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Abstract

Laurus nobilis, an aromatic shrub, belongs to the Laureaceae family, widespread throughout
the Mediterranean basin, widely used as a culinary condiment, as well as for its traditional
medicinal properties.

This study was carried out to evaluate the antibiofilm activity of two essential oil
compounds (cineole and eugenol) and a phenolic compound (rutin), of Laurus nobilis towards the
ALS3 protein target involved in adhesion and biofilm formation in Candida albicans using

bioinformatics tools, notably molecular docking.

The results obtained revealed a high affinity between the Laurus nobilis compounds studied and
the selected target, notably rutin, which forms the most stable complex with the ALS3 protein (-8.8
kcal/mol). The interactions obtained are mainly hydrogen, hydrophobic interactions with the active

site amino acids.

In conclusion, these results underline the pharmacological potential of Laurus nobilis, which
shows interesting inhibitory capacities against Candida albicans biofilms, and encourage further

experimental studies to confirm their efficacy in vitro and in vivo.

Key words: phenolic compound, antibiofilm activity, molecular doking, essential oil, Laurus

nobilis, Candida albicans.



Résumé

Laurus nobilis, un arbuste aromatique, appartient a la famille des Lauréacées, répandu dans
tout le bassin méditerranéen, largement utilisées comme condiment culinaire, ainsi que pour ses

propriétés médicinales traditionnelles.

Cette etude a été menée afin d'évaluer l'activité antibiofilm de deux composés de I'huile
essentielle (cinéole et eugénol) et un composé phénolique (rutine) de Laurus nobilis vis-a-vis la
cible protéique ALS3 impliquée dans I'adhésion et la formation du biofilm chez Candida albicans

par I'utilisation des outils bio-informatiques, notamment le Docking moléculaire.

Les résultats obtenus ont révélé une forte affinité entre les composés étudiés de Laurus
nobilis et la cible sélectionnée, notamment la rutine, forme le complexe le plus stable avec la
protéine ALS3 (-8.8 kcal/mol). Les interactions obtenus sont principalement des interactions

hydrogene, hydrophobe avec les acides aminées de site actif.

En conclusion, ces résultats soulignent le potentiel pharmacologique de Laurus nobilis qui
montre des capacités inhibitrices intéressantes contre les biofilms de Candida albicans, aussi

encouragent la poursuite d’études expérimentales pour confirmer leur efficacité in vitro et in vivo

Mots clés : composé phénolique, activité antibiofilm, docking moléculaire, huile essentielle, Laurus
nobilis, Candida albicans.



Liste des abréviations

OMS : Organisation Mondiale de la Santé.
MT : Médecine Traditionnelle.
ALS3 : Agglutinin-Like Sequence 3.
MIC : concentration minimale inhibitrice.
HE : Huile essentiel.
QS : Quorum sensing.
AHL : acylhomosérines lactones.
PVC : polychlorure de vinyle.
Saps : protéines aspartiques secrétées.
SOD : superoxydes dismutases.
PDB : Protein Data banque.
Pdbqt: Protein Data Bank, Partial Charge, and Atom Type.
RMN : résonance magnétique.
GO : Gigaoctet.
RCSB: Research Collaboratory for Structural Bioinformatics.
TIGIT: cellule T avec immunoglubuline et domaine ITIM
NK : Natural killer
T : Lymphocytes T
SDF : Simple data format.
TYR: Tyrosine.
THR: Thréonine.
VAL : Valine.
ARG : Arginine.
TRP : Tryptophane.
PRO: Proline.
MET : Méthionine.
SER : Sérine.
CMI : concentration minimale inhibitrice.
SEM : microscope électronique a balayage.
AFM : microscope a force atomique.
a:Alpha.
p:Béta.
y:Gamma.
Kcal/mol: kilocalories par mole.
Conf: Configuration.
%: Pourcentage.
°C: Degré Celsius.
2D: Bidimensionnel.
3D: Tridimensionnel.
ADN: Acide désoxyribonucléique.
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Introduction générale

Les infections fongiques, particulierement celles causées par Candida albicans,
constituent un probleme majeur de santé publique, notamment chez les patients
immunodéprimés. La capacité de ce pathogene a former des biofilms, augmente sa résistance
aux antifongiques conventionnels tels que les azoles et les échinocandines (Taff et al., 2013;
Pappas et al., 2018). Dans ce contexte, l'exploration des sources naturelles, et plus
particulierement des plantes médicinales, représente une piste prometteuse pour développer de
nouvelles stratégies thérapeutiques, notamment par la découverte de molécules antifongiques
et antibiofilms (Raut et al., 2013).

Les plantes médicinales sont utilisées dans le traitement de différentes pathologies
humaines, grace a la richesse en principes actifs naturels comme les flavonoides et les
composeés phénoliques qui exercent diverses activités pharmacologique, telles que des effets
antimicrobiens, antibiofims, anti-inflammatoire et antioxydants (Rates, 2001).

Selon I'Organisation Mondiale de la Sante (OMS), jusqu'a 80 % de la population
mondiale a recours a la médecine traditionnelle, notamment aux plantes médicinales, pour
répondre a ses besoins sanitaires (WHO, 2002).

La flore algérienne, riche de plus de 3000 espéces d'origines méditerraneenne,
saharienne et paléo-tropicale, compte 15 % d'espéces endémiques (Gaussen et al., 1982).
Cette remarquable diversité constitue une ressource inestimable pour la médecine
traditionnelle.

Parmi les plantes meédicinales, le laurier noble (Laurus nobilis) se distingue par sa
valeur aromatique et thérapeutique. Ses propriétés antimicrobiennes, dues a ses metabolites
secondaires tels que la rutine (Delaquis et al., 2002), justifient son usage dans le traitement
de nombreuses affections. Cependant, les mécanismes moléculaires de son activité antibiofilm
contre Candida albicans restent insuffisamment explorés.

Aujourd'hui, les huiles essentielles de plantes aromatiques font I'objet de nombreuses
études pour leurs diverses applications, qui dépassent leur rdle traditionnel. L'huile essentielle
de Laurus nobilis, est particulierement étudiée pour son potentiel dans les industries
pharmaceutique, agronomique, alimentaire, cosmétique et de la parfumerie (Chahal et al.,
2017).

Au cours de notre étude « in silico », nous avons utilisé le docking moléculaire pour
analyser les propriétés antibiofilms de Laurus nobilis. Cet outil nous a permis de prédire les
interactions potentielles entre ses principaux composés phytochimiques (rutine, eugénol et

1,8-cinéole) et la cible pathologique ALS3. Le docking moléculaire est une approche



Introduction générale

reconnue pour orienter les stratégies de recherche, cette méthode prédictive est un outil
essentiel pour guider le développement de nouvelles thérapies (Asiamah et al., 2023).

Le présent travail a pour objectif de caractériser le potentiel antibiofilm de composés
bioactifs extraits de Laurus nobilis, notamment deux de son huile essentielle (cinéole,
eugénol) et un composé phénolique (rutine) sur les biofilms de Candida albicans.

Ce travail est organisé en deux grandes parties :

La premicre partie est d’ordre théorique divisée en trois chapitres : le premier est
réservé a la description générale d’espéce étudiée (Laurus nobilis), le deuxiéme chapitre sur
les biofilms, tandis que le troisieme chapitre sur le docking moléculaire.

La deuxiéme partie, d’ordre expérimental, regroupe deux chapitres: le premier chapitre
sur la méthodologie de travail et le deuxieme chapitre, consacré aux résultats et discussion
permettrad’évaluer le score d’affinité des molécules sélectionnées dans ce travail mais surtout
d’¢élucider les mécanismes d’interaction mis en jeu entre la cible et les ligands

Une conclusion genérale avec des perspectives cloturera ce travail.
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Chapitre 01 Présentation du Laurus nobilis L.

1. Généralités
1.1.Définition et étymologie

La plante du laurier est passée par multiples appellations dont le laurier commun, le
laurier d’ Apollon ou laurier noble avant d’étre connu comme Laurier-sauce.

Il s’agit d’un arbre vénéré par les romains ainsi que par les chrétiens lors des jeux
pythiques grecs. A cet effet, les vainqueurs recevaient une couronne de laurier. Par ailleurs, le
mot « Lauréat » désigne celui qui réussit ses examens. A ce propos, il recevait une couronne
de laurier, pas seulement avec des feuilles, mais aussi garnie de baies (baccalauréat), d’ou le
mot « baccalauréat », ce qui signifie « baies de laurier » (Hurtel, 2002).

En outre, le nom latin « Laurus » qui signifie « toujours vert » fait allusion au feuillage
persistant de la plante et « nobilis » du latin « fameux » (Pariente, 2001).

La plante posséde plusieurs noms vernaculaires et « rand 23_) » est le nom le plus connu en
Algérie.
1.2.Historique

Laurus nobilis L. est un arbre (figure 01) connu dans la mythologie grecque et
romaine comme un embléme de la victoire et du succes. Laurus nobilis L. était consacré a
Apollon, dieu grec de la lumiere, et un symbole de la paix et de la victoire utilisé pour faire
des couronnes des empereurs, des généraux et des poetes. A Rome, les feuilles de laurier
étaient a la fois un médicament et une épice (Leung et Foster, 1999).

En infusion, ses feuilles étaient consommeées pour leurs effets révulsifs et toniques sur
I’estomac et la vessie, sous forme de cataplasme. Elles permettaient de soulager les piqares de
guépes ou d’abeilles. Au 1% siécle de notre ere, le médecin grec Dioscoride notait que
I’écorce du laurier « brise les pierres dans les reins et soulage les affections du foie ». Lorsque
les médecins grecs ont terminé leurs études, ils sont couronnés de branches de laurier appelé
Lauris baca, et qui, plus tard, a donné naissance au « baccalauréat », terme qui désigne
I’accomplissement d’un degré. En plus, ’huile de laurier ou du beurre, obtenu a partir des
fruits (baies) de Laurus nobilis L.est un ingrédient essentiel de la pommade Laurin, une
médecine populaire pour les rhumatismes et la goutte et pour le traitement de la rate et les
maladies du foie. Il trouve aussi ses applications en médecine vétérinaire. L'huile de laurier,
qui est l'ingrédient principal de la pommade Laurin, est obtenue a partir de fruits de laurier et
est un médicament connu pour son efficacité dans le traitement des rhumatismes, de la goutte
et des maladies de la rate et du foie. (Conforti et al, 2006; Jesse, 2008; Ballabio et Goetz,
2010; Ochikh et al., 2011).
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Figure 1: Arbre de laurier en fleurs (Steven et Davis, 2001)

1.3.Nomenclature
Tableau 1: Dénomination internationale du Laurus nobilis L. (Fanit et Hadji, 2021)

Pays Dénomination vernaculaire
Arabe Rand i) m warakat sidna moussacs se LU 43 ) 5 El- ghar &)
Grande Laure oil, sweet bay, bay tree, bay, bay laurel, true laurel, roman
Bretagne laurel, noble laurel
France Laurier, laurier-sauce, laurier d’Apollon, laurier commun, laurier
franc, laurier noble

2. Répartition géographique

Le laurier noble se trouve en grande quantité dans les régions tempeérées et
subtropicales, surtout en Asie et dans les pays d’Amérique donnant sur I’Atlantique et en
Afrique. Il envahit aussi tout le bassin méditerranéen ainsi que I’Europe. La plante se présente
sous forme de petits arbres de 3 a 6 métres de hauteur en formation dense (Sage, 2012).

