum G., 2014). Le farnésyl-PP est un
métabolite intermédiaire trés important dans les cellules, qui peut étre utilisé pour la synthése
de diverses substances dans différentes voies metaboliques catalysées par différentes enzymes
(Hayakawa H et coll., 2017). L'inhibition de la biosynthese du farnésyl-PP empéche les
cellules de synthétiser de nombreux métabolites clés, entrainant la mort cellulaire (Lee SH et
coll., 2010).

La troisieme étape contient 15 étapes du farnésyl PP a l'ergostérol, et ces réactions se
produisent principalement dans le réticulum endoplasmique (RE) (Hayakawa H et coll.,
2017) La premiére étape est la conversion du farnésyl PP en squaléne, suivie de la cyclisation
du squaléne pour former du lanostérol, et aprés une série de réactions, le lanostérol est

converti en ergostérol (Klug L et Daum G., 2014).

Comparé aux deux premieres étapes, la troisieme étape est plus complexe et nécessite plus
d'enzymes. Selon que le géne de biosynthése est nécessaire a la survie de la levure, les génes
de biosynthese de I'ergostérol sont divisés en géenes essentiels et non essentiels (Kristan K et
Rizner TL., 2012).Certains génes impliqués dans les premiers stades de la biosynthése de
I'ergostérol, tels que Squaléne synthétase (ERGY), Squaléne époxydase (ERG1), lanostérol
synthase (ERGY7), lanostérol 14 alpha-déméthylase (ERG11), Stérol C-14 réductase (ERG24),
C-4 méthyl stérol oxydase (ERG25), Stérol C-4 décarboxylases (ERG26) et 3-cétostéroide
réductase (ERG27) sont des génes essentiels, tandis que d'autres sont considérés comme des
génes non essentiels. Parmi les genes essentiels, ERG9 code pour la squaléne synthase. Cette
enzyme est la premiére molécule structurée en stérol et forme simultanément une molécule de
squaléne a partir de deux molécules de farnésyl PP, et également le précurseur direct de la
biosynthése de I'ergostérol. ERG1 et ERG7 codent respectivement pour la squaléne
époxydase et la lanostérol synthase, deux enzymes clés et uniqguement essentielles dans la

voie de synthese de I'ergostérol (Kristan K et Rizner TL., 2012).
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Au cours des étapes suivantes, le lanostérol est transformé en zymostérol par un processus
complexe impliquant diverses réactions de deméthylation, de réduction et de désaturation
catalysées par la lanostérol 14-a-déméthylase Ergll (également connue sous le nom de
Cyp51), la C-14 réductase (Erg24) et le C-4 complexe de déméthylation Erg25-Erg26-Erg27,
Erg28 et Erg29 sont susceptibles de fonctionner dans la réaction du complexe de
déméthylation C-4 (Liu J.F et coll., 2019 ;Ward D.M et coll., 2018).Le zymostérol est le
premier intermédiaire de la voie de biosynthése qui peut étre incorporé dans les membranes
cellulaires (Zinser E., 1993).

Ensuite, (Erg6) Codant pour le stérol C-24 metyltransferase convertit ensuite le zymostérol en
fécosterol, suivi de la formation d'épistérol par Erg2, qui est finalement désaturé et réduit par
(Erg3), C-22 stérol désaturase (Erg5) et C24(28) stérol réductase (Erg4) en ergostérol.
L'ergostérol est synthétisé dans le RE, mais il est principalement transporté vers la membrane
plasmique. Ergl et Ergll représentent deux étapes limitantes dans cette partie de la voie
(Zinser E., 1993).

Bien que les génes non essentiels ne soient pas indispensables a la survie de la levure, des
études ont révélé que ces genes, notamment C-8 stérol isomérase (ERG2), C-24 stérol méthyl
transférase (ERG6) et ERG3-5, régulent également la biosynthese de I'ergostérol ainsi que la
croissance et le développement de la levure. Par exemple, la mutation d'ERG6, qui code pour
une C-24 méthyl transférase catalysant la conversion du zymostérol en fecostérol, n'est pas
Iétale, mais entraine un phénotype de croissance et de développement séverement déficient,
tandis que la surexpression d'ERG6 augmente la teneur en ergostérol ( Konecna A et Toth
Hervay N., 2016). Les derniéres étapes de la biosynthése de I'ergostérol sont catalysées par
ERG3/ERG4/ERGS. Probablement parce que les intermédiaires biosynthétisés précédemment
peuvent partiellement remplir les fonctions de I'ergostérol, les mutations de ces génes
n'affectent pas la survie des levures (Mo C et Bard M., 2005). Cependant, ils présentent
quelques phénotypes intéressants. Par exemple, le mutant erg3 n'est pas Iétal, mais la souche
ne peut pas se développer sur des milieux sans source de carbone fermentable, tandis que
d'autres mutants erg3 sont sensibles aux basses temperatures mais insensibles aux inhibiteurs
de la synthése des stérols, ce qui suggere qu'il pourrait y avoir une autre branche
compensatoire qui peut synthétiser I'ergostérol (Clay L et coll., 2014). Si les mutations de
génes non essentiels n'affectent pas la survie de la levure, elles modifient la composition de la
membrane cellulaire, ce qui affecte également le potentiel membranaire, la tolérance au sel et

la résistance aux médicaments (Kodedova M et Sychrova H., 2015).
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1. Matériel
La manipulation du Docking nécessite 1’utilisation d’un ordinateur est des logiciels

1.1. Micro-ordinateur
Dans notre étude, nous avons utilisé deux micro-ordinateur 1’un avec une mémoire de 4 Go,

un processeur Intel ® core ™ 13-1115G4 jusqu’a 4.1 GHz et un systéme d’exploitation

Windows 7 version 2010 et I’autre I5 septiéme génération systéme linux

1.2. Les logiciels

1.2.1. UCSF Chimera
UCSF Chimera version 1.14.1 est un programme pour réaliser 1’amarrage moléculaire,

développé par ressource for Biocomputing, Visualisation and informatics (RBVI) de
I’Université de Californie a San Francisco. Il permet de visualiser et d’analyser les cartes de
densité, la microscopie 3D, les structures moléculaire et les données associés aux molécules
étudiée (Huang et coll., 2014).

