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Introduction

La pénicilline, la plus ancienne des moules de pénicillium, a ét¢ 'un des premiers
antibiotiques utilisés pour traiter les maladies infectieuses en inhibant la croissance de bactéries
positives gram. Plus tard en raison de la résistance microbienne la proéminence de la capacité de
certaines souches microbiennes de synthétiser des B-lactamases, qui a leur tour inactivent les
pénicillines en hydrolysant le cycle f-lactame et favorisant ainsi la résistance a 1’antibiotique.

Aujourd’hui, plusieurs types d’enzymes p-lactamase sont connus pour inactiver[1].

Les B-lactames (pénicillines, céphalosporines et carbapénemes) sont de puissants inhibiteurs
et ont été utilisés efficacement pendant plusieurs décennies contre différents types d'infections
bactériennes, en raison de leur efficacité supérieure, de leur faible codt, de leur facilité
d'utilisation et de leurs effets secondaires faibles. Les B-lactames forment un complexe
d'enzymes acyl stable avec des protéines de liaison a la pénicilline dans la membrane cellulaire

bactérienne, inhibant ainsi les étapes finales de la biosynthese du peptidoglycane.[2].

L’un des mécanismes de résistance le plus courant des bactéries Gram-négatives aux [-
lactames est la production de B-lactamase qui inactive les B-lactames en hydrolysant le groupe
amide du cycle B-lactame. Il est donc nécessaire de lutter contre cette résistance bactérienne a
I'aide d'antibiotiques plus récents .Ces enzymes catalysent le clivage de la liaison amide du cycle
Béta-lactame par I’intermédiaire d’un résidu Sérine de leur site actif entrainant 1’ouverture

irréversible de son noyau. [2].

La dissémination des bactéries multi-résistantes aux antibiotiques contribue a la morbidité et

la mortalité dues aux maladies infectieuses. [3]

Artemisia campestris, localement appelé « Goft » est une plante aromatique trés utilisée par
les habitants du Sud d’Algérie pour le traitement des bronchites, de la toux, les douleurs et la
fievre. Plusieurs travaux ont montré que cette plantes posséde des activités biologiques diverses
telle que 1’activité antibactérienne et antioxydante D’apreés nos connaissance aucune étude n’as
été realise sur I’inhibition de la B-lactamase par 1’extrait de cette plante. Pour cela, 1’objectif
principal de ce travail de recherche de nouveaux inhibiteurs a partir d’ Artemisia campestris L. de

la B-lactamase et ce en faisant appel aux approches de modélisation par docking moléculaire [4].

Ces méthodes permettent de rechercher in silico le mode d’interaction le plus favorable d’un
ligand au sein de son récepteur (B-lactamase) ce qui aide a la prédiction de molécules en un

temps limité et surtout parfois sans avoir a synthétiser les composés [4].
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Enfin, application de la reégle de Lipinski dite «la régle des 5» nous permettra de vérifier la

biodisponibilité des inhibiteurs propose.

Ce manuscrit comporte trois parties. La premiére partie est consacrée a des généralités sur la
B-lactamase, Artemisia campestris et le Docking moléculaire. Le matériel et les méthodes
utilisées dans ce travail sont représentés dans la deuxiéme partie. Les résultats ainsi trouves

seront discutés dans la troisieme partie.
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I. Les B-Lactamases
1. définition

Les B-Lactamases sont des enzymes bactériennes qui catalysent 1’hydrolyse de la liaison
amide du cycle Béta-Lactame des antibiotiques de la famille des Bétalactamines. La
production de B-lactamases est le mécanisme de résistance le plus fréquent. Ces enzymes se
caractérisent par une plasticité extraordinaire, de telle sorte qu'elles finissent toujours par

réussir a hydrolyser les nouveaux antibiotiques [1].