En Algérie, le laurier est une espéce qui pousse naturellement dans les endroits
humides et ombragés (lIserin,2001). Il se trouve surtout dans les foréts dont le climat se
caracterise par des précipitations concentrées durant I’hiver et qui vont du mois d’octobre au
mois d »avril (Beloued, 1998; Mekious et Houamni, 2002).

C’est une espece pionniere qui se régénere abondamment dans les vieux jardins, en
particulier en sous-bois. Elle apprécie les terrains relativement fertiles et bien drainés (Iserin,
2001). En ce qui concerne les pays producteurs du Laurier noble, on pourrait citer
principalement I’Italie, la Grece, la Turquie, la Syrie, I’Espagne, le Maroc, 1’Albanie et la

France, mais aussi le groupement des états indépendants (autre de la Mer noire) ainsi que
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I’ Amérique centrale et I’Amérique du Sud. Les pays du bassin méditerranéen, notamment la
Turquie, la Syrie sont les principaux pays exportateurs de cette plante comme montre la figure
02 (Teuscher et al., 2005).
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Figure 2: Distribution des Lauracées a travers le monde (Steven et Davis, 2001)

3. Caractérisation botanique et morphologique
3.1. Description générale
Laurus nobilis L.est un grand arbuste. Son écorce, de couleur grise, peut atteindre
jusqu’a 6 metres de haut et méme 15 metres a I’état sauvage. C’est pour cela qu’il est
fréquemment taillé en arbrisseaux. Sa forme pyramidale présente un feuillage dense vert
foncé et persistant. Il est connu généralement par sa croissance lente d’environ 5 a6 metres en

vingt ans comme il peut facilement devenir centenaire (Geerts et al., 2002).

Figure 3: Aspect morphologique de Laurus nobilis L. (Beloued, 2005)
1.1.1. Les ports
Il s’agit d’un arbrisseau aromatique de 8 m. il est dressé et fortement ramifié a la base.

Il a une téte conique qui s’arrondit avec 1’age et qui supporte aisément la taille dioique
comme montre la figure 03 (Quezel et Santa, 1963).
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1.1.2. L’écorce et les tiges

Le tronc a une écorce vert olive a noir au début de sa croissance. Elle devient grise par
la suite et prend plusieurs années pour sa constitution. En revanche, les tiges sont de couleur
verte et sont dirigées vers le haut (Botineau et Pelt, 2015).

1.1.3. Les feuilles

Le feuillage du Laurus nobilis L. est caractérisé par sa persistance et sa couleur vert
foncée sur le dessus et plus clair en dessous. Ses feuilles sont allongées voire lancéolées ayant
des extrémités pointues et un pétiole court. Le limbe a un bord ondulé légérement épais et
recourbé vers I’intérieur. Les feuilles mesurent environ 3 a5 cm de large sur 10 cm de long.
Velues au début, elles prennent ensuite un aspect brillant et glabre (figure 04).

En outre, les parois de la cellule imprégnées de lignine et I’enfoncement des stomates
augmentent la résistance de la plante quant aux températures, basses ou élevées. Les feuilles
ont également une odeur aromatique caractéristique quand elles sont froissées. Ceci est di a la
présence de grandes cellules sécrétrices situées dans le parenchyme palissadique (Teuscher et
al.,2005).

Figure 4: Feuilles de laurier noble (Arbia, 2012)

1.1.4. Fleurs
Laurus nobilis L. possede de petites fleurs dioiques. Leur couleur est d’un blanc-créme
virant au jaune. Elles sont odorantes et groupées par 4 a 5 ombelles axillaires pédonculées.
Les fleurs du laurus nobilis L. apparaissent en Mars — Avril (Neves et Valente, 1992). Par
ailleurs, les fleurs sont involucrées et périanthes pétaloides a 4 divisions obovales égales. A
noter aussi que les fleurs méles ont 8 & 12 étamines disposés sur 2 rangs et a anthéres

s’ouvrant de la base au sommet par des valvules. Elles ont un style court et épais, a stigmate
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subcapité, un ovaire libre entouré de 2 a 4 staminodes tripartites; dupes ellipsoides noires, a
une seule graine (Godron, 1990).
1.1.5. Inflorescence
Le laurier noble se caractérise par le fait qu’il est une plante dioique, ce qui signifie
que les fleurs méles et femelles sont des pieds distincts. L’inflorescence se constitue de petites
ombrelles de 4 a5 fleurs axillaires. Sa couleur est blanc-créeme a blanc verdatre (Fanit et
Hadji, 2021).
1.1.6. Fruits
Le fruit du laurier se présente sous forme d’une baie ovoide, soutenue par le tube
périanthaire peu dilaté de 2 cm de longueur a 1 cm de largeur. Il est noir vernissé et renferme
une seule graine libre comme montre la figure 05 (Beloued, 2005). Le mésocarpe charnu
renferme de I’huile et des cellules a huile essentielle. Les cotylédons, épais, sont également
riches en lipides. Ils sont verts au début puis deviennent noirs bleutés a maturité (Myose et
Paris, 1976).

Figure 5: Les fruits de Laurus nobilis L. (Beloued, 2005)

3.2. Classification (taxonomie)
Etant le seul arbuste comestible de la famille des Lauréacées, la classification du
Laurus nobilis L. se réfere a celle proposée par Quezel et Santa (1962), synthétisée ci-
dessous.

Tableau 2: Classification botanique du Laurus nobilis L. (Quezel et Santa, 1962)

Regne Plantes
Sous-régne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Laurales

Famille Lauracées

Genre Laurus

Espéce LaurusnobilisL.
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4. Multiplication et plantation

La plantation du laurier se fait de préférence en automne qui est considéré comme la
période la plus propice pour le rempotage des sujets en pots (Wizelis, 2011). Sa multiplication
se fait par semis en automne méle si elle est probablement difficile a réussir (Hurtel, 2002),
ou a partir des semences au printemps. La plantation se réalise dans un baquet qu’il faut
rentrer apres les premieres gelées nocturnes afin de les conserver entre 4 et 6°C. L’arrosage
doit étre régulier tout en évitant ’accumulation d’eau. En mois d’avril, les plants peuvent étre
mis dans un endroit ensoleillé mais abrité (Wizelis, 2011).

En ao(t, on procede a la multiplication par bouturage en terre bruyeére et sable, avec
des sujets vigoureux et a partir des boutures constituées de fragments de tiges portant 4 a 5
feuilles, mais aussi par marcottage et division des rejets (Wizelis, 2011).

5. Exigences climatiques et édaphiques

Le laurier est généralement rustique. Il résiste jusqu’a — 10°C ou — 15°C et supporte
les embruns marins comme il supporte aussi la sécheresse et I’ombre. Il peut étre exposé au
plein soleil ou éventuellement mi-ombre. Néanmoins, il aime la lumiére a I’abri des vents
froids. En résumé, la plante supporte mal I’hiver (Teuscher et al., 2005).

Le laurier pousse egalement dans un sol riche, léger et sablonneux, acide a calcaire et
bien drainé (Wizelis, 2011).

6. Mesures de conservation du Laurus nobilis L.

Vu la présence de la plus grande station de Laurus nobilis L., qui est une espece
protégée en Algérie et qui est aussi menacée par les coupes illicites, une protection plus
vigoureuse serait nécessaire au niveau des foréts Algériennes.

Les sites de laurier pourraient, de ce fait, constituer un laboratoire pour des recherches
surtout que nos connaissances sont préliminaires sur cette plante. Les études de cette espece
s’averent indispensables afin de comprendre sa valeur.

Son classement sur la liste RAMSAR permettra certainement d’y prévoir des mesures
de conservation plus spécifiques et de dégager des financements pour réaliser des opérations
de réhabilitation et de protection (FDR, 2008).

A noter enfin que le laurier est trés résistant aux maladies mais facilement peut étre
contaminé par des cochenilles et/ou de la fumagine, ce qui lui donne un aspect disgracieux
(Ducatillion, 2010).
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7. Composition chimique
7.1.  Huile essentielle

Sur les 1500 000 especes végétales (selon les botanistes, 10% seulement sont des
espéces aromatiques). Et les plantes supérieures sont les seules a contenir des huiles
essentielles. Ces derniéres, et selon la pharmacopée francaise de 1965, sont des extraits ayant
une composition complexe qui contient les principes volatils des plantes qui, pendant le
processus de préparation, subissent des modifications (Robin, 2017).

Les huiles essentielles sont définies comme étant des liquides aromatiques trés
concentrés renfermant des mélanges complexes des substances volatiles constituées de

plusieurs dizaines de composeés (figure 06 et 07) (Ochoa, 2005).

Figure 7 : Structure chimique de 1,8-cinéole (NCBI, 2024)

L’huile essentielle du laurier se caractérise par plusieurs vertus dont le fait d’étre
utilisée comme anti septique, diaphorétique, antirhumatismale, digestive et diurétique. En plus
de cela, ¢’est un composant de parfum (Simic et al., 2004) ainsi qu’il est employé comme
additif servant a conserver la viande, les fruits de mer et certains produits agricoles et ce en
raison de ses activités antioxydants et antimicrobienne.

Finalement et pour son activité biologique, de ses attributs gustatifs et ses constituants
aromatiques actifs, I’huile essentielle du laurier est largement utilisée comme additif dans les
industries alimentaire et cosmétique (Franco-Véga et al., 2019).Les principaux composants
des huiles essentielles issues d'échantillons de feuilles et de fruits de laurier provenant de

diverses régions du monde sont présentés dans le tableau 03.
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Tableau 3: Principaux composants des huiles essentielles de feuilles et de fruits de laurier

(Ini¢ et al., 2024)

Partie de la plante Pays Composants principaux
Feuilles Espagne 1,8-cinéole (51.95%)
Chine Eugénol (44,13 %)
Italie, 1,8-cinéole, acétate de a-terpinyle, sabinéne
Géorgie
Grece 1,8-cinéole, acétate de a-terpinyle, o-
terpinéol
Tunisie 1,8-cinéole, acétate de a-terpinyle,
sabinéne, a-pinéne
Turquie 1,8-cinéole (41,1 %), sabinéne (6,96 %), a-
pinéne (5,94 %), acétate de a-terpinyle (5,72
%)
Algérie 1,8-cinéole (30,1 %), acétate de a-terpinyle
(21,6 %), méthyl eugénol (16,9 %)
Albanie Eucalyptol (41,8-48,2 %), linalool (8,8—
11,9 %), sabinene (8,9-11,7 %), acétate de
terpinyle (8,4-10,8 %), a-pinéne (4,8-6,0 %)
Croatie 1,8-cinéole (38,94-58,13 %), linalool
(1,99-18,33 %)
Fruits Turquie (mer Eucalyptol (17,2 %), acétate de a-terpinyle
Noire) (9,0 %), oxyde de caryophyllene(6,1 %)

7.2.