UCSF Chimera est disponible gratuitement pour une utilisation non commercial sur :

http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera/

1.2.2. AutoDock Vina
AutoDock Vina version 1.12 est un logiciel open-source le plus largement utilise par la

stimulation d’amarrage moléculaire, il a ét¢ congu par le Dr Oleg Trott de I’institut de
Recherche Scripps aux Etats-Unis (laboratoire de graphisme moléculaire) (Trott et coll.,
2010). AutoDock Vina accessible librement sur :  http://vina.scripps.edu

1.2.3. Dock Prep
Dock Prep est un outil disponible dans Chimera qui sert a préparer les structures des

molécules étudiés avant I’amarrage (Qawoogha & Shahiwala., 2020).

1.2.4. PyRx

PyRx est un logiciel de criblage virtuel pour la découverte computationnelle de médicaments
qui peut étre utilisé pour cribler des bibliothéques de composés contre des cibles potentielles
de médicaments en calculant leur énergie d’interaction grace au sous-programme Vina. Il
n’accepte que les molécules sous format pdbqt dont les résultats soient enregistrées sous le

format Sdf (Dallakyan et Olson, 2014).

PyRx est disponible gratuitement pour une utilisation non  commercial

sur :http://pyrx.sourceforge.net/downloads
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1.2.5. Discovery Studio
Discovery Studio Visualiser (DSV) est I'un des meilleurs logiciels de modélisation et de

simulation. Ses outils permettent la visualisation des structures et des séquences
biomoléculaires, de construction, ainsi que d’alignement multiple de séquences et
superposition de structures spatiales. 1l est facile a utiliser méme s'il contient différentes

applications logicielles sophistiquées (De luca et al., 2020).

Discovery Studio Visualiser (DSV) est disponible gratuitement pour une utilisation non

commercial sur :http://discover.3ds.com/discovery-studio

Dans notre cas, nous l'utiliserons pour déterminer les interactions entre le ligand et le

récepteur.

1.2.6. SwissADME :
A laide de ce site Web, il est possible calculer non seulement des descripteurs

physicochimiques, mais également des paramétres ADME, des propriétés
pharmacocinétiques, des propriétés de type médicament, la compatibilité chimique meédicinale
d'une ou plusieurs petites molécules pour aider au développement de médicaments, l'acces au

site via : (http://www.swissadme.ch/) (Antoine et Vincent, 2019).

1.3. Banques de données

1.3.1. La banque de données protéiques (PDB) :
La banque de données protéiques (Protein Data Bank) est la principale source de données de

biologie structurale et permet en particulier d’accéder a des structures 3D de protéines. Ces
structures sont principalement déterminées par les deux méthodes la cristallographie a rayons
X et la RMN. Les structuralistes du monde entier sont tenus d'y déposer leurs données
expérimentales, de cette facon elles appartiennent au domaine .public. On peut la consulter

via le lien : (www.rcsh.org/pdb) (Burleyet al., 2019).

1.3.2. Pubchem
Pubchem est la plus grande collection au monde d'informations chimiques librement

accessibles. Cette chimiothéque permet de rechercher des produits chimiques par nom,
formule moléculaire, structure ou par d’autres identifiants, elle permet aussi de trouver des
propriétés chimiques et physiques, des informations sur la sécurité et la toxicité, des brevets,
des citations de la littérature et plus encore (Capecch et al., 2019). On peut la consulter via le

lien : https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/.
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2. Méthodes :

2.1. Préparation d’enzyme :
Le téléchargement d’enzyme a été fait a partir de la base de données Protein Data Bank

Figure 12: la Lanosterol-14 Alpha déméthylase

La structure tridimensionnelle de la protéine Lanosterol 14-Alpha déméthylase est identifiée
par le code 5V5Z a été obtenue par diffraction aux rayons X a haute résolution (2.90A°).

Tableau 1: Les données PDB de la Lanosterol 14-Alpha déméthylase.

ID PDB Le poids total Résolution (A°) Méthode
(KDa)
5V5Z 63.17 2.90 Diffraction des
Rayon X

Aprés le téléchargement, on observe que la protéine possede uniquement une chaine A
monomeérique. Cette derni¢re doit étre modifiée par 1’élimination des molécules d’eau et le

ligand pour obtenir une structure (5V52) simplifiée.
Les étapes de la preparation de la protéine cible :

- Tout d’abord, il faut mettre en évidence le site actif pour éliminer I’inhibiteur, puis éliminer

les molécules d’eau.

- Ajouter les atomes d'hydrogénes, attribuer des charges partielles a la protéine
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- Enregistrer le fichier sous forme PDB.

2.2. Préparations des inhibiteurs
Nous avons sélectionné des molécules phytochimiques pour effectuer un screening

moléculaire qui ont une activité pharmacologique. Notre ligand de référence est le
voriconazole. La source de tous les inhibiteurs utilise dans ce travail est de la base de donnés
PubChem (Tableau 2)
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Tableau 2 : les analogues et leurs structures chimiques

Les Analogues

Structuraux

La structure en 3D

Voriconazole

CID : 71616

Apigénine-7-O-
rutinoside

CID : 9851181

Acide ursolique

CID : 64945

Rutine

CID : 5280805
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Naringine
CID : 442428

Cynaroside
CID : 5280637

Berbérine

CID : 2353

Apigénine
CID : 5280704

Epigallocatéchin
Gallate

CID : 65064
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Lutéoline
CID : 5280445