C’est le mécanisme prédominant de la résistance aux lactamines chez les entérobactéries.
Deux systémes de classification sont couramment acceptés, établis sur des bases

fonctionnelles et moléculaires [5].
2. Historique

Les B-lactamases ont été le premier mécanisme de résistance individualisé dans le cadre de la
résistance naturelle (céphalosporines de bacilles & Gram-négatif) et acquise (pénicillinase de
S. aureus). La découverte d’enzymes inactivant la benzylpénicilline en présence d’extraits
bactériens, par exemple d‘E. coli, date de 1940. Le terme de p-lactamase n’ayant été proposé
qu’en 1960 par Pollock. Quelques années plus tard fut rapide- ment identifiée la pénicillinase
deS. Aureus (résistance acquise) [6]. La premiere description des béta-lactamases a spectre
élargi (BLSE) en tant que mécanisme de résistance transférable remonte a 1983 par Knothe et
al. [7].. Ces enzymes sont cependant inhibées par les inhibiteurs de béta-lactamases comme

I’acide clavulanique ou le tazobactam [8].
3. Nomenclature

Le p-Lactamases peut étre nommé sur la base de caracteristiques moléculaires ou de
propriétés fonctionnelles. Les classes moléculaires A, B, C et D définissent une enzyme selon
la séquence d’acides aminés et les motifs conservés. Les groupes fonctionnels 1, 2 et 3 sont

utilisés pour attribuer une description cliniquement utile a une famille d’enzymes [9].
4. Classification des béta-lactamases

Les principales classes de la B-lactamases sont :
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Les p-lactamases de classe A:sont sensibles a I’action de 1’acide clavulanique, du sulbactam et
du tazobactam. On y trouve la majorité des b-lactamases retrouvées chez E. coli, comme
TEM, SHV, des b-lactamases a spectre élargi (BLSE).[10].

Les p-lactamases de classe B:sont principalement des carbapenemase comme IMP et VIM,
elles sont inhibées par ’EDTA.[10].

Les B-lactamases de classe C : sont les céphalosporinases de type AmpC, inhibées par la
cloxacilline.[10].

Les B-lactamases de classe D : Sont des oxacillinases, qui constituent une famille
extrémement composite en ter- mes de spectre d’hydrolyse.[10].

5. Rdle biologique

Le rble de beta Lactamases reste essentiel dans le domaine de la bactériologie médicale
comme en témoigne le nombre croissant d'exemples de résistance naturelle ou acquise h

I'égard de la beta lactamines [11].

Les B-lactamases hydrolysent le cycle B-lactame, inactivant ainsi 1’antibiotique. Ces enzymes
sont sécrétées dans le milieu de culture ou dans le périplasme respectivement par les bactéries

a Gram+ ou Gram—.

Pour les entérobactéries ont la capacité de produire des béta-lactamases, enzymes qui
inactivent les antibiotiques bétalactamines par ouverture du cycle béta-lactame. Ce
mécanisme fait partie des mécanismes classiques de résistance bactérienne, comme en font
également partie I’imperméabilité membranaire et la modification de la molécule-cible sur
laquelle se fixe 1’antibiotique. Les génes de resistance des béta-lactamases se situent soit au

niveau du chromosome bactérien, soit sur des éléments extra-chromosomiques [12].
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6. Structure
A. Les Sérine B-Lactamases

Les Sérine B-Lactamases sont des protéines globulaires monomériques possédant 11 hélices
alpha et 5 feuillets béta ayant un poids moléculaire moyen de 34 a 40 KDa avec un point
isoelectrique entre 7 et 9.La structure tertiaire en sandwich des Sérine Béta-Lactamases dont
les Céphalosporinases AmpC montre que le site actif se trouve dans 1’espace existant entre les
deux (02) domaines décrits de cette structure au centre de I'enzyme au bord gauche du feuillet
B a cinq fragments avec le résidu Sérine réactif a 1'extrémité amine de 1'hélice a centrale . Le
site d’interaction est plus ouvert que celui de la classe A reflétant sa plus grande capacité a
accueillir les chaines latérales plus volumineuses de Céphalosporines. Les 3 éléments
contenant des séquences d’acides aminés fonctionnels ou conservés. Dans 1’élément 1, 1l y a
la tétrade Lys-X-X-Ser. L’élément 2 est une triade d’acides aminés Asp-X-Tyr. L’élément 3,
est une triade également formée de : Gly-Thr-Lys alors que 1’élément 4 est formé d’un seul
acide aminé Glu. L’ensemble de ces éléments constituant les Sérine Béta-Lactamases

participe directement ouindirectement dans 1’inactivation des Béta-lactamines.[13].
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Figure02:Structure 3Ddela Béta-Lactamase AmpC isolée d’Escherichia coli et liant
Ceftazidime [2].