Composition chimique des feuilles du laurier

Les parties les plus utilisées du Laurus nobilis L. sont surtout les feuilles fraiches
(Messaoudi, 2008). Ces derniéres sont principalement utilisées par voie orale, dans le
traitement symptomatique des troubles de 1’appareil digestif supérieur tels que le
ballonnement épigastrique, lenteur de la digestion, éructation (lIserin, 2001). En médecine
traditionnelle iranienne, les feuilles de cette plante ont été employées pour 1’épilepsie et le

parkinsonisme (AqiliKhorasani, 1992).

R oH
G
F\C H t—-g!
0 .
Costunolide Reynosine Santamarine 10-épigazaniolide gazaniclhide Spirafolide

Figure 8: Structures chimiques de quelques composés identifiés dans les feuilles de

Laurus nobilis L. (Fang et al., 2005)
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Figure 9: Structure chimique de la rutine (Hammamdia,2010)
Tableau 4: Composition chimique des feuilles de laurier noble
Classes Composes Réferences
Lactones La déhydrocostuslactone,érémanthine, (Yoshikawa et al.,

sesquiterpéniques

désacétyllaurénobiolide, laurénobiolide,
reynosine, santamarine

2000)

I’hypéroside et kaempférol-3 rhamnoside et 3-
arabinoside. Le kaempférrol-3-rhamnoside, 2-
p-coumaroyles.

Alcaloides Actinodaphonine, isodomesticene, launobine, | (Brigittpee et
N-méthylactinodaphonine, nandigérine, Bruneton, 1982)
néolitsineetréticuline.

Flavonoides Principalement la rutine, I’isoquercitrine, (Fiorini et al.,

1998 ;Kang et al.,
2002).

Hétérosides de

Méthoxyisolarecirénol-9-0-xylosides, -0-

(Uchiyama et al.,

sinapique, gentisuque et vanillique.

lignanes sécoisolariciresinol-9-0-xylosides. 2002)
Acides Acidephénylacrylique, carbonique : libresou | (Barla et al., 2007)
phénoliques estérifiés, acides p-coumarique, fénulique,

8.Usages traditionnels du Laurus nobilis L.

Le laurier est réputé pour ses multiples vertus médicinales. Il est utilisé pour traiter les

troubles digestifs et les douleurs arthritiques, tout en stimulant l'appétit et les sécrétions

gastriques. Traditionnellement, ses feuilles en infusion agissent comme un tonique pour

I'estomac et la vessie, et en cataplasme, elles soulagent les pigdres d'insectes. L'écorce, quant

a elle, aide a dissoudre les calculs rénaux et a soigner les affections du foie. Ajoutée a l'eau du

bain, une décoction de feuilles apaise les membres endoloris (Larousse, 2001). La médecine

traditionnelle turque valorise son extrait aqueux pour ses propriétés anti-hémorroidales,

antirhumatismales, diurétiques, et comme antidote contre le venin de serpent (Kivcak et

Mert, 2002). Comme le soulignent Ferreira et al. (2006), au-dela de ses usages établis en
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cuisine et en médecine traditionnelle, le profil de cette plante suggére un potentiel pour de
nouvelles applications.
9.Utilisation en parfumerie et cosmétique

L'huile essentielle de feuilles est utilisée en cosmétique pour la parfumerie, les savons
et les cremes. Riches en acides gras, les baies servent a fabriquer des bougies ainsi que des
savons parfumés traitant I'acné et les pellicules (Aquino et al., 2024 ; Ekakitie,2024).

10.Propriétés pharmacologiques et activités biologiques

Laurus nobilis L.est une plante médicinale aromatique qui a des propriétés
thérapeutiques en attribuant a la médecine traditionnelle et & la pharmacologie diverses
propriétés anti-inflammatoires et antiseptiques grace a ses composants (Bouchaale et al.,
2015).De multiples études ont été consacrées a I’utilisation large des feuilles, des baies et

leurs huiles essentielles (Caredda et al., 2002;Kilie et al., 2004).

10.1.Activité antimicrobienne
> Activité antifongique
L'huile essentielle de Laurus nobilis L. présente une activité antifongique notable.
Contre Candida albicans, sa CMI a été déterminée a 0,5 pg/mL par la méthode de micro
dilution (Hou & Hunag, 2024). De méme, une autre étude sur Fusarium sporotrichioides a
confirmé ce fort pouvoir antifongique, atteignant un indice d'inhibition de 100 % a une
concentration de 0,5 % (Salhi et al., 2015).
> Activité antibactérienne
L'huile essentielle de laurier présente une forte activité antibactérienne contre de
multiples especes, tant a Gram positif qu'a Gram négatif (EI Malti et Amrouch, 2009). Cette
efficacité est principalement attribuée a sa teneur élevée en 1,8-cinéole, son composant
majoritaire (Alejo-Armijo et al., 2017).
» Activité anti biofilm
Les biofilms, définis comme des communautés microbiennes complexes et hautement
résistantes aux antimicrobiens, constituent une menace majeure pour la santé publique,
I'industrie agroalimentaire et les systémes de distribution d'eau potable (Sanchez et al., 2016).
Face a ce défi, les huiles essentielles se révelent étre une stratégie prometteuse pour leur
éradication et le contrdle de leur formation, agissant souvent en complément des antibiotiques
et désinfectants. Le mécanisme d'action de l'huile essentielle de laurier illustre bien ce

potentiel : son caractére hydrophobe lui permet d'altérer la perméabilité de la membrane
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cellulaire bactérienne. Cette modification structurelle entraine une cascade d'effets délétéres,
incluant la coagulation du cytoplasme, la fragmentation de I'ADN et Il'inhibition du quorum
sensing (QS). De plus, ces huiles perturbent les mécanismes de régulation de la croissance et
de la nutrition bactériennes (El Tarabily et al., 2021).

10.2.Activité anti-inflammatoire

L'extrait éthanoique (80%) de feuilles de laurier séchées, administré par voie orale a
des rats (100 mg/kg), a inhibé de 19% l'edéme induit. Par ailleurs, les extraits a l'acétate
d'éthyle et a I'nexane, appliqués par voie topique sur l'oreille de souris (20 pL/animal), se sont
montrés actifs contre l'inflammation induite par l'acétate de phorboltétradécanoyle (TPA)
(Olivier et Imael, 2017).

En 2005, I'équipe de Fang et al. a isolé et identifié six composés actifs a partir des
fruits et des feuilles du Laurus nobilis L. 1l s'agit de six lactones sesquiterpénes qui présentent
diverses propriétés pharmacologiques, notamment un effet anti-inflammatoire.

10.3.Activité antioxydant

L'huile essentielle et I'extrait méthanolique d'huile de graine de Laurus nobilis L. ont
démontré une activité antioxydant significative lors de tests utilisant le piégeage du radical
DPPH et le B-caroténe/acide linoléique (Simié, 2003; Ozcan et al., 2010).

10.4.Activité antidiabétique

Les feuilles de Laurus nobilis L. (Laurier noble) possédent des propriétés
antidiabétiques et la capacité de renforcer la glutathion S-transférase hépatique. Une étude de
Bechkri et Meslem (2018) a montré qu'un extrait éthanolique de ces feuilles, administré a des
doses de 200 a 600 mg/kg, réduit significativement la glycémie. Une autre recherche a mis en
évidence que son huile essentielle inhibe fortement (& plus de 90 %) l'alpha-glycosidase
intestinale, et ce, dés une concentration de 7,5 pg/ml (Khan et al., 2009).
11.Etude toxicologique (toxicité)

Laurus nobilis utiliseé a des doses excessives provoque des effets narcotiques. A ce
propos, une irritation cutanée légere peut apparaitre lors d’une application locale (Aouadhi,
2010). Effectivement et avant toute expérience, il semblerait que les feuilles du laurier ainsi
que son huile essentielle ne présentent pas une toxicité significative. Néanmoins, elles
peuvent engendrer des réactions de sensibilisation, notamment des dermatites de contact
allergiques car elles renferment des lactones sesquiterpéniques dont le costunalide. Ces
derniers présentent un groupement méthyle exo cyclique, ce qui explique le potentiel de

sensibilisation modéré exercé par la drogue.
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Une fois cuit, le laurier garde toujours son caractere allergisant, ce qui conduit a des
manifestations allergiques, en I’occurrence des inflammations buccale et/ou stomacale.

Par ailleurs, le fruit du laurier a toujours été utilisé a des fins rituelles et médicinales
pour ses principes actifs distribués dans les feuilles, les fleurs, les racines et les baies. A noter,
en plus, que ses principaux composeés sont le 1.8- cinéole, 1’eugénol et le géraniol. Pris a des
doses variantes, il peut provoquer des hallucinations visuelles et auditives ainsi que des
convulsions, des tremblements, de la Iéthargie, des confusions, du délire voire une psychose

qui pourrait durer de deux a trois jours (Fanit et Hadji,2021).
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Chapitre 02 Les biofilms

1. Géneralités
1.1.Qu’est-ce qu’un biofilm ?

Un biofilm (ou film biologique) est défini comme un amas de divers micro-organismes
assemblés et protégés par des glucides. Autrement dit, il s’agit de micro-organismes liés
irréversiblement a une surface et enchassés dans une matrice exo polymérique. Cette matrice
est produite par des cellules composantes du biofilm. Les organismes associés aux biofilms
different de ceux en phase planctonique en ce qui concerne le phénotype, le taux de
croissance et les genes transcrits (Donlan, 2002;Donlan et Costerton, 2002).

Les amas de cellules formés sont enveloppés d’une matrice extracellulaire s’adhérant
sur les surfaces biotiques ou abiotiques (Macias-Paz et al., 2023;Malinovska et al., 2023).
Cette structure tridimensionnelle garantit ainsi une protection contre les agents
antimicrobiens, les cellules immunitaires et les conditions environnementales hostiles
(Bonhomme et d’Enfert, 2023).