Diosmétine
CID : 5281612

Isovetexine
CID : 162350

L’acide
rosmarinique

CID : 5281792

Silymarine
CID : 5213

Isoliquiritigénine
CID : 638278
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Isoquercétine
CID : 5280804

Hespéritine
CID : 72281

ériodictyol

CID : 440735

Chrysoériol
CID : 5280666

Delphinidin
CID : 128853

Baicaléine
CID : 5281605
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Chrysine
CID : 5281607

Cyanidine
CID : 128861

Curcumine

CID : 969516

Quercétine

CID : 5280343

Myricétine
CID : 5281672

Fisetin
CID : 5281614
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Resvératrol
CID : 445154

Apigénine
CID : 5280443

Acide ellgaic
CID : 5281855

Génistéine

CID : 5280961

Taxifoline

CID : 439533

Morine
CID : 5281670
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Quercétagetine
CID : 5281680

Liquiritigénine
CID : 114829

Piceatannol
CID : 667639

Naringénine

CID : 932

Cianidanol

CID : 9064

Kaempférol
CID : 5280863
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Géranylgeraniol
CID : 5281365

alcool de
Patchouli

CID : 10955174

trans,trans-
Farnésol

CID : 445070

Gingérol
CID : 442793

Nérolidol

CID : 5284507

Thymol
CID : 6989
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Carvacrol

CID : 10364

Menthol
CID : 1254

Limonéne

CID: 22311

Géraniol
CID : 637566

Acide Caféique
CID : 689043

acétate de
Géranyle

CID : 1549026
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Camphore
CID : 2537

Citronellal
CID: 7794

Isopulégol
CID : 170833

Citral
CID : 638011

Acide Gallique
CID: 370

Linalol
CID : 6549
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Sabinéne
CID : 18818

Bornéol

CID : 64685

Myrcéne
CID : 31253

Les structures tridimensionnelles des inhibiteurs ont été téléchargées a partir de PubChem au
format SDF.

2.3. Le docking moléculaire

Afin d'identifier les inhibiteurs des protéines cibles, un criblage virtuel a é effectué a l'aide de
PyRx. Les protéines et les molécules de ligand ont été importées dans PyRx et un amarrage
virtuel a été effectué, en association avec l'interface AutoDock Vina.

On a commencés par insérer les protéines cibles sur AutoDock, puis les fichiers des ligands
sur Open Babel et sélectionner le site actif dans le box qui représente I'espace de la recherche,
il faut vérifier le centre et les dimensions sur Vina Search Space.
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@) PyRx - Virtual Screening Tool - x
Fie Edit View Hep
had R IE]
Navigator B view 5|
|| % Molecules | % AutoDock | PATVIK | ) Mayavi | ||| d30scene | p2mFiots | ZjDocuments | |Tables | 4 Open Gabel

® [ # oxea_recer PIIINTTZETW 8 4L EHS

# DIKRA_RECER_1254 uff E=84.75

J Vina Wizard | § AutoDock Wizerd | 4 OpenBabsl | # Pythonshel | #looosr |
¥ StartHere J{, SelectMolecules Run Vina Analyze Results
Views o fer || Result: Al 36 tems [ BRER®E
Ligand Binding Affinity (icalmal) [ Mode RMSD lower bound RMSD upper bound 0
DIKRA_RECER_1254 Uff E=94.75 51 0 0.0 0.0
DIKRA_RECER_1254 Uff E=94.75 58 1 3.55 /5352
DIKRA_RECER_1254_uff E=94.75 56 2 11,298 13,04 v

Figure 13 : Interface PyRx

Le Docking moléculaire se poursuit sur Chimera nous avons d’abord commence par la
préparation de récepteur sur Dockprep puis préparer les ligands sur Autodock Vina et lancer
le docking et enfin enregistrer les résultats obtenus dans un fichier piton puis enregistrer une
deuxieme fois saus format PDBQT pour la visualisation tridimensionnelle des interactions
moléculaires entre la protéine cible et les ligands via le logiciel « Discovery studio

Visualiser »

Tableau 3: Taille et position du centre de la grille

Centre -41.0715 -15.0273 23.4093

Taille 28.621 29.9168 20.0582

2.4. La visualisation tridimensionnelle sur Discovery studio Visualiser

- Sélectionner le fichier PDBQT qui nous avons obtenues via Chimera puis afficher les

interactions en ligand interaction 2D
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Figure 14: interaction récepteur-ligand

Finalement, nous avons opté pour I’utilisation du serveur swisSADME pour facilite la

découverte des médicaments :
- Accéder a swissADME.

- Importation de la molécule : les molécules peuvent étre directement collées ou tapées au
format SMILES

- Lorsque la liste de molécule est préte a étre soumise, cliquer sur le bouton "Run".

- Une fois I’analyse terminée, les résultats seront affichés sur une nouvelle page.
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o0&
%

SMILES COc1e(QC)cec2eicin+]1CCe3e(cic2)ceic(c3)0Co1
Physicochemical Properties

Formula C20H18NO4+

Molecular weight 336.36 g/mol

Num. heavy atoms 25

Num. arom. heavy atoms 16

Fraction Csp3 0.25

Num. rotatable bonds 2

Num. H-bond acceptors 4

Num. H-bond donors 0

Molar Refractivity 94.87

TPSA 40.80 A*
Lipophilicity

Log Py (ILOGP) -0.00

Log Py (XLOGP3) 3.62

Log Py (WLOGF) 310

Log Py (MLOGP) 2.19

Log S (ESOL)
Solubility
Class

Log S (Ali)
Solubility
Class

Log S (SILICOS-IT)
Solubility
Class

Gl absorption

BEB permeant

P-gp substrate

CYP1AZ inhibitor
CYP2CA19 inhibitor
CYP2C3 inhibitor
CYP2D6 inhibitor
CYP3A4 inhibitor

Log K, (skin permeation)