B. .Lesmétallo Béta-Lactamases

Comme il a été rapporté dans leur classification, ce groupe d’enzyme est subdivisé en trois
sous-classes B1, B2 et B3 selon le pourcentage d’homologie de structures primaires. Celui-ci
varie approximativement de 25% a 40% dans une méme sous-classe et de 10% a 20% entre
deux sous classes. La comparaison par alignement des structures primaires, révele 1’existence
de quatre résidus strictement conservés parmi tous les MBLs (His118, Asp120, His196,
His263). La méme comparaison révele également I’existence de 17 résidus d’aminoacides
hautement conservés entre les membres de la sous-classe B1 (His116, His118, Aspl120,
Thr142, Gly193, His196, Aspl99, Asn200, Val202, Leu217, Gly219, Gly220, Cys221,
Gly232, Trp244, His263 et Thr303) et 16 résidus entre les membres de la sous-classe B3. Plus
précisément, les 17 résidus conservés de la sous-classe Bl existent dans le domaine C-

terminal alors que les 16 résidus conserveés de la sous-classe B3 existent dans le domaine

N-terminal. Les MBLs possedent généralement un site actif constitué¢ de résidus d’acides

aminés coordonnés a un ou a deux ions zinc. [14].
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8. Sources

Les Béta-Lactamases sont produites aussi bien par les bactéries Gram négatif
(Serratiamarcescens, Pseudomonas aeruginosa) que positif (Bacillus cereus, Actinomadura,

Streptomyces abus, Staphylococcus aureus). [15].
9. Mécanisme catalytique des p-lactamases de classe A

Les B-lactamases a sérine active et les PLP agissent par des mécanismes catalytiques qui
présentent des similarités. Tout d’abord, la sérine active réalise une attaque nucléophile du
carbonyle du cycle B-lactame. Cette sérine correspond au résidu Ser’°selon la numérotation
d’Ambler. Le transfert de I’hydrogéne de la fonction hydroxyle de la chaine latérale de
Ser%surunaccepteur de proton transitoire permet de générer le nucléophile. L’attaque
nucléophile de I’atome de carbone du cycle B-lactame génere transitoirement un carbone
tétraédrique avec le développement d’une charge négative sur 1’atome d’oxygéne qui est
stabilisée dans une cavité oxydation de I’enzyme. Ensuite, il y a rupture de la liaison carbone-
azote du cycle B-lactame et protonation de I’atome d’azote pour former un intermédiaire
covalent, 1’acyle enzyme. Dans la deuxieme partie de la réaction, une molécule d’cau, activée
par un accepteur de proton, attaque le carbonyle pour former a nouveau un intermédiaire
tétraédrique. La derniére étape, la dés acylation, régenere 1’enzyme libre apres libération de la

B-lactamine hydrolysée
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Le role prépondérant de la sérine en position 70 (S™) dans la réaction d’hydrolyse des p-
lactamines a été confirmé par mutagenése dirigée. Cerésidu a été substitué par une alanine

dans les B-lactamases de Bacillus licheniformis et Streptomyces albus G [16].

Intermédiaire

Complexe enzyme-substrat tétraédrique Acylenzyme
L

b S/R acylahon

H20 _O—— HzOO H

BH S H H
Enzyme libre
HO HO

R désacylatio

BH O H BHHO,O
(@) o H
Complexe enzyme-produit Intermédiaire tétraédrique

Fugure04: Mécanisme catalytique de classe A
10. Résistance enzymatique par production béta-lactamase

Les B-lactamases hydrolysent le cycle B-lactame inactivant ainsi I’antibiotique. Ces enzymes
sont sécrétées dans le milieu de culture ou dans le périplasme respectivement par les bactéries
a Gram+ ou Gram-—. De rares cas de liaison a la membrane cytoplasmique ont été signalés et,
chez les mycobactéries, on retrouve une forte proportion d’enzyme dans la couche d’acides
mycosiques. Les génes peuvent étre portés par le chromosome ou des plasmides, parfois par
des transposons ou des intégrons. La présence des génes sur ces éléments génétiques
transférables (plasmides, transposons, intégrons) facilite évidemment leur dispersion dans le

monde bactérien. L expression des génes est constitutive ou inductible.[12].