On peur citer, parmi les micro-organismes capables de former des biofilms, les
bactéries, les algues, les protozoaires et les champignons. Les biofilms peuvent comprendre
une seule espece mais, en genéral, ils sont mixtes dans la nature. Les micro-organismes
peuvent se développer sur une grande variété de surfaces dont les dispositifs medicaux, les
canalisations des systémes d’eau potable ou industrielle, les tissus vivants ou sur des supports

qui se retrouvent dans le sol ou dans des milieux aquatiques (Donlan, 2002).

Figure 10: Exemples de biofilms (Donlan et Costerton,2002 ; Donlan,2002).

A — biofilm formé sur une surface métallique (Donlan et Costerton, 2002).

B — biofilm formé sur la surface d’un dispositif médical (Donlan, 2002).
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Par ailleurs, il a été révélé que la croissance des micro-organismes sous forme de
biofilm I’emporte sur tous les systemes naturels, industriels ou médicaux (Costerton et al.,
1995).

En dépit de la description des biofilms pour la premiére fois au XVII°™ siécle par
Antonie Van Leeuwenhoek, la théorie des biofilms a été présentée et élaborée uniquement en
1978 par John William Costerton (Costerton et al., 1978).

Les biofilms sont responsables de graves problémes dans divers secteurs de I’activité
humaine ou sont enregistrés 65% des infections bactériennes rencontrées en milieux
hospitaliers (Lewis, 2007). Ils peuvent causer aussi dégats importants dans 1’industrie, I’agro-
alimentaire (Costerton et al., 1995). A noter, en outre, qu’on a associé plusieurs infections et
maladies humaines au développement des biofilms notamment les parodontites, la carie
dentaire, la stomatite prothétique, la fibrose kystique, I’ostéomyélite et méme les infections
nosocomiales relevées aux implants médicaux (lentilles de contact, tubes endothoraciques,
cathéters, valves cardiaques artificielles ou protheses articulaires (Costerton et al., 1999;Fux
et al., 2003; Richards et Melander, 2009; Filoche et al., 2010).

Néanmoins, ces micro-organismes ont aussi des c6tés positifs voire vitaux concernant
les biofilms physiologiques. A ce propos, on notera que les biofilms sont utilisés dans les
procédes de traitement des eaux usées et représentent méme des agents geochimiques
importants dans les environnements de surface (Nicolella et al.,2000). C’est ainsi que 1’étude
des biofilms et leur contréle sont considerés comme primordiaux pour la société et constituent
des enjeux de santé publique.

1.2.Formation et développement du biofilm microbien

Le développement d'un biofilm microbien s'effectue en plusieurs étapes.. Dans un
premier lieu, les cellules sont attachées aux surfaces qui ont des propriétés physicochimiques
adéquates et ce a ’aide des appendices cellulaires tout en y adhérant irréversiblement en
s’enrobant dans une matrice exopolymértique. Ensuite, le rassemblement des cellules
constitue des micro colonies dont la différenciation méne a I’élaboration du biofilm (Stoodley
et al., 2002). Dans le biofilm mature, les micro colonies sont séparées par des canaux aqueux
permettant la circulation des nutriments et des gaz et par conséquent I’¢élimination des déchets
(Stoodley et al., 1994). Finalement et en cas de carence nutritionnelle, les cellules se
détachent du biofilm et reviennent au mode de croissance planctonique (Stoodley et al.,
2002).
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Figure 11: Les étapes du développement du biofilm bactérien (Stoodley et al., 2002; Sauer,
2003)

Il faut savoir, par ailleurs, que les scientifiques se demandent toujours pourquoi les
micro-organismes sont assemblés et vivent dans de telles communautés structurales
complexes. Les études révelent que les biofilms constituent une stratégie de survie et de
prolifération microbienne. Les biofilms ont fait leur apparition il y a environ 3.25 milliards
d’années et ont permis aux micro-organismes de survivre dans des milieux hostiles et de
coloniser de nouvelles niches (Hall-Stoodley et al., 2004). Ces communautés montrent une
grande résistance aux traitements antimicrobiens et a I’'immunité de I’hote. Cette résistance
est attribuée a la pénétration limitée des agents antimicrobiens dans la matrice exo
polymérique ainsi qu’a la survie d’une petite sous population des cellules dormantes, les
persisteurs, qui recolonisent, par la suite, le biofilm (Fux et al., 2003 ; Lewis, 2007, 2010).

Cependant et malgré leur résistance accrue, les biofilms ont des prédateurs naturels
notamment les protozoaires, les bactériophages et les leucocytes polymorphonucléaires. De
méme que la compétition inter especes peut se produire dans les biofilms mixtes (Donlan,
2002;Nadell et al., 2009).

1.3. Quorum sensing

Les bactéries sont capables d’afficher une réponse collective a I’environnement tout en
démontrant un méme comportement quand elles sont mises dans certaines conditions
environnementales. Il s’agit d’une indication de la communication entre les individus de la
population (Riedel et al., 2001). Quorum sensing (QS) est lenom donné a cette forme de

communication qui dépend des signaux de densité cellulaire (Lamouri,2020).
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En g@énéral, maintes especes bactériennes a Gram négatif utilisent les
acylhomosérines lactones (AHL) en tant que molécule de signalisation alors que d’autres
molécules n’ont pas encore été identifiées. Pour les bactéries a Gram positif, un traitement
post-transcriptionnel des peptides est utilisé comme auto-inducteur ou des y-butyrolactones
(Xai-Leung et Bassler, 2009).

2. Les biofilms chez Candida albicans
2.1.Définition
Les Candida albicans se définissent comme étant des levures pathogénes se
caractérisant par de multiples facteurs de virulence comme la transition morphologique, la
sécrétion des enzymes hydrolytiques et la capacité a former un biofilm (Talapko et al., 2021).
Autrement dit, Candida albicans forment une espece fongique souvent associée a la
formation du biofilm. A signaler que les espéces de Candida sont responsables d’environ 20%

des infections dues aux dispositifs médicaux qui sont implantés (Kojic et Darouiche, 2004).

L \ g g SR :
A A ‘.3 | B T Y o
Figure 12: Biofilm de C. albicans (Douglas,2003; Ramage et al.,2004)
A- Micrographie électronique d’un biofilm de C. albicans formé sur un cathéter en PVC : on
note I’aspect diphasique du biofilm couche basale ders blastospores + une couche supérieure
avec des formes filamenteuses, barre d’échelle = 10um (Douglas, 2003)
B — Micrographie électronique d’un biofilm de C. albicans formé sur une prothese dentaire
d’un patient atteint d’une stomatite prothétique, barre d’échelle = 5um (Ramage et al.,2004).
2.2. Composition du biofilm
Le biofilm se présente comme une architecture complexe tridimensionnelle. Cette
architecture comprend des cellules de levures, des pseudo hyphes et des hyphes englobés dans
une matrice extracellulaire (Lohse et Johnson, 2009).
» La matrice extracellulaire
C’est une barricre sélective qui sert a séparer les cellules contenues dans le biofilm et

le compartiment externe. Sa composition (figure 13) est variable en fonction des changements
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des conditions de croissance et la localisation de biofilm chez I’héte (Wijaya et al.,2023). La
matrice extracellulaire se constitue majoritairement des glycoprotéines et des glucides, mais
les polysaccarides qui dominent sont les mannanes a-1,2 ramifié et a-1,6 qui s’associent au -
1,6 glucane linéaire et a une petite quantité de p-1,3 glucane. Ceci confére la résistance aux
antifongiques. La matrice posséde, en plus, des molécules lipidiques et des acides nucléiques
extracellulaires (Atriwal et al., 2021).

Neutral lipids
G":’:‘,‘:‘" §9.2%
= Polar lipids
10.4%
Sphingolipids
0.5%

Figure 13: Composition de la matrice extracellulaire de biofilm des C. albicans (Alim et al.,
2018).

2.3. Mécanismes de formation de biofilm
La formation de biofilm chez Candida albicans est un processus complexe qui se
déroule en quatre étapes essentielles(Rapala-Kozik et al., 2019).
2.3.1. L’adhésion
Cette étape se caractérise par la fixation des cellules de levure flottantes a des surfaces
vivantes, notamment les muqueuses, les vaisseaux sanguins, ou non vivantes comme les
dispositifs médicaux. Cela se fait par les adhésines telle que la famille des séquences de type
agglutinine (ALS), qui sont des glycoprotéines de la paroi cellulaire (Ponde et al., 2021). Les
protéines impliquées sont les ALS 1, ALS 3 et ALS 5 assurant les interactions entre les

cellules, ce qui méne a la formation d’un agrégat cellulaire fixé sur la surface (Xu et al.,
2022).

2.3.2. La prolifération
Cette deuxieme phase se caractérise par la croissance et ’augmentation du nombre de

cellules de levure qui se propagent en vue de former la structure filamenteuse hyphale. Durant
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ce processus, des enzymes de la famille hydrolase sont libérées par les Candida albicans en
I’occurrence les protéines aspartiques secrétées (Saps) qui permettent aux cellules de biofilm
de s’agréger et de communiquer entre elles (Rapala-Kozik et al.,2019).
2.1.3. La maturation
Cette étape aboutit a une structure tridimensionnelle formée d'un réseau complexe de
plusieurs couches de cellules polymorphes, notamment des cellules hyphales, des cellules
pseudo-hyphales et des cellules de levure rondes englobées dans une matrice extracellulaire.
Durant cette organisation, de nombreux pores et canaux d’eau se forment pour assurer la
circulation des molécules de quorum sensing permettant la communication entre le biofilm et
son environnement (Ponde et al.,2021;Malinovskaet al.,2023).
2.1.4. Ladispersion
Cette quatrieme étape concerne la description du processus qui permet aux cellules
non adherentes de se détacher pour coloniser un autre environnement favorable a la formation
d’un nouveau biofilm. Ceci est assuré par la protéine de la paroi fongique qui est une
glycoprotéine de la paroi cellulaire. Elle a des propriétés antiadhésives. A signaler enfin que
les cellules dispersées se caractérisent par la capacité a former des filaments, une adhésion
améliorée, une sensibilité réduite aux antifongiques ainsi qu’une capacité accrue a
endommager les cellules endothéliales (Alim et al. ,2018; Ponde et al. , 2021; Malinovske et
al. ,2023).
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Figure 14: Mécanisme de formation de biofilm chez C. albicans (Talapko et al., 2021).
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2.4.Résistance du biofilm de Candida albicans

« Les cellules persistantes » est le nom donné a une population spécifique de cellules
qui conferent au biofilm une résistance majeure. Ce sont des variantes dormantes qui se
détectent en présence d’antifongiques et se trouvent au fond d’un biofilm (vila et Rozental,
2016).Les cellules persistantes activent une réponse aux stress oxydatifs par la surexpression
des super oxydes dismutases (SOD) permettant la protection des cellules. Elles expriment, en
outre, une enzyme corrélée a la survie prolongée aprés I’exposition a 1’amphotéricine B

appelée « alkyle hydroxyde réductase » (Wuyts et al., 2018).