Lipinski

Ghose

Veber

Egan

Muegge
Bioavailability Score

Water Solubility

-4.55

9.53e-03 mg/ml ; 2.83e-05 mol/l
Moderately soluble

-4.18

2.30e-02 mg/ml ; 6.85e-05 mol/l

Moderately soluble

-5.92

4.00e-04 mg/ml ; 1.19e-06 mol/l

Moderately soluble

Pharmacokinetics

High

Yes

Yes

Yes

No

No

Yes

Yes

-5.78 cmis
Druglikeness

Yes; 0 violation

Yes

Yes

Yes

Yes

0.55

Medicinal Chemistry

Figure 15: Les valeurs des parametres calculés.
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Dans ce présent travail, nous nous sommes intéressés a effectuer un screening moléculaires

entre la protéine lanosterol 14-alpha déeméthylase, ainsi que des inhibiteurs d’origine

phytochimique via le Docking moléculaire. Nous avons évalué 60 molécules a I’aide de

PyRX, puis Chimera UCSF pour mieux comprendre le mécanisme d’inhibition de ces

molécules. Ensuite, une analyse visuelle de ces composés naturels est réalisée a ’aide de

Discovery. Enfin, nous avons étudié la propriété ADME pour déterminer les meilleurs

inhibiteurs.

1. Résultat de Docking moléculaire

Le résultat du screening moléculaire en PyRx sont regroupés sur le tableau 4 pour la

Lanosterol 14-alpha déméhylase

Tableau 4: les résultats de screening moléculaires a I’aide de PyRx

Nom AG® (Kcal/mol) |L’origine Nom AG° (Kcal/mol)
naturelle
Voriconazole -7.8
Apigénine-7-0O- -10.0 Baicalein -8.2
rutinoside
Rutine -9.8 Chrysine -8.1
Naringine -9.3 Cyanidine -8.1
Cynaroside 9.1 Quercétine -8.0
Apigénine -9.0 Myricétin -8.0
Epigallocatéchin -8.9 Fisetin -8.0
Gallate
Lutéoline -8.6 Flavonoide Apigénine -7.9
Diosmétine -8.6 Génistéine -7.8
Isovetexine -8.6 Taxifoline -7.8
Silymarine -8.5 Morine -7.8
Isoliquiritigénine -8.5 Quercétagetine -7.8
Isoquercétine -8.5 Liquiritigénine -7.8
Hespéretine -8.3 Naringénine -7.6
ériodictyol -8.3 Cianidanol -7.5
Chrysoériol -8.2 Kaempférol -7.4
Delphinidol 8.2
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Acide rosmarinique |-8.5 Piceatannol -1.7
Curcumine -8.0 Thymol -6.3
Acide ellagique -8.0 Carvacrol -6.3
Reversétol -7.9 Acide Caféique -6.2
Acide ellagique -7.9 Acide gallique -5.9
Acide ursolique -10.0 Terpénes limonéne -6.1
Géranylgeraniol -1.4 Acétate de -6.1
géranyle
Alcool de Patchouli |-7.1 Camphore -6.0
trans,trans-Farnésol |-7.0 Citronellal -6.0
Gingérol -7.0 Isopulégol -6.0
Nérolidol -6.8 Citral -6.0
Géraniol -6.1 Linalool -5.7
Limonéne -6.1 Sabinéne -5.7
Menthol -6.1 Bornéol -5.6
Myrcéne -5.5
Berbeérine -9.0 Alcaloide

Lorsque le AG diminue, 1’affinité avec I’enzyme augments car cela indique une plus grand

stabilité et une réduction de 1’énergie nécessaire pour former le complexe enzyme-substrat

(Nelson., 2017).cette relation entre 1’énergie libre du substrat est essentielle pour comprendre

la catalyse enzymatique et I’efficacité des relations biochimique (Berg., 2015).

D’aprés les valeurs de AG® obtenues (tableau 4), I’acide ursolique et Apigénine-7-O-

rutinoside présentent une meilleur affinité avec la Lanosterol 14-alpha déméthylase, suivis

par la naringine et rutine qui ont la méme valeur de AG® (-9.8) et expriment une interaction

similaire avec la protéine cible. En revanche, la sabinéne, le bornéol et myrcéne montrent les

affinités les plus elevée avec des valeurs de -5.7, -5.6 et -5.5 respectivement. Plusieurs

inhibiteurs ont obtenu la méme valeur, ce qui indique qu’ils présentent une interaction

similaire avec la protéine cible.
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Parmi les 60 molécules testées, nous avons sélectionné onze composés de la lanosterol 14-
alpha déméthylase ayant le AG le plus faible .Ensuite, nous avons analysé I’interaction
moléculaire entre la lanosterol 14-alpha déméthylase est les molécules sélectionnées afin
d’indiquer la meilleur confirmation générée par AutoDock Vina. Plus 1’énergie de liaison est
réduite, plus la force de liaison est élevée, ce qui induise une inhibition accrue.

Tableau 5: screening moléculaire des onze molécules de meilleure affinité avec lanosterol
14-alpha déméthylase (chimera)

Nom AG® (Kcal/mol)

Vorivonazole -7.3

Acide ursolique -10.1
Apigénine 7-O-rutinoside -10
Naringine -9.8

Rutine -9.8

cynaroside -9.2

Apigénine -9.1
Isovetexine -9.0
Dioméstine -8.7

Berbérine -8.7

Lutéoline --8.6
épigallocatecin gallate -8.5

Nous avons remarqué que les AG obtenus sont similaire a ceux obtenus avec PyRx

2.Les interactions moléculaires :
Les résultats des interactions obtenus par 1’outil DSV lors des expériences docking sont

présentés ci-dessous.