R R

o)\NH )\NH

o
o] S S
YT Lol RTLL
OH HN — = HN

?: TOOH ) TOOH
b-lactamase décarboxylation
spontanée

Figure05 : Mécanisme d’hydrolyse d’une b-lactamine par une b-lactamase.
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11. Substrats de la p-lactamase

a. Les B lactamine.

S. ,CHj
. A 4
NHz & 5 3 CH3
7 N1 2
e COOH

Les béta-lactamines sont les antibiotiques de premiére ligne dans le traitement des infections
causées par les entérobactéries [18].Les béta-lactamines sont des antibiotiques bactéricides
[19].L’ensemble des béta- lactamines forme une large classe d’antibiotiques qui comprend les
dérivés de la pénicilline, les céphalosporines, les monoactames, les carbapénémes et les
inhibiteurs de béta-lactamase. Ces molécules contiennent toutes un noyau béta-lactame dans
leur structure moléculaire, et ce noyau béta-lactame confére a la molécule son activité
antibiotique [20].

1. Propriétés communes [20] :
-Présence du cycle beta lactame qui est le support d’Inactivité antibactérienne

- Mode d'action identique : inhibition de la synthese du peptidoglycane constituant de la paroi

des bacteries
- Faible toxicité
2. propriété spécifiques [20].
La structure chimique est variable et permet de distinguer 4 groupes :
-1 Les penames (pénicillines...)
-2Les cephemes(cephalosporines - cefamycines...)
-3les monolactames (monobactams...).
Cette structure chimique conditionne par les propriétés suivantes :

v’ -les propretés antibactériennes (activité intrinseque et spectre). Elles dépendent de 3

parametres : la pénétration et travers la part Di bactériennes, L’affinité¢ préférentielle

9
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pour la ou les <<PLP,> essenticlle(s), la stabilit¢ ¢ I ‘hydrolyse par les différentes
béta-lactamase,
v -Propriétés pharmacologiques

a. Mode d’action des bétalactamines

Les béta -lactamines inhibent la synthése de la paroi bactérienne. Les cibles des béta
lactamines sont les PLP (protéines de liaison a la pénicilline). Les PLP interviennent dans la
synthese et le remodelage du peptidoglycane, constituant principal de la paroi bactérienne.
Les béta-lactamines possédent un effet bactéricide. Les béta-lactamines sont des antibiotiques
temps-dépendant avec un effet post antibiotique court (bactéries a Gram positif) voire
inexistant (bactéries a Gram négatif). Le but d’un schéma thérapeutique est de maximiser le

temps d’exposition des bactéries pathogenes a 1’antibiotique [20]

ils sont intimement lies et la structure de la paroi bactérienne. Celle-ci est différente selon

qu'il s'agit de bactéries a gram positif ou de bactéries & gram négatif [18].

v" Paroi des bactéries a gram positif : Le constituant principal est le peptidoglycane qui
est une structure, réticulée assez lache laissant passer facilement de nombreuses
molécules dont les antibiotiques. les PLP, situes sur la face externe de la membrane
cytoplasmique sont rapidement atteintes par les béta-lactamines, qui bloquent leur
activité enzymatique et interrompent ainsi la synthese du peptidoglycane. [18].

v' Paroi des bactéries a gram négatif : La paroi est plus complexe La membrane externe
représente un véritable obstacle & la pénétration des beta-lactamines. Certaines
molécules peuvent cependant y parvenir grace & la présence de protéines spécialisées

appelées porines réalisant des canaux aqueux.[18].
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il
@ AT Analogie structurale

D-alanyl D-alanine Pénicillines
Liaison réversible au PLP Liaison irréversible au PLP

|

Pas de transpeptidation

Activation incontrolée des ?