2.5.Impact du biofilm de Candida albicans sur la santé humaine
La formation de biofilm par les Candida albicans présente une contrainte non
négligeable pour plusieurs secteurs comme I’environnement, 1’agro-alimentaire voire les
établissements hospitaliers (Rodriguez et al., 2020). Les biofilms peuvent facilement se
former sur les tissus biologiques ou sur les matériaux médicaux (Gulati et Nabile, 2016).
Ceci engendre des infections chroniques a savoir :
v La candidose vulvovaginale: une affection des voies génitales chez les femmes
(Fanou et al., 2022).
v Lacandidémie: grave affection se développant sur les cathéters intravasculaires
et veineux. Elle se caractérise par sa forte capacité d’endommager les tissus
humains via la voie hématogene (Akbari et kjellerup, 2015).
v' Le muguet: candidose caractérisée par son aspect blanchatre et crémeux
touchant surtout les surfaces muqueuses (Fanou et al., 2022).

v La stomatite : une inflammation locale ou générale des muqueuses.
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1. Définition

En 1980, la méthode du docking moléculaire a été utilisée dans le domaine de la
conception de médicaments assistée par ordinateur. Il est basé sur le processus d’inspection
basé sur la structure. Cette technologie est plus rapide et moins colteuse que les méthodes
expérimentales (Alla, 2020).

Le docking moléculaire ou L'amarrage moléculaire est une approche couramment
utilisée en chimie pharmaceutique. Cette méthode permet de prédire la capacité d'interaction
entre un ligand et une protéine, ou entre deux molécules entre elles(Rayar, 2017 ;

Chrysanthi, 2021).

Figure 15: Docking de deux molécules (Arrault, 2007).
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Figure 16: Docking récepteur-ligand (Hugo, 2018).
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‘Input to
docking
program

Search
algorithm

Figure 17: Programme du docking (Rahul, 2022).

2. Intérét du docking moléculaire
Les techniques utilisées pour étudier expérimentalement la structure tridimensionnelle
des complexes protéiques, telles que la cristallisation aux rayons X, la résonance magnetique
nucléaire, la microscopie électronique et autres, sont devenues soumises a certaines
restrictions liées a la taille et a la nature des protéines, ainsi qu'en termes de colt et de temps
¢levés. C’est pourquoi les scientifiques ont eu recours au développement d’une technologie
d’amarrage moléculaire pour la rendre plus rapide, plus facile a appliquer et moins

colteuse(Férey et al., 2009).

3. Objectifs du docking moléculaire
Le but du docking moléculaire est de déterminer la structure a partir de molécules
simples. Il est également possible de prédire la direction d’une protéine vers un ligand afin
d’obtenir un complexe plus stable, in silico. Cette méthode est donc plus simple, plus rapide
et moins colteuse que les méthodes expérimentales (Bouanane et Benloucif, 2015).
Il existe deux approches principales dans ce domaine pour prédire le modele et le type
d’interaction entre deux molécules :
v Une approche basée sur la complémentarité des surfaces
v Une approche basée sur des calculs énergétiques complexes
Les algorithmes d'amarrage moléculaire sont efficaces dans le domaine de la
pharmacie, car ils sont largement utilisés dans la conception de médicaments et la découverte

de composés biologiquement actifs. Ces algorithmes sont capables de déterminer le type
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d’interaction entre de petites molécules (Ligands) avec une cible biologique (récepteur) et de
produire une configuration tridimensionnelle (3D) (Aurélien, 2007).
4. Outils du docking moléculaire
Il est devenu indispensable d’appliquer le docking moléculaire dans les domaines

médicales et pharmaceutique. C'est parce qu'il a un avantage thérapeutique et une importance.

4.1.Ligand
Un ligand est un atome, un ion ou une molécule qui forme généralement un complexe
avec un ou plusieurs atomes ou ions centraux pour servir un objectif biologique tel que la
stabilité structurelle, la catalyse ou la modification de lactivité enzymatique ou la
transduction du signal. Le mot ligand est dérivé du mot latin qui signifie se lier. Le ligand se
lie a la protéine, modifiant ainsi sa structure tertiaire de maniére spécifique et non covalente.
Ce qui lui fait un role important dans ses fonctions
Il existe deux manieres principales d’obtenir la structure du ligand :
v' Utiliser des bibliotheques chimiques et des bases des données chimiques contenant des
collections de molécules chimiques disponibles virtuellement ou dans le commerce.
Tels que PubChem, ChEMBL, ZINC
v' Concevoir et dessiner manuellement les ligands : Cette méthode nécessite des
programmes de modélisation partielle tels que ChemDraw pour créer et améliorer la

structure tridimensionnelle du ligand (Dekkiche et Benaiche, 2018).

4.2.Récepteur

Le récepteur est une macromolécule, 1l posséde une structure spéciale qui lui permet
de se lier a une molécule spéciale appelée ligand. Il est généralement une protéine. Les
structures 3D des protéines disponibles gratuitement dans la base de données PDB nous
permettent d'obtenir les récepteurs. Les conformations 3D peuvent étre lues a 1’aide des
logiciels de docking qui nous permettent d’accéder a une variété d’informations sur la
protéine en question. La modélisation d'’homologie est utilisée avec des protéines de
séquences similaires lorsque la structure cible n'est pas disponible dans la PDB pour générer
la structure 3D (Tifourak, 2019).
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5. Différents types du docking moléculaire
5.1.Docking rigide
Dans ce type, I'amarrage entre le ligand et la cible est considéré comme I'action d'une clé et
d'une serrure, ou la clé (le ligand) a la taille et la forme pour ouvrir la serrure (la cible), ou

I'amarrage solide ne prend en compte que la rotation et la translation du ligand, ce qui limite
la précision et la spécificite des résultats(Rayar, 2017).

i J

Bonne complémentarité

Mauvaise complémentarité
de taille et de forme

de taille et de forme

Figure 18: Docking rigide (Muorinen et Schuster, 2015).

5.2.Docking semi-flexible

Dans le docking moléculaire, la protéine maintient sa rigidité tandis que le ligand est
totalement ou partiellement flexible tout au long de ce processus(Chrysanthi, 2021).
5.3.Docking flexible
Le site actif ou la poche formé par des acides aminés ainsi que le ligand sont plus

flexibles, et c'est la raison pour laquelle ce type de Docking pendre une long tempe pour la
calcul, mais c'est le plus réaliste (Judith, 2011 ; Chrysanthi, 2021).
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Figure 19: Schéma de protocole général du docking (Férey et al., 2009).

6. Etapes du docking moléculaire
Le docking est réalisé en deux parties : une partie docking et une deuxiéme partie, le
scoring (Daissa, 2019).
6.1.Docking moléculaire
Au cours de cette étape, les conformations les plus appropriées sont testées, au fur et a
mesure que le récepteur est placé dans le site actif, puis en recherchons les correspondances.
Cette étape est appelée la sélection (Daissa, 2019).
6.2.Scoring moléculaire
C'est ce qu'on appelle le classement. A ce stade, le degré auquel le ligand forme un
complexe avec le récepteur est compté, puis chaque position obtenue lors du processus
d'amarrage se voit attribuer un score. C'est généralement une estimation de l'affinité du ligand
envers la cible qui détermine les positions les meilleures et les plus stables (Dekkiche et
Benaiche, 2018).
7. Procédure du docking
Pour prédire les interactions entre un ligand et son récepteur, une procédure typique est
appliquée, passant par plusieurs étapes (Aureélien, 2007).
7.1.Premiere étape
Plusieurs procédures ont lieu a ce stade. Premiérement, la structure du récepteur est

représentée par cristallographie aux rayons X, modélisation moléculaire ou résonance
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magnétique (RMN), aprés quoi les interactions cristallines sont vérifiées par un examen
continu de la structure au niveau moléculaire (Aurélien, 2007).
7.2.Deuxieme étape
A ce stade, certains des acides aminés qui composent le site actif peuvent étre
manquants ou flexibles, c'est pourquoi tous les acides aminés doivent étre vérifiés car le
docking moléculaire ne peut pas étre précis dans ces cas (Aurélien, 2007).
7.3.Troisiéme étape
Enfin, aprés avoir saisi les informations nécessaires dans le programme d’amarrage
moléculaire, celui-ci suggeére les meilleures conformations possibles et attribue un score a

chaque conformation (Aurélien, 2007).

Figure 20: Etapes générales du docking moléculaire (Aurélien, 2007).

8. Applications du docking moléculaire

La conception de nouvelles molécules actives est une étape primordiale pour le
développement d'un nouveau médicament ce qui peut avoir un impact positif sur la santé des
patients

Les améliorations des techniques cristallographiques sont proportionnelles avec le
nombre des structures résolues. Alors un tel filtrage semble important, étant donné que des
milliers de molécules actives sont nécessaires pour avoir la chance qu’une d'entre elles
devienne un principe actif. Les applications du docking moléculaire sont présentées ci-
dessous (Aurélien, 2007) :

v Conception du médicament basée sur le docking des fragments.

v Criblage virtuel.
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Docking Moléculaire

v Optimisation de lead et hits (analyse rétrospective pour différencier les « bons » et

les « mauvais » ligands) (Chrysanthi, 2021).
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Figure 21: Application du dockingmoléculaire (Pinzi & Rastelli, 2019).
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1. Matériel
1.1.0rdinateur personnel

Nous avons utilisé des ordinateurs personnels d’une mémoire de 4 Go sous le systeme
d’exploitation 64 bits, pour charger les programmes dont nous avions besoin pour cette étude.

1.2.L.es programmes
1.2.1. Discovery Studio 4.0 client

Un programme développé par la société BIOVIA, utilise dans des nombreux domaines
tels que la chimie computationnelle et également dans la conception et le développement des
composés pharmaceutiques. Dans notre étude, nous l'utilisons pour générer des diagrammes
2D et 3D des interactions ligand-substrat et les imager a haute résolution (Houhou et
Djouama, 2023).

1.2.2. Autodock Vina

Autodock Vina_1 2 3 win32 est un logiciel le plus rapide et les plus utilisés pour
faire le docking moléculaire, Ce programme a été initialement développé au laboratoire de
micrographie par le Dr Oleg Trott. Il est désormais maintenu et développé par le laboratoire
Furley du Scripps Research Institute (Hosrom,2023).

1.2.3. MGL Tools (Molecular Graphics Laboratory)

MGLTools win32_1.5.6 est un programme développé par linstitut de recherche
Scripps qui est utilisé pour créer un fichier pdpqgt pour le ligand et la cible qui contient des
diagrammes tridimensionnels, des charges atomiques qui sont ensuite utilisees dans
I'alignement moléculaire pour calculer I'énergie de liaison entre le substrat et le ligand et
également pour déterminer la pose optimale (Islam et al., 2017).