Voriconazole est notre ligand de référence, il présente un score de liaison —7.3 Kcal/mol a

travers 4 résidus d’acides aminés (figure 16) :

- 3 liaisons Pi-alkyle entre voriconazole et acide amine isoleucine en position 304,131 et

lysine en position 143 du récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase
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- une liaison holagen entre voriconazole et acide amine glycine en position 303 du

récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase

ILE
A304
'S
Al143
G LY
3 ILE
A303 A-131
Interactions
D Halogen (Fluorine) D Pi-Alkyl

Figure 16: Interaction de voriconazole avec Lanosterol 14-alpha déméhylase

Le acide ursolique présente la valeur de score d’interaction la plus élevée de -10.1 Kcal/mol,
cela indique que ce composé est bien placé dans le site actif de la Lanosterol 14-alpha

déméthylase a travers 11 résidus d’acides aminés (figure 17) :

- 12 lisions Alkyle entre acide ursolique et acide amine isoleucine en position 471,
304,131 et leucine en position 300, 121 et phénylalanine en position 126,233 et
tyrosine en position 132,118 et méthionine en position 508 du Lanosterol 14-alpha
déméhylase

- une liaison Pi-sigma entre acide ursolique et acide amine tyrosine en position 118 du
Lanosterol 14-alpha déméhylase

- 3 Liaisons Pi-alkyle entre acide ursolique et acide amine isoleucine en position 131
méthionine en position 508 et leucine en position 376 et phénylalanine en position

233 du Lanosterol 14-alpha déméhylase
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Figure 17: Interaction de Acide ursolique avec Lanosterol 14-alpha déméhylase

Le Apigénine-7-O-rutinoside posséde la deuxiéme score d’interaction le plus élevé de -10
Kcal/mol, cela indique que ce composé est bien placé dans le site actif de la Lanosterol 14-

alpha déméthylase a travers 8 résidus d’acides aminés (figure 18) :

- 3 liaisons Pi-alkyle entre le ligand Apigéenine-7-O-rutinoside avec acide amine lysine en
position 143 et acide amine leucine en position 300 et acide amine isoleucine en position
131 du Lanosterol 14-alpha déméhylase

- 2 liaisons hydrogeéne conventionnelle entre ligand Apigénine-7-O-rutinoside et acide
amine glycine en position 308 et acide amine tyrosine en position 132 du Lanosterol 14-
alpha déméhylase

- 2 liaisons alkyle entre ligand Apigénine-7-O-rutinoside et acide amine tyrosine en position
132 et isoleucine en position 131 du récepteurs Lanosterol 14-alpha démeéhylase

- 2 liaisons carbone hydrogene entre ligand Apigénine-7-O-rutinoside et acide amine
glycine en position 307 et acide amine arginine en position 469 du récepteurs Lanosterol

14-alpha déméhylase
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- une liaison Pi-sulfur entre ligand Apigénine-7-O-rutinoside et acide amine cystéine en

position 470 du récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase
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Figure 18: interaction de Apigénine-7-O-rutinoside avec Lanosterol 14-alpha démehylase.

Naringine présente un score de liaisons égale -9.8 Kcal/mol cela montre que ce composé est
stable dans le site actif de la lanosterol 14- alpha déméhtylase a travers 8 résidus d’acides

aminés (Figure 19) :

- 3 liaisons alkyles entre Naringine et acide amine leucine en position 139, isoleucine en

position 131 et la tyrosine en position 132 du récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase.

- 3 liaisons conventionnelle hydrogéne entre Naringine et acide amine arginine en position
469 et isoleucine en position 471 et thréonine 311 du récepteurs Lanosterol 14-alpha

déméhylase.

- une liaison Pi-alkyle entre Naringine et acide amine isoleucine en position 379 du

récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase.

- une liaison carbone hydrogene entre Naringine et acide amine cystéine en position 470 du

récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase.

- une liaison Pi-sulfur entre Naringine et acide amine cystéine en position 470 du récepteurs

Lanosterol 14-alpha déméhylase.

- une liaison défavorable Donor-Donor entre Naringine et acide amine entre tyrosine en

position 132 récepteurs lanosterol 14-alpha démethylase
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Figure 19: interaction de Naringine avec Lanosterol 14-alpha déméthylase.

Rutine présente un score de liaison égale -9.8 Kcal/mol similaire a celle de la Naringine,
cela montre que ce composé est stable dans le site actif de la lanosterol 14-alpha

déméhtylase a travers 12 résidus d’acides aminés (Figure 20) :

- 3 laissons alkyle entre ligand Rutine et acide amine leucine en position 376, tyrosine en

position 118 et isoleucine en position 379 du récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase.

- 2 liaisons conventionnelle hydrogéne entre Rutine et acide amine cystéine en position 470

et histidine en position 468 du récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase.

- une liaison défavorable donor-donor entre Rutine et acide amine cystéine en position 470

du récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase

- 3 liaisons carbone hydrogéne entre Rutine et acide amine glycine en position 307,464 et
isoleucine en position 304 du récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase

- une liaison Pi-Pi T-shaped entre Rutine et acide amine tyrosine en position 132 du

récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase.

- 6 liaisons Pi-alkyle entre Rutine et acide amine leucine en position 300, isoleucine en
position 131 et 304 et la lysine en position 143 du récepteurs Lanosterol 14-alpha

démeéhylase.
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Figure 20: Interaction de Rutine avec Lanosterol 14-alpha déméthylase.

Cynaroside présente un score de liaisons égale -9.2 Kcal/mol cela montre que ce compose est
stable dans le site actif de la lanosterol 14- alpha déméhtylase a travers 10 résidu d’acides

aminés (Figure 21) :

- 5 liaisons conventionnelle hydrogene entre Cynaroside et acide amine histidine en
position 468 et glycine en position 308 et tyrosine en position 118 et glutamine en
position 142 du récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase.

- 3 liaisons Pi-alkyle entre Cynaroside et acide amine leucine en position 300, isoleucine en

position 131 et lysine en position 143 du récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase.