Lyse bactérienne | < — Pas de peptidoglycane
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Fugure06 : mode d action de beta lactamine
12. LES inhibiteurs de p-lactamase

La recherché d’inhibiteurs de B-lactamases an été effectuée dans les années 1940-1950. Le
criblage des composés produits par les micro-organismes ayant une activité inhibitrice des -
lactamases a permis de découvrir 1’acide clavulanique, isolé de Streptomyces clavuligerus en
1976. L’activité antibactérienne intrinséque de cette molécule est tres faible, mais les CMI des
B- lactamines en présence d’acide clavulanique sont basses sur des souches de Staphylococcus
aureus produisant une B-lactamase .L’acide clavulanique posséde UN cycle B-lactame. En
1978 et 1980, deux autres molécules semi- synthétique sont été développées, le sulbactam et
le tazobactamces deux molécules est assez proche a celui de ’acide clavulanique .sont actives
en combinaison avec les B-lactamines sur les bactéries produisant des p-lactamases de Classe
A. Ces inhibiteurs sont peu ou pas actifs sur les B-lactamases de Classe C et ne sont pas
actifssur les p-lactamases de Classes B et D. Pour les B-lactamases de Classe A, 1’efficacité
des inhibiteurs differe selon la pB-lactamase. SHV-1, par exemple, est moins bien inhibée par

le sulbactam, mais mieux inhibée par le clavulanate que TEM-1[22].
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Figure7:Structures des inhibiteurs de B-lactamases

La premiere de ces combinaisons, amoxicilline- clavulanate, reste Les associations -
lactamine-inhibiteur de p-lactamase ont un large spectre d’activité et sont utilisées
principalement en clinique pour le traitement des infections dues aux entérobactéries, a
Staphylococcus aureus, a Haemophilus influenza, anaérobies, a Acinetobacter baumannii
(ticarcilline-acide clavulanique) et a Pseudomonas aeruginosa (pipéracilline-tazobactam) .De
1984 a 2014 I’acide clavulanique, le sulbactam le tazobactam son tres les seuls in libateurs de
B-lactamase commercialisés. .Une autre classe d’inhibiteurs est constituée par des dérivés de
’acide boronique. Ces molécules sont connues de puis plusieurs dizaines d’années pour leur
capacité a former de maniére réversible un adduit covalent avec les protéases a serine active
.Ces inhibiteurs sont actifs notamment contre les B-lactamases de ClasseA..Cette molécule Est
développée pour le traitement des infections dues aux entérobactéries produisant des

carbapenemase de Classe A, notamment les carbapenemase du type KPC.[22].
v L’acide clavulanique

Est un inhibiteur suicide des B-lactamase Son Mécanisme d’actiona été étudié pour une
grande variété des B-lactamase de Classe A par des approches cinétiques et structurales
L’inactivation de I’enzyme implique la formation d’un acyle enzyme stable. Pour les (-

lactamases de Streptomyces cacaoui, S. aureus, Dans le cas de ces B-lactamases, I’hydrolyse
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de I’acyle enzyme est soit extrémement lente, soit non-détectable. Pour UN grand number de
B-lactamases.[22].

2. Les inhibiteurs de beta-lactamase d’origine végétale Artemisia campestris
I.  Géneralités sur les plantes médicinales :

Depuis des milliers d'années, I'humanité a utilise diverses ressources trouvées dans Son
environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Les connaissances
empiriques accumulées ont permis aux difféerentes civilisations de prendre les plantes comme
source essentielle de médicaments. Jusqu'au début du XXeéme siecle, presque tous les
médicaments étaient d'origine végétale .Médicamenteux, selon I'Organisation mondiale de la
Santé (OMS) en 2008, plus de 80% de la population mondiale repose sur la médecine

traditionnelle pour leurs besoins de soins de santé primaires [23].

La définition d’une plante médicinale est trés simple. En fait il s’agit d’une plante qui est
utilisés pour la prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des

drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses

Environ 35000 plantes sont employées par le monde a des fins médicinales, ce qui constitue le
plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains. Les plantes médicinales
continuent a répondre a un besoin important malgré 1’influence croix du systéme sanitaire
moderne [24].Les plantes médicinales sont utilisées depuis I'antiquité, pour soulager et guérir
les maladies humaines En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de
centaines, voire des milliers de composés naturels bioactifs appelés: les métabolites
secondaires. Ces derniers sont par la suite accumulés dans différents organeset parfois dans

des cellules spécialisées de la plante.[25].

L’ Algérie, pays connu par ces ressources naturelles, dispose d’une flore singuliérement riche
et variée. On compte environ 3000 espéces de plantes dont 15% endémique et appartenant a
plusieurs familles botaniques. Ce potentiel de plantes médicinales comporte des milliers
composés présentant divers intéréts et constituent un axe de recherche scientifique, plus

particulierement dans le domaine des substances naturelles [23].