1.2.4. OpenBabel-3.1.1

Openbabel est un logiciel de chimie expert développé par Geoffrey R. Hutchison qui
est un professeur de chimie computationnelle, et a I’aide d’un groupe des chercheurs.

Il s'agit d'un systéeme dont la tache principale est de convertir les formats de fichiers
chimiques et de traduire divers types de données moléculaires et chimiques. Il est donc utilisé
dans des nombreux domaines tels que la modélisation moléculaire, la biochimie, la
conception de médicaments et I'informatique chimique (Hosrom, 2023).

1.3.Les banques de données
1.3.1. Protein Data banque (PDB)

PDB (Protein Data Bank) est une base de données mondiale gratuite créée en 1971

sous I'égide du RCSB (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics) qui aide les

chercheurs en biologie structurale, les spécialistes de la conception de médicaments... car elle

33



Matériel et Méthodes

est dédiée au stockage des structures tridimensionnelles des acides nucléiques, des protéines
et d'autres biomolécules (Antoine, 2006)
1.3.2. Pubchem
Il s'agit d'une base de données chimique américaine qui fournit des informations
gratuites sur plus de 110 millions de composés. Il s’appuie sur diverses sources de données
pour obtenir ses informations. Il stocke un ensemble d'informations chimiques sur les essais
cliniques, les structures moléculaires, les propriétés et les données spectrales, ce qui en fait
une destination pour de nombreux chercheurs et également une ressource précieuse pour la
découverte de médicaments et de molécules (Kim et Bolton, 2023).
1.4.Les cibles
v Agglutinin-Like Sequence 3
La séquence 3 de type agglutinine (Als3) fait partie de la famille des protéines Als
chez Candida albicans et joue un role crucial dans l'adhésion et la pathogénicité. Elle
contribue a I'évasion immunitaire en se liant au récepteur TIGIT des cellules NK et T
(Charpak-Amikam et al., 2022).
1.5.Les ligands
1.5.1. Larutine
Quercetine-3-O-rutinoside est molécule composé d’un flavonol et d’un disaccharide,
elle a inhibé la croissance de Candida albicans avec une concentration inhibitrice minimale
de 37,5 ng/mL. Cependant, elle n'a pas montré de cytotoxicité envers les cellules hépatiques
primaires, ce qui indique son potentiel comme candidat pour un traitement antifongique
(Ivanov et al., 2020).
1.5.2. Eugénole
L'eugénol est un monoterpénoide phénolique volatil présent dans des plantes
aromatiques comme le clou de girofle et la cannelle. Il a des nombreuses applications dans les
domaines pharmaceutique, alimentaire et cosmétique. Il est reconnu pour ses proprietes
antimicrobiennes, anticancéreuses, antioxydantes, anti-inflammatoires et analgésiques, mais
peut entrainer des effets secondaires en cas d'exces (Sharma et al., 2022).
1.5.3. 1,8-cinéole
Le cinéole, également connu sous le 1,8-cinéole , est un monoterpéne naturel présent
dans diverses huiles essentielles de plantes. Ses propriétés anti-inflammatoires,
antimicrobiennes et gastroprotectrices contribuent a son utilisation en phytothérapie

traditionnelle et dans les produits de santé( Ryma, 2023).
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Tableau 5: La structure 2D et 3D de la rutine, 1,8-cinéole et I’eugénol

Ligand

Structure chimique 2D

Structure 3D

Rutine O
Ho o
[T
T H
y o o o e
T (a]
e, O o [:)H
,©
1,8-
Cinéole og
- ~
Eugén 0 e
ol
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2. Méthodes
2.1.Preparation du docking.
2.1.1. Préparation de la protéine (la cible).
Le téléchargement de la structure de la protéine utilisée a été réalisé sous forme PDB,

a partir de la base de données Protéine Data Bank (http://www.pdb.org)

RCSB PDB Deposit ~ Search ~ Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Leam ~ About ~ Careers COVID-19 m

< Biological Assembly 1 € > £ Dala API
2 < [4LE8 pdb_00004le8

Structure of the Als3 adhesin from Candida albicans, residues 1-299 (mature sequence)
PDE DOI: hitps://doi.org/10.2210/pdb4LES/pdb

Classification: CELL ADHESION
Organism(s): Candida albicans
Expression System: Escherichia coli BL21
Mutation(s): No @

Deposited: 2012-06-25 Released: 2014-09-24
Deposition Author(s): Lin, J. Gamett, J A, Cota, E

Experimental Data Snapshot WWPDB Validation @ & 30 Report || Full Report

Method: X-RAY DIFFRACTION
Resolution: 1.73 A

Metric Percentile Ranks Value

S 204
® Explore in 3D: Structure | Sequence Annotations | R-Value Free: — 12
Electron Density | Validation Report 0291 (Depositor), 0290 (DCC) & S—
R-Value Work: z
Global Symmetry: Asymmeiric - C1 @ 0.257 (Depositor), 0.270 (DCC) @& 0.4%
Global Stoichiometry: IMonomer - A1 @ R-Value Observed: RSRZ ou — 19.7%

Figure 22: Structure 3D de la protéine Als3

Apres avoir €¢liminé les molécules d’eau et les ligands en vue d’obtenir un modéle
simplifié de la protéine, on a ajouté les atomes d’hydrogeéne en utilisant le logiciel Discovery
Studio (figure 23).Les structures nettoyées ont été enregistrees ensuite au format PDBQT, par

le logiciel Auto Dock Tools (figure 24).

[E3 Discovery Studic Visualizer — [m] X
File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart Scripts Tools Window Help
[EEEEETSTS Simuiation | Receptor-Ligand Interactions | Pharmacophores | small Molecules | X-ray | My Too: |
Pal () @  [MDisplay Style... ¥ Mon-bond Interactions... =
£ [+]Ds welcome [&7] Rutine [ asan B 0
~ ] <Cell>

Figure 23: La cible apres le nettoyage.
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File 3D Graphics Edit Select Display Color Hydrogen Bonds Compute Grid3D Help

REY™ 2oL NS =0Eeme]

r
4074 2 Ligand Flexible Residues Grid Docking Run  Analyze

J Dashboard ‘ Scenario ‘ Tools |
Sel.: x|lcvp x|
= i | S L BCRMSLCI
"'g', ’ﬂ‘-’*‘ o A e on
All Molecules OOODO0OVY
Current Selection OOODO0OVEY

B q@ALS3 O®OO0OOVY

Figure 24: la cible au format PDBQT.

2.1.2. Preéparation des ligands.
Le téléchargement des ligands a été réalisé via la chimio-thequePubChem afin de
s’assurer des résultats fiables et reproductibles (figure 25 et 26). On les a convertis ensuite du

format SDF au format PDB par I’utilisation du logiciel Open Babel (figure 27 et 28)
Publ[Clhem Rutin (Compound)

1.2 3D Conformer @

Q Structure Search |~ Get Image i Download Coordinates

Interactive Chemical
Structure Model

ra
H
(® Ball and Stick

QO sticks
P =

O Wire-Frame @

o Space-Filling

Show Hydrogens

D Animate

Conformer 1 of 10 Next » Last D

» PubChem

Figure 25: La rutine dans la chimio-thequePubchem.
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Pub@hem Eugenol (Compound)

» PubChem

1.2 3D Conformer @

Q Structure Search [~ Get Image ! Download Coordinates

Interactive Chemical ra
Structure Model

(® Ball and stick

QO sticks

O Wire-Frame

O Space-Filling

Show Hydrogens

D Animate ) ' +

Conformer 1 of 9 Next » Last »

Figure 26: L’eugénol dans la chimio-thequePubchem.

o OpenBabelGUI — m} K
File View Plugins Help
---- INPUT FORMAT ---- ---- OUTPUT FORMAT ----

sdf -- MDL MOL format ~([? pdb -- Protein Data Bank format ~[[?

[] Use this format for all input files (ignore file extensions)

C:\Users\Micro-Tech\Downloads\ l:l Start import at molecule # specified * OQutput file
[ Conformer3D_COMPOUND_CID_5280805 (1).sdf | | ... || | End import at molecule # specified
[Jinput below (ignore input file) [ Continue with next object after error, if possible Qutput below enly (no output file) [] Display in firefox
[[] Compress the output with gzip
5%82?:5"‘_031325”183D * | [ Decompress the input with gzip 1 molecule converted
[ Attempt to translate keywords
73770 10000 0999 V2000 O COMPND 5280805 ~
Delete hydrogens (make implicit)
09151 -0,1224 175440 00000000000 : AUTHOR GENERATED BY OPEN BABEL 2.4.1
0 (W 22 Ly s (et erpet) HETATM 10 UNL 1 0315 -0.122 1754 1.00 0.00
08004 2.5595 1.01790 00000000000 [ Add hydrogens appropriate for this pH 0
U 20T EHTE (SR 0000000000 [ Convert dative bonds e.g.-[N+]([0-1)=0 to -N(=0)=0 HET%TM 20 UNL 1 0800 2538 1.018 1.00 0.00
' ' ’ [] Make dative bonds e.g.-[N+](0-])=0 from -N(=0)=0 HETETM 30 UNL 1 -1.340 3.510 0.638 1.00 0.00
3.0158 21502 371290 00000000000 [J Remove zll but the largest contiguous fragment 0
0 [ Center Coordinates HETATM 4 O UNL 1 3016 2150 3713 1.00 0.00
0 48927 01836 273030 00000000000 [J Combine mols in first file with others by name HET}ETM 50 UNL 1 4503 0184 2730 1.00 0.00
11682 -2.3514 111200 00000000000 Convert only if match SMARTS or mols in file: o ’ ’ T
0 [ | |HETIM 50 UNL 1 168 -2351 1113 1.00 0.00
36097 -24618 25390 00000000000
0 Filter: convert enly when tests are true: HETSTM 70 UNL 1  3.610 -2462 2540 1.00 0.00
-0.0283 54197 -1.06320 00000000000 [ | 0
0 ; HETATM 2 O UNL 1 -0.022 5420 -1.062 1.00 0.00
Add rties from d 1t
03415 36182 315190 00000000000 | Addprape S 0
0 [ | Delete properties in list HETATM 9 O UNL 1 0342 3618 -3.152 1.00 0.00
. -1.8002 1.8138 -2.60270 00000000000 Append properties or descriptors in list to title: 0
HETATM 10 O UNL 1 -1.800 1214 -2.602 1.00 0.00
-14889 -1.5897 -1.32580 00000000000 | 0
0 [ Join all input molecules into a single output molecule HETATM 11 O UNL 1  -1.489 -1.580 -1.326 1.00
-11239 -2.2225 268300 00000000000 | [] Qutput disconnected fragments separately 000 O
073 w6t 18590 299050 00000000000 [ T ] addor replacea property (SOR) HETATgI 120 UNL 1 1124 -2.223 2683 1.00 0.00
0 [ ] Add or replace molecule title HETATM 13 0 UNL 1 -39 -1850 2.981 1.00 0.00
61622 02904 095520 00000000000 |1 - 0
ppend text to title
0 HETATM 14 O UNL 1 -6.169 -0.830 -0.955 1.00
3.2656 0.3677 -3.23210 00000000000 [ Qutput multiple conformers separately 0.00 0
0 [ Append output index to title HETATM 15 0 UNL 1  3.266 0368 -3.232 1.00 0.00
30451 -2.0203 448010 00000000000 1 Additionalfile outout 0