- une liaison carbone hydrogene entre Cynaroside et acide amine glycine en position 307 du

récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase.

- une liaison Pi-sulfur entre Cynaroside et acide amine cystéine en position 470 du

récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase.

- une liaison défavorable Donor-Donor entre Cynaroside et acide amine arginine en position

381 du récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase.
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Figure 21: Interaction de Cynaroside avec Lanosterol 14-alpha déméthylase.

Apigénine présente un score de liaisons égale -9.1 Kcal/mol cela montre que ce composé est
stable dans le site actif de la lanosterol 14- alpha déméhtylase a travers 10 résidu d’acides

aminés (Figure 22) :

3 liaisons pi-alkyl entre Apigénine et acide amine leucine en position 300, lysine en

position 143 et isoleucine en position 131 du récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase.

- 3 liaisons conventionnelle hydrogéne entre Apigénine et acide amine histidine en position
468 et glycine en position 308 et tyrosine en position 118 du récepteurs Lanosterol 14-

alpha déméhylase.

- 2 liaisons carbone hydrogene entre Apigénine et acide amine glycine en position 307 et

464 du récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase.

- une liaison Pi-sulfur entre Apigénine et acide amine cystéine en position 470 du

récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase.

- une liaison défavorable Donor-Donor entre Apigénine et acide amine arginine en position

381 du récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase.
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Figure 22: Interaction de Apigénine avec Lanosterol 14-alpha déméthylase.

Isovetexine présente un score de liaisons égale -9 Kcal/mol cela montre que ce composé est
stable dans le site actif de la lanosterol 14- alpha déméhtylase a travers 7 résidu d’acides

aminés (Figure 23) :

- 4 liaisons conventionnelle hydrogéne entre isovetexine et acide amine tyrosine en position
132, histidine en position 468 et cystéine 470 du récepteurs Lanosterol 14-alpha
déméhylase.

- 7 liaisons Pi-alkyle entre isovetexine et acide amine isoleucine en position 471,304 et
alanine en position 146 et leucine en position 150 et cystéine en 470 du récepteurs
Lanosterol 14-alpha déméhylase.

- 3 liaisons carbone hydrogene entre isovetexine et acide amine glycine en position 308 et
arginine en position 469 et histidine en position 468 du récepteurs Lanosterol 14-alpha
démeéhylase.

- une liaison Pi-sulfur entre isovetexine et acide amine cystéine en position 470 du

récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase.
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Figure 23: Interaction de isovetexine avec Lanosterol 14-alpha déméthylase.

Diosmeétine présente un score de liaisons égale -8.7 Kcal/mol cela montre que ce composé est
stable dans le site actif de la lanosterol 14- alpha déméhtylase a travers 7 résidu d’acides

aminés (Figure 24) :

- 3 liaisons Pi-Pi T-shaped entre diosmétine et acide amine histidine en position 377,
tyrosine en position 118, phénylalanine en position 228 du récepteurs Lanosterol 14-alpha
déméhylase.

- 3 liaisons Pi-alkyle entre diosmétine et acide amine leucine en position 376 et méthionine
en position 508 du récepteurs Lanosterol 14-alpha démehylase.

- 2 liaisons carbone hydrogéne entre diosmétine et acide amine glycine en position 307 et
serine 378 du récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase.

- une liaison conventionnelle hydrogene entre diosmétine et acide amine serine en position

378 du récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase.
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Figure 24: Interaction de Diosmétine avec Lanosterol 14-alpha déméthylase

Berbérine présente un score de liaisons égale -8.7 Kcal/mol cela montre que ce composé est

stable dans le site actif de la lanosterol 14- alpha déméhtylase a travers 11 résidu d’acides

aminés (Figure 25) :

- Une liaison Pi-Pi T-shaped entre Berbérine et acide amine tyrosine en position 64 du

récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase.

- 7 liaisons Pi-alkyle entre Berbérine et acide amine et méthionine en position 508, proline

en position 320, tyrosine en position, 118 et leucine en position 376,87 du récepteurs

Lanosterol 14-alpha déméhylase.

- 3 liaisons Alkyl entre Berbérine et acide amine leucine en position 88,87 et alanine en

position 61 du récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase.

- 3 liaisons carbone hydrogene entre Berbérine et acide amine glycine en position 65, serine

en position 507 et tyrosine en position 505 du récepteurs Lanosterol 14-alpha

déméhylase.

- Une liaison conventionnelle hydrogéne entre Berbérine et acide amine serine en position

378 du récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase

51



Résultats et discussion

TYR

A:505 SER
A:507 A'L§l7JS
e MET :
A87 A'508
LEU GLY ;
A 88 A6S
TYR
Al118
ALA N "\
A6l
. L.l N
TYR »
A 64
PRO
A:230
Interactions
:] Carbon Hydrogen Bond [:] Alkyl
[:] Pi-Pi T-shaped :] Pi-Alkyl

Figure 25 : Interaction de Berbérine avec Lanosterol 14-alpha déméhylase

Lutéoline présente un score de liaisons égale -8.6 Kcal/mol cela montre que ce composé est
stable dans le site actif de la lanosterol 14- alpha déméhtylase a travers 6 résidu d’acides

aminés (Figure 26) :

-3 liaisons Pi-Pi T —shaped entre lutéoline et acide amine tyrosine en position 118 et
histidine en position 377 et phénylalanine en position 228 du récepteurs Lanosterol 14-
alpha déméhylase

- 3 liaisons Pi-alkyle entre lutéoline et acide amine leucine en position 376 et méthionine en
position 508 du récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase

- une liaison conventionnelle hydrogéne entre lutéoline et acide amine histidine en position
377 du récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase

- une liaison carbone hydrogene entre lutéoline et acide amine glycine en position 307 du

récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase
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Figure 26: Interaction de lutéoline avec Lanosterol 14-alpha déméthylase