L'Algérie posséde une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales qui
constituent le couvert végétal, se trouve le genre Artemisia, ce dernier est largement distribué

surtout dans les régions semi arides. De nombreuses especes de ce genre sont utilisées en
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meédecine traditionnelle parce qu'elles renferment plusieurs molécules douées d’activités

thérapeutiques [25].
1-Présentation de plante Artemisia campestris

Au Sahara algérien, les especes d’Artemisia font partie de la vie quotidienne des populations

locales et de la médecine domestique [26].

Le genre Artemisia est consideré lI'un des genres les plus grands et les plus largement
distribués de la famille des Astéracées (Composites). C'est un genre hétérogene, compose de
plus de 500 especes diverses réparties principalement dans les zones tempérées d'Europe,
d'Asie et d'Amérique du Nord. Ces especes sont pérennes, herbes bisannuelles et annuelles ou
petits arbustes [27].

Dans la flore de 1’ Algérie, ce genre est représenté par 11 especes spontanées parmi lesquelles

se trouve Artemisia campestris communément appelées "dgouft”.

Artemisia campestris est une herbe aromatique vivat ce appartenant a la famille des
Astéracées, cette espece est trés répandue en Afrique du Nord et dans d'autres zones agro
écologiques méditerranéennes similaires Cette plante largement utilisée pour traiter les

troubles digestives, les ulcéres, les brilures, la diarrhée,...etc. [28].
2-APERCU HISTORIQUE

On peut lire dans maints ouvrages de la mythologie grecque et romaine que 1’armoise .la
«mere des herbes» .tait tenue en haute estime en tant que plante médicinale. Dans I’Empire
romain, I’armoise était soi-disant plantée le long des routes afin que les légionnaires n’aient
pasles jambes fatiguées lors de leurs deplacements. Cette conviction a persisté pendant des
siecles, jusqu’au Moyen &ge. LesavantWilliamCOLESécrivaiten1656:«...en mettant de
[’armoisele matin dans les chaussures, on peut parcourir des lieues et des lieues jusqu’a midi

sans fatigue.». [28].
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Figure08 :représente la plante Artemisia campestris [26].

3-Systématique de la plante [29].

Selon Caratini (1971), la plante Artemisia campestris est classée dans:***7

Régne Plantae
Sous régne Tracheobionta
Embranchement Spermatophyta

Sous embranchement

Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous classe Asteridae

Ordre Asterales

Famille Asteraceae

Sous famille Asteroideae

Tribu Anthemideae

Sous Tribu Artemisiinae

Genre Artemisia

Espéce Artemisia campestris L.
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4-Nom vernaculaires [30].
Noms francais :
-Armoise champétre
-Armoise des champs
-Armoise rouge
Noms anglais :
-Field Sagenort
-Field Sagewort
-Field Wormwood
Noms vernaculaire :
-Dgouft ou dgouft
-Alala

5-Caractéristiques morphologiques de laplante

Plante herbacée vivace, hermaphrodite, presque inodore, buissonnante (30-150 cm). Tiges

subligneuses et couchées a la base puis ascendantes, généralement rougeatres et glabrescentes,

trés ramifiées a rameaux étalés. Feuilles alternes, non charnues, carénées en dessous, plus ou

moins soyeuses dans leur jeunesse, devenant glabrescentes ensuite, les inférieures pétiolées, a

limbe 2-3 pennatiséqué, a segments linéaires, les autres sessiles, a limbe moins divisé, a

segments étroitement linéaires, mucronulés. Inflorescence : épi de capitules ovoides, larges de

1,5a 2,5 mm ; involucre glabre et luisant ; réceptacle glabre ; fleurs périphériques femelles,

les autres méales. Ces Fruit sont des akenes.[31].
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6-Ecologie

Artemisia campestris pousse sur les sols rocheux, son habitat est les collines et les montagnes

.C’est une plante qui croit dans les champs secs, pierreux et decouvre [29].