Figure 27: La rutine sous format PDB.
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File View Plugins Help
---- INPUT FORMAT ----

sdf -- MDL MOL format ~

[ Use this format for all input files (ignore file extensions)

Ch\Users\Micro-Tech\Downloads),

l:l Start import at molecule # specified

[ Conformer3D_COMPOUND_CID_3314 (1).sdf

[ | End impert at molecule # specified

O Input below (ignore input file)

-0EChem-03182517173D

24240 00000 0999 V2000
2.0666 1.4819 053330 00000000000

0
3.0579 -0.9360 041010 00000000000
0

-0.9919 -0.5156 0.4023C 00000000000

0
-24471 03684 06927C OOOOOODOODO

0
-0.1282 0.5611 0.6039C 00000000000
0

1.2330 0.4237 03316C 00000000000

0
-0.4943 -1.7296 -00715C 00000000000

0
1.7303 -0.7904 01421C O0O00O0000000
0

0.8666 -1.8670 -0.3438C 0OOOOODOODO
0
-3.2408
0
2.2644
0
-3.9163

0.1086 -04960C DOODOOOOODODO

23700 -0.5652C 00000000000

12627 05351C 00000000000

0
-2.8600 -1.3313 1.0209H 00000000000

0
-2.5849 03063 1.5481H 00000000000
0

-0.5103 1.5101 0.9727H 00000000000

-25758 -0.2342H 00000000000

0
-1.1567

3314 ~

[ Centinue with next ohject after error, if possible

[ Compress the cutput with gzip

[J Decompress the input with gzip

[ Attempt to translate keywords

[ Delete hydrogens (make implicit)

[] Add hydrogens (make explicit)

l:l Add hydrogens appropriate for this pH

[ Convert dative bonds e.g.-[N+]([0-])=0 to -N(=0)=0
[] Make dative bonds e.g.-[N+]{[0-1)=0 from -N{=0)=0
[ Remove all but the largest contiguous fragment

[ Center Coordinates

[] Combine mols in first file with others by name
Convert enly if match SMARTS or mols in file:

Filter: convert only when tests are true:

l:l Add properties from descriptors
l:l Delete properties in list

Append properties or descriptors in list to title:

[ Join all input molecules into a single output molecule
[ Output disconnected fragments separately
l:l:l add or replace a property (SDF)
l:l Add or replace molecule title

l:l Append text to title

[ Output multiple conformers separately
[] Append output index to title

Additional file output
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- O x
---- OUTPUT FORMAT ----
pdb -- Protein Data Bank format ~( [ ?
~ Qutput file

Qutput below only (no output file) [ Display in firefox

1 molecule converted

COMPND 3314 "
AUTHOR  GENERATED BY OPEN BABEL 24,1

HETATM 10 UNL 1 2067 1482 0.533 1.00 0.00
HEWIM 20 UNL 1 305 -0937 -0410 100 000
HEWIM 3C UNL 1 -0992 -0516 0402 100 000
HEWIM 4.C UNL 1 -2447 -0368 0693 100 000
HEWIM 5C UNL 1 028 0361 004 100 000
HEWIM 6C UNL 1 1233 0424 0332 100 000
HEWIM 7C UNL 1 -0434 1730 -0071 100 000
HEWIM BC UNL 1 1730 -079 0142 100 000
HEWIM 9C UNL 1 0467 1867 0344 100 000
HETM 10C UNL 1 -3261 0109 0496 100 000
HETM T1C UNL 1 2260 2370 0565 100 000
HEWIM 12.C UNL 1 3976 1263 0595 100 000
HETATM 13 H UNL 1 -280 -1331 1021 1,00 00
HEWTM 14 H UNL 1 2585 0305 1548 100 000
HETM 15 H UNL 1 0510 1510 0973 100 000

H

Figure 28: L’eugénol sous format PDB.

La conversion ensuite en PDBQT se fait via Auto Dock Tools (figures 29 et 30)

74 AutoDockTools

File 3D Graphics Edit Select Display Color

Hydrogen Bonds

Compute Grid3D Help

7 I N |5 :-6\ Eai m“QJ
u’ﬁdt 3&{& _J‘\l—‘_ i = | %
ADT4 2 Ligand Flexible Residues Grid Docking Run  Analyze
J Dashboard | Scenario | Tools ‘

Sel x|cvp x|

& § SLBCRMSLC

.{7 '§ﬂ 1 A 68 ) on Il

All Molecules DOOOO0O0OVY

Current Selection CoOODOVY

B g@Rutine O®OCO0OOVY

Figure 29: La rutine sous format PDBQT.
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74 AutoDockTools

File 3D Graphics Edit Select Display Color Hydrogen Bonds Compute Grid3D Help

HEAYY LSRN EmO S|

ADT4.2 Ligand Flexible Residues Grid Docking Run  Analyze

J Dashboard | Scenario ‘ Tools |
x(lcmD x|

i SLBCRMSLCI

[ N R = |

All Molecules felelelniolsiviv)

Current Selectiorn [eleluielsiviv)

§PEugenal ol Lelulelsivav)

Figure 30: L’eugénol sous format PDBQT.

2.1.3. Création du fichier conf
On a procédé a la création (tableau 06) des fichiers de configuration qui représentent
les coordonnées du centre de la boite pour chaque cible. 1l est de méme pour les informations

structurales des ligands potentiels dans I’espace entourant des sites actifs des protéines cibles.

Tableau 6: Les centres (x y z) et les dimensions du site actif de la cible

Code PDB Centres X Y Z Dimension du Grid box(°A)
X=18 36

Als3 Y=8 28
Z=67 30

7] conf.txt - Bloc-notes

Fichier Edition Format Affichage Aide
receptor = ALS3.pdbgt
ligand = Rutine.pdbqgt

center_x = 18
center_y = 8
center_z = &7
size x = 36

size v 28
size z — 38

seed = 2813

Ln1, Coll 100% Windows (CRLF) UTF-8

Figure 31: Le fichier « conf » de la cible ALs3.
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2.2.Lancement de docking
On a ouvert I’invite de commande afin d’exécuter le calcul (figure 32) permettant de
fournir des informations sur les distances entre les atomes du ligand et ceux des résidus du
site actif de la protéine. Ces dernieres (les distances) sont fondamentales pour définir la
qualité de I’interaction ainsi que les énergies de liaison ou les scores qui indiquent la force de

I’interaction entre le ligand et la protéine.

ES Invite de commandes - "Ci\Program Files (x86)\The Scripps Research Institute\Vina\wina.exe” --config confbxt --log log.txt

ogram e Scripps Research Institute\vi ina.exe" --config conf.txt --log log.txt
HH R i
n your work, please cite: #

mation.

#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
R

. done.
. done.

Figure 32: Lancement de docking.
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Cette étude nous a permis d’analyser I'affinité des liaisons ainsi que les types
d’interactions formées entre les ligands (rutine, cinéole et eugénol) et le site actif de la
protéine ALS3impliquée dans l'adhésion et la formation du biofilm chez Candida albicans
(Deng et al., 2021), a I’aide de programme Discovery Studio. Les résultats sont illustrés dans
le tableau ci-dessous :

Tableau 7: Les différentes liaisons et I’affinité de I’ ALS3 avec la rutine, I’eugénol et le 1,8-

cinéole
Les Acides aminées Du Nom de Interaction L’affinité
ligands site actif liaison
Rutine TYR A:166 H-bond Hydrogéne -8.8
$32 2;82 kcal/mol
TYR A:21
VAL A:268
ARG A:171 Carbone H- Hydrophobe
bond
TRP A:295 Pi-Pi T-shaped | Hydrophobe
1,8- VAL A:172 Alkyle Hydrophobe -5.5 kcal/mol
cinéole ARG A:171
PRO A:29
MET A:59
Eugénol | TYRA:21 H-bond Hydrogéne -5.4 kcal/mol
SER A:170 Carbone H- Hydrophobe
bond
PRO A:21 Alkyle Hydrophobe
VAL A:116
ARG A:171
MET A:59 Pi-Alkyle Hydrophobe
VAL A:172

Aprés I’analyse de la liaison entre la rutine et le site actif de la protéine ALS3, les
résultats de notre étude ont révélé une affinité particulierement élevée, avec une énergie de —
8,8 kcal/mol (TableauQ7), valeur la plus faible parmi ’ensemble des ligands testés, indiquant
une interaction thermodynamiquement tres favorable. Plusieurs facteurs structuraux et
électroniques propres a la molécule de rutine expliquent cette interaction remarquable.

Tout d’abord, la rutine est riche en groupements hydroxyles, situés tant sur le noyau
flavonoide (Verma et Goyal, 2023). Ces groupements sont a 1’origine de multiples liaisons
hydrogene stabilisantes avec des acides aminées de la protéine ALS3, notamment THR168,
TYR166, THR296, TYR21 et VAL268 (Tableau 08). Ces interactions permettent la stabilité

le complexe formé (Figure 33).
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Par ailleurs, une interaction pi—pi de type T-shape a été observée entre le cycle
aromatique de la rutine et le résidu TRP295 (figure 33). L’interaction aromatique joue un role
crucial dans la reconnaissance ligand-protéine. Ces interactions, caractérisees par des
paramétres de distance et d'angle spécifiques, améliorent l'affinité et la spécificité de liaison
(Brylinski, 2018). Ce type des liaisons sont des stabilisateurs clés dans les environnements
hydrophobes comme les sites actifs des protéines (Calinsky et Levy, 2024).

En outre, la liaison hydrogéne -carbone identifiée entre le résidu ARG 171 et la rutine
(Tableau 08) contribue en tant qu’une force stabilisatrice importante dans le complexe
moléculaire, en particulier dans les environnements hydrophobes ou confinés dans les sites
de liaison enzymatique, soulignant leur importance dans les processus moléculaires
biologiques (Lv et al., 2024).

Enfin, la rutine présente une complémentarité stérique optimale avec le site actif de la
protéine, cette complémentarité associée a la flexibilité des chaines glucidiques de la rutine
qu’elle est influencée par I'encombrement stérique, avec 17 liaisons rotatives identifiées. Six
dentre elles affectent significativement I'énergie de conformation, Cette adequation
structurelle favorise l'interaction avec plusieurs cibles biologiques (Matteini et al., 2010).