Epigallocatéchin Gallate présente un score de liaisons égale -8.5 Kcal/mol cela montre que ce
composé est stable dans le site actif de la lanosterol 14- alpha demehtylase a travers 4 résidu
d’acides amines (Figure 27)

- 4 liaisons conventionnelle hydrogene entre épigallocatéchin Gallate et acide amine
histidine en position 468 et tyrosine en position 132 du récepteurs Lanosterol 14-alpha
déméhylase

- une liaison Pu-sulfur entre épigallocatéchin Gallate et acide amine cystéine en position
470 du récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase

- une liaison Pi-alkyl entre Epigallocatechin Gallate et acide amine lysine en position 143

- une liaison défavorable Donor-Donor épigallocatéchin Gallate et acide amine lysine en

position 143 du récepteurs Lanosterol 14-alpha déméhylase
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Figure 27: Interaction de Epigallocatéchin Gallate avec Lanosterol 14-alpha déméhylase.

Les résultats obtenus montrent d’une part que le AG du ligand de référence, qui est le
voriconazole (AG= -7.3), est plus élevé que celui des inhibiteurs testés ayant le AG les plus
faibles. Nous avons également remarqué concernant les acides aminés impliqués dans la
liaison du voriconazole a I’enzyme sur (lysine, isoleucine) ces acides aminés sont impliqués a

la méme position avec les inhibiteurs testés.

Le tableau 6 regroupe ces résultats ou il apparaitre qu’Acide ursolique, Apigénine-7-O-
rutinoside, Naringine, Rutine, Cynaroside, Apigénien, Isovetexine, Epigallocatéchin Gallate,

ont les méme acides aminés au niveau impliqués dans la liaison que le ligand de référence.

Tableau 6: les acides aminés que se répete et leur position.

Les molécules Les acides Positions
amines

voriconazole isoleucine 131,304

lysine 143

Acide ursolique isoleucine 131,304

Apigénine-7-O- Isoleucine 131

rutinoside lysine 143

Naringine Isoleucine 131
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Rutine isoleucine 131,304

lysine 143

Cynaroside isoleucine 131

lysine 143

Apigénien Isoleucine 131

lysine 143

Isovetexine Isoleucine 304

Epigallocatéchin Lysine 143
Gallate

3. L’évaluation des propriétés pharmacologiques :
Pour étre utilisé en tant que médicament, une molécule doit posséder une activité élevée

envers la cible, en plus des propriétés ADMET compatibles avec une application biologique.
De ce fait, nous avons évalué les propriétés pharmacocinétique (ADME) des onze principaux
composés par le serveur SwissADME en vue de déterminer le potentiel pharmacologique de

chacun d’eux selon la régle des cing de Lipinski.

Le radar de biodisponibilité permet d’avoir une idée précoce sur le « drug-likeness » des

structures étudiées en prenant en compte six propriétés physicochimiques respectivement qui

sont :
Lipophile : -0.7 < XLOGP3 < +5
Polarité : 20 A<TPSA <130 A
Insolubilité : -6<LogS<0
Instauration : 0.25 < Fraction Csp3 < 1
Flexibilité : 0 < nombre de liaisons rotatoires <9

Poids moléculaires : -150 g/mol<MV<500 g/mol

Cette schématisation de « drug-likeness » entoure une zone colorée représentative du profil
physico-chimique optimal et précise graphiquement les propriétés qui se placent en dehors de

cette zone (tableau 7).
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Tableau 7 : Profil ADMET des inhibiteurs sélectionné

Les inhibiteurs | Lipophile | Polarité | Flexibilité | Instauration | Insolubilité |  Absorption
Gastro-
intestinal
Voriconazole 1.51 76.72 5 0.25 -3.13 High
Isorhoifolin 0.17 228.97 6 0.44 -3.43 Low
Rutine -0.33 269.43 6 0.44 -3.30 Low
Naringine -0.44 225.06 6 0.52 -2.98 Low
Berbérine 3.62 40.80 2 0.25 -4.55 High
épigallocatechin 1.17 197.37 4 0.14 -3.56 Low
Gallate
Acide ursolique 7.34 57.53 1 0.90 -7.23 Low
Diosmétine 3.10 100.13 2 0.06 -4.06 High
Lutéoline 2.53 111.13 1 0.00 -3.71 High
Apigénine 1.81 170.05 4 0.29 -3.78 Low
Cynaroside 1.46 190.28 4 0.29 -3.65 Low
Isovetexine 0.21 181.05 3 0.29 -2.84 Low

Le voriconazole désigne un radar de biodisponibilité sans dépasser la gamme optimal. Ce

compose répond parfaitement a la regle de cing de lipiniski (0 violation). C'est pour cela, qui

il est utilisé comme inhibiteurs de lanosterol 14-alpha démétylase biodisponible par voie

oral.
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Figure 28: Radar de biodisponibilité de voriconazole
Apigénine-7-O-rutinoside, la rutine et la naringine désignent approximativement le méme
radar de biodisponibilité, ou ils dépassent la gamme optimale par un taux de polarité plus
¢élevée par rapport ’intervelle des propriétés physico-chimiques (tableau 7) donc prédit
comme non biodisponible par voie orale suite a la présence de trois violations a la regle de

Lipinski ( figure 29)
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Figure 29: Radar de biodisponibilité d’ Apigénine-7-O-rutinoside (a), Rutine (b) et Naringine
().

Le berbérine désigne un radar de biodisponibilité sans dépasser la gamme optimale. De plus

ces composes étudies répandent parfaitement a la régle de lipinski (0 violation). C’est pour

cela il est capable d’utilisé comme inhibiteur de Lanosterol 14-alpha déméthylase

biodisponible par voie orale (figure 30)
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Figure 30: Radar de biodisponibilité berbérine

L’épigallocatéchin Gallate dépasse la gamme optimale de radar par un taux de polarité plus
¢levée par rapport I’intervalle des propriétés physico-chimiques est un taux d’instauration plus
faible ( tableau 7), donc il est non biodisponible par voie orale suite a la présence de deux

violations a la régle de cing de lipinski (figure 31).
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Figure 31: Radar de biodisponibilité épigallocatéchin Gallate
L’acide ursolique présente une meilleure affinité pour lanosterol 14-alpha déméthylase parmi
tous les inhibiteurs testés, mais reste non biodisponible par voie orale en raison de taux élevée
d’insolubilité et lipophile par rapport I’intervalle des propriétés physico-chimiques (figure 32)
et (tableau 7).
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Figure 32: Radar de biodisponibilité Acide ursolique

Diosmeétine et lutéoline réepondent parfaitement aux régles de cing de Lipinski mais reste non
biodisponible par voie orale en raison de faible taux d’instauration malgré la détection de 0
violation a la regle de cinq de lipinski (figure 33) et (tableau 7).
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Figure 33: Radar de biodisponibilité Diosmétine (a) et lutéoline (b).
Apigénine présente un taux de polarité trés élevée par rapport I’intervalle des propriétés

physico-chimiques (tableau 7) donc prédit comme non biodisponible par voie orale suite a la
présence d’une violation a la regle de Lipinski (figure 34)
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Figure 34: Radar de biodisponibilité Apigénine
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Cynaroside dépasse la gamme optimale de radar par un taux polarité plus élevé par rapport
I'intervalle des propriétés physico-chimiques, donc il est non biodisponible par voie orale
suite & la présence de deux violations a la regle de Lipinski (figure 35) et (tableau 7).
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Figure 35: Radar de biodisponibilité cynaroside

Isovetexine présente un taux de polarité trés élevée par rapport I’intervalle des propriétés
physico-chimiques (tableau 7) donc prédit comme non biodisponible par voie orale suite a la

présence d’une violation a la regle de Lipinski ((figure 36).
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Figure 36: Radar de biodisponibilité Isovetexine

Parmi les 11 meilleurs inhibiteurs testés, seule la berbérine respecte tous les parametres
pharmacocinétique et les regles de biodisponibilité, ce qui en fait un médicament
biodisponible par voie orale. En revanche,bien que la diosmétine et la lutéoline répondent
parfaitement a la régle de cing de lipiniski (0 violation) elle ne sont pas considérées comme
des medicaments en raison de leurs faible taux d’instauration. Il est important de noter que la

biodisponibilité d’un médicament est un facteur clé dans son efficacité clinique.
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Conclusion

La présente étude avait pour but d'identifier in silico des inhibiteurs potentiels ciblant
I'enzyme lanostérol 14-alpha-déméthylase de la voie de mévalonate a partir de composes
phytochimiques présents dans la nature. Pour cela, nous avons choisi le Docking moléculaire
qui présente la principale méthode bio-informatique utilisé pour prédire le mode d’interaction
des inhibiteurs avec la protéine lanosterol 14-alpha déméthylase. Nous avons ciblé 60
molécules avec la protéine Lanosterol 14-alpha déméhylase a I’aide de PyRx et nous avons

sélectionné les molécules présentant une meilleur affinité ou le AG est le plus faible.

Afin de réaliser I’amarrage moléculaire par UCSF Chimera, onze inhibiteurs d’origine
phytochimique naturelle ont été sélectionné il s’agit d’Acide ursolique, Apigenine-7-O-
rutinoside, la rutine, la naringine, la cynaroside, I’apéginine, 1’isovetexine, la berbérine, la
diosmétine, la lutéoline et épigallocatechin Gallate . Parmi eux certains flavonoides ont été
identifiés. Apigénine-7-O-rutinoside est principalement extrait de plantes du genre
Epimedium. La naringine est principalement présente dans les agrumes, en particulier dans les
pamplemousses, et son extraction est souvent réalisée a partir de I'écorce de pamplemousse.
Le diosmétine et la rutine sont présents dans diverses plantes de la famille des Rutaceae. La
lutéoline, le cosmosiin et la cynaroside sont présents dans plusieurs plantes de la famille des
Asteraceae. L'épigallocatéchine gallate (EGCG), un catéchine, est un composé bioactif que
I'on trouve dans le the vert (Camellia sinensis). Les feuilles de thé vert sont couramment
utilisées pour extraire 'EGCG. L'isovetexin est présent dans plusieurs plantes, notamment
celles appartenant a la famille des Poaceae. En ce qui concerne les terpenes, L'acide ursolique
est présent dans diverses plantes, notamment dans la famille des Rosaceae. La berbérine, un
alcaloide, se trouve dans différentes plantes, dont certaines appartiennent a la famille des

Berberidaceae, comme I'épine-vinette (Berberis vulgaris).

Par la suite, une analyse des interactions de lanosterol 14-alpha déméthylase avec les
inhibiteurs via le logiciel DSV a été effectuée. Enfin, les propriétés physico-chimiques de la
molécule testée ont été étudiées par SwissADME afin de la rendre biodisponibles par voie

orale.

D’apres les résultats obtenus par le logiciel DSV, nous avons analyseés Les differents types
d’interactions établies. Ensuite, une analyse des propriétés pharmacologiques permet de
prédire que la berbérine est un inhibiteur qui fait un médicament biodisponible par voie
orale. La berbérine est particulierement connue pour étre extrait de I'épine-vinette (Berberis
vulgaris) une plante originaire de diverses régions, notamment d'Europe, d'Asie et en

particulier d'Afrique du Nord.

62



Conclusion

Il convient, dans les perspectives d’avenir, de poursuivre cette étude en recherchant d’autres
inhibiteurs naturels contre lanosterol 14-alpha démethylase et de confirmer ces résultats

théoriques en réalisant des études expérimentales in vitro et/ou in vivo.
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