L’ensemble de ces caractéristiques justifie la valeur trés basse de 1’énergie de liaison et
confeére a la rutine une capacité unique a former des interactions spéecifique, aussi les protéines
de la matrice extracellulaire du biofilm jouent un rdle important dans I'adhésion de surface, la
transformation morphologique, la maturité, la dissociation et la stabilité structurelle des
cellules de C. albicans, comme la protéine Als3 associée a réguler l'adhésion de elles a
différents substrats hotes (Xu et al., 2022), donc ’interaction rutine-Als3 justific ’activité
antibiofilm de la rutine par limitation de I’initiation du biofilm et blocage des sites d'adhésion.

Tableau 8: Interactions identifiées dans la position la plus stable

Résidu ALS3 Type d’acide aminé Nom des liaisons

TYR A:166 Aromatique/polaire Liaison
hydrogenconventionnelle

THR A:168 Polaire Liaison hydrogen
conventionnelle

THR A:296 Polaire Liaison hydrogen
conventionnelle

TYRA:21 Aromatique/polaire Liaison hydrogen
conventionnelle

VAL A:268 Hydrophobe Liaison hydrogen
conventionnelle

ARG A:171 Basique/Polaire Liaison hydrogen-Carbone

TRP A:295 Aromatique Interaction pi—pi T-shaped
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Interactions

I:l Carbon Hydrogen Bond

: Conwventional Hydrogen Bond : Pi-Pi T-shaped

Figure 33: Structure 2D du complexe rutine-ALS3.

J\YR1 66
Qj.
! 475HR168

Figure 34: Structure 3D du complexe rutine-ALS3

L’analyse de la liaison entre le cinéole et la protéine ALS3 a révélé une affinité

particulierement faible, avec une énergie de liaison estimée a -5,5 kcal/mol (Tableau 07).

D’aprées les résultats du docking présente dans la figure35,
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interactions hydrophobes (de type Alkyle) avec certains résidus de la ALS3: VAL172,
ARG171, PRO29, MET59, ce qui limite fortement la stabilité du complexe.

La structure du cinéole, trés compacte et peu fonctionnalisée, ne contient ni
groupements hydroxyles ni cycles aromatiques, ce qui empéche la formation d’interactions
électrostatiques fortes ou de liaisons pi—pi. Cela restreint sa capacité a s’ancrer solidement
dans le site actif de la proteine

De plus, L’interaction entre le cinéole et I’ALS3 n’établit aucune liaison hydrogene
spécifique ce qui traduite la réduction de D’affinité de liaison, le moins des positions
favorables, ainsi le  moins de la complémentarité structurale. Cette perturbation peut
entrainer une diminution de lactivation du récepteur et une altération des effets
pharmacologiques du ligand (Krzan et al., 2020)

En outre, L’absence de la formation d’interactions électrostatiques fortes ou de
liaisons pi—pi revient a la structure du cinéole éther cyclique et un mono terpéne qui ne
contient ni groupements hydroxyles ni cycles aromatiques qui limite les interactions
spécifiques avec le site actif de la protéine Als3, principalement dominées par des interactions
hydrophobes et hydrophiles faibles (El-baz et al., 2021) et cela aussi restreint sa capacité a

s’ancrer solidement dans le site actif de la protéine.

WAL
AL T2 =)
F--T=1
ARG
- |
M ET
ASD
—a

Interactions

Al

Figure 35: Structure 2D du complexe 1,8-cinéole-ALS3
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f@RG171

Figure 36: Structure 3D du complexe 1,8-cinéole-ALS3

L'analyse de l'interaction entre I'eugénol et le site actif de la protéine ALS3 a révélé
une énergie de liaison minimale de -5,4 kcal/mol, la valeur la plus élevée parmi ’ensemble
des ligands testés, ainsi que deux (02) liaisons d’hydrogéne et cinq (05) interactions
hydrophobes (Rasul et al., 2023). En outre, des résidus impliqués comprenant des liaisons
hydrogene de SER 170, TYR 21 et des liaisons hydrophobes (alkyle) de VAL 172, ARG 171,
VAL116, MET 59 et PRO 29 (figure 37).

L’analyse révele que 1’eugénol constitue un nombre équilibré d’interactions hydrogeéne
et hydrophobe. Les liaisons hydrogene avec SER 170 et TYR 21 stabilisent sa conformation
alors que les interactions alkyle renforcent le positionnement du ligand dans le site actif
(Rasul et al., 2023).

A signaler, par ailleurs, que la combinaison des interactions hydrogene et hydrophobe
renforcent les propriétés pharmacologiques de 1’eugénol et surtout ses activités antioxydantes
et antimicrobiennes (Kamatou et al., 2012;Tos et al., 2023).

Finalement, il a été démontré que l'eugénol posséde une affinité modérée. La présence
de liaisons hydrogéne lui confére une stabilité accrue, qui se traduit par une activité
antifongique efficace. Cette activité est elle-méme renforcée par des caractéristiques
structurelles clés, comme la présence d'un substituant alkyle et d'un groupe hydroxyle
(Carrasco et al., 2012).
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SER
A:170

VAL ~ o]
A:l172
ARG
Al71
PRO
A:29
MET VAL
A:59 A:116
Interactions
- Conventional Hydrogen Bond D Allcyl
D Carbon Hydrogen Bond D Pi-alkyl

Figure 37: Structure 2D du complexe eugenol-ALS3

TYR21

Figure 38: Structure 3D du complexe eugénol-ALS3
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A notre connaissance, il n’existe pas encore d’études in silico publiées sur I’activité
antibiofilm de la rutine sur Candida albicans, par conséquent nous avons dd nous référer aux
études expérimentales in vitro.

L'étude in vitro d'lvanov et al., (2020) a montré que la rutine, a sa concentration
minimale inhibitrice (CMI) de 37,5 pg/mL, inhibe de 50 % le biofilm de Candida albicans.
Ce résultat renforce son action inhibitrice sur la protéine ALS3.

L'étude in silico de El-baz et al., (2021), sur le docking moléculaire, a révélé une forte
affinité entre le 1,8-cinéole et la protéine ALS3. La formation de liaisons stables au sein de ce
complexe suggére que le 1,8-cinéole pourrait inhiber la fonction adhésive d'Als3, un facteur
clé de la virulence et de la formation des biofilms chez C. albicans, ces résultats sont en
accord avec nos résultats et confirment le potentiel antibiofilm du 1,8-cinéole.

L'étude d'El-bez et al. (2021) évalue I'activité de I'eugénol contre Candida albicans en
associant une approche in silico a une validation in vitro. L'analyse in silico, par docking
moléculaire, a révéle une forte affinité potentielle entre I'eugénol et la protéine ALS3. Ces
résultats suggerent une affinité significative, ce qui confirme le pouvoir antibiofilm de
I'eugénol. .L’étude in vitro a été menée pour évaluer l'effet de I'eugénol (a 1/4 de sa CMI) sur
la formation de biofilm par quatre espéces de Candida albicans. Les résultats montrent que
I'eugénol réduit significativement la formation de biofilm, avec une inhibition atteignant
jusqu'a 80 % chez certains isolats.

Les travaux de Peixoto et al., (2016) ont demontre l'action antibiofilm de I'huile
essentielle de Laurus nobilis contre Candida spp. Les résultats indiquent une inhibition de
l'adhésion précoce de C. albicansa 1000 pg/mL (2CMI), un effet qui differe
significativement de l'antifongique de référence, la nystatine. En outre, une activité sur la
formation de biofilms matures a été observée pour trois concentrations testées (CMI, 2 CMI et
4 CMI).

En conclusion, nos travaux confirment le potentiel antibiofilm du laurier noble. Cette
efficacité repose sur une action a plusieurs niveaux contre les biofilms fongiques, portée par
des composes actifs comme la rutine, ainsi que le 1,8-cinéole et l'eugénol de son huile
essentielle. Laurus nobilis constitue ainsi une piste naturelle et prometteuse pour lutter contre

les infections chroniques et I'antibiorésistance croissante.
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Conclusion générale

Laurus nobilis est une plante médicinale reconnue pour ses proprietés
antimicrobiennes. L’objectif de cette étude est d’évaluer le potentiel inhibiteur de trois
composés bioactifs du laurier (rutine, cinéole et eugénol) vis-a-vis de la protéine ALS3
impliquée dans l'adhésion et la formation du biofilm chez Candida albicans. Le docking
moléculaire réalisé dans ce travail a permis d’identifier des interactions spécifiques entre ces
ligands naturels et la protéine cible. Les résultats obtenus montrent que la rutine se distingue
par la plus forte affinité, avec une énergie de liaison de -8,8 kcal/mol.Le 1,8-cinéole (-5,5
kcal/mol) et l'eugénol (-5,4 kcal/mol) démontrent également une interaction significative avec
la protéine cible.

Par ailleurs, les résultats du docking révelent que les nombreux groupements
hydroxyles de la rutine forment diverses liaisons hydrogene stabilisantes avec les acides
aminés de la protéine ALS3, notamment THR 168, TYR 166, THR 296, TYR 21 et VAL 268.
De son coté, l'eugenol établit des liaisons hydrogéne avec SER 170 et TYR 21, ainsi que des
liaisons hydrophobes (de type alkyle) avec VAL 172, ARG 171, VAL 116, MET 59 et PRO
29. En ce qui concerne le cinéole, son interaction avec la protéine ALS3 implique plusieurs
liaisons hydrophobes, établies avec les résidus VAL 172, ARG 171, PRO 29 et MET 59.

Ces résultats confirment le potentiel significatif de ces molécules pour le
développement de traitements préventifs ou curatifs contre les biofilms fongiques.
L'exploration du laurier comme solution phytothérapeutique est une démarche innovante et
durable. Bien que les premiers résultats soient prometteurs, des recherches approfondies
restent indispensables pour comprendre ses mécanismes d'action, valider son efficacité et
garantir sa securité d'utilisation.

Pour valider ce potentiel, il est primordial de compléter I'étude « in silico » par des
expérimentations « in vitro » et « in vivo ». L'identification de nouvelles molécules bioactives
issues du laurier constitue également une piste de recherche.

La composition chimique complexe de Laurus nobilis lui confere un potentiel
antifongique remarquable, en faisant une source naturelle prometteuse pour de nouvelles
solutions thérapeutiques et industrielles. L'activité antibiofilm de Laurus nobilis,
particulierement marquée contre Candida albicans, suggere plusieurs voies d'application
prometteuses :

v' Développement de traitements topiques (gels, pommades, sprays) pour les mycoses
cutanées et muqueuses.
v Utilisation comme agent de conservation naturel en substitution des additifs

synthétiques.
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