En France, cette espéce polymorphe est présent a des altitudes allant du niveau de la mer a
1800 m, & travers des lieux ouverts et sablonneux, mais surtout sur les sables maritimes de la

zone mediterranéenne [32].
7-Origine et répartition géographique

L’espéce Artemisia campestris est distribuée dans I’hémisphére nord, en particulier sur la cote
méditerranéenne de 1I’Europe, sud-ouest de 1’Asie et de I’Afrique .Dans 1’hémisphere sud

elles sont trouvées en Afrique du sud, I’ Australie et L’ Amérique du sud. [30].

Le genre Artemisia, disposé autour du monde, pousse spontanément dans 1’hémisphére nord ;

onze espéces ont été recensées dans la flore de 1’ Algérie [30].
8-Composition chimique d’Artemisia campestris L

De nombreuses ¢tudes chimiques ont révélé que la partie aérienne d’Artemisia campestrisest
riche en métabolites secondaires tels que les poly phénols, les flavonoides, les tanins, les
huiles essentielles, alcaloides, saponifies. Les résultats de 1’analyse photochimique des parties
aériennes d’Artemisia campestris traduit la présence des composants chimiques flavonoides
tanins, alcaloides. Les flavonoides identifiés chez Artemisia campestris sont : flavone
(apéginie), flavone (kaempférol 7-méthyle), flavanone (naringénine), dihydroflavonols
(taxifoline-7-méthyle).Les composés des huiles essentielles les plus abondants chez la plante
Artemisia campestris sont : y-terpinéne, capilléne, 1-phenyl-2,4-pentadiyne, spathulenol,
methyleugenol, p-cyméne et B-pinene[33].

9-Utilisation en médecine traditionnelle

Artemisia campestris est une plante utilisée depuis longtemps dans la médecine traditionnelle
pour traiter plusieurs maladies. En usage local Artemisia campestris est utilisée pour traiter les
troubles digestives, les ulcéres et les douleurs menstruelles. Elle est également utilisée dans le
traitement de diabéte. La partie aérienne est utilisée dans le traitement de brdlures, de la

diarrhée, les morsures de serpents, les piqlres de scorpions, I’eczéma, la gastroentérite, la
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dysenterie, le rhumatisme, elle est utilisée également pour traiter les infections urinaires, la
fievre et la toux. Selon Saoudi la consommation journaliére d'une décoction préparée a partir

des tiges et feuilles d’ Artemisia campestris permet de réduire les symptomes digestifs[30].

10-Activités biologiques

En plus de leurs utilisations traditionnelles, Artemisia campestris posséde de nombreuses

propriétés biologiques, parmi lesquelles on cite les plus importantes :
v’ Effets antimicrobiens
Artemisia campestris est une plante medicinale utilisée dans le traitement de nombreus

Infections telles que les infections urinaire .ont test é ’activité antibactérienne de 1’extrait
méthanoique des feuilles d’Artemisia campestris, ils ont trouvé quel ‘activité décent extrait
été plus efficace contre les bactéries Gram positif (Staphylococcus aureus) quelles bactéries
Gram négatif (Escherichia coli). )II est considéré comme une drogue antiamarile tres efficace
contre le parasite qui cause la malaria: le Plasmodium falciparum L’artemesinine posséde
également plusieurs activités, il est efficace contre les maladies infectieuses telle que
I’hépatiteB[34].

v Activité antioxydant

Artemisia campestris possede des activités antioxydantes significatives. En effet cette plante
est riche en composés doués d’activité antioxydante telsque : les flavonoides, les poly phénols

et les tanins, ces différents constituants exercent ses actions antioxydantes [34].
v Effet insecticide

L’ Artemisia campestris exerce un effet insecticide sur Culex quinqua et fasciatus, Trifolium

castoréum.[34].
v’ effet diabétique

Ont rapport que les fleurs d'Artemisia campestris ont été utilisee comme hypoglycémiques.

Les effets des extraits aqueux de feuillent d’A.campestris ont été examinés sur ['état
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glycémique. L'administration d'A. Campestris chez des rats diabétiques a la dose de 200 mg /

kg pc a entrainé une réduction significative des taux de glycémie [35].
Il.  Le Docking moléculaire

La recherche en biologie ne peut, actuellement, se passer des outils informatiques pour
traiter le flot de  données produites et optimiser ses avancées. L’un de ces outils est la
modélisation moléculaire et plus précisément I’arrimage moléculaire (plus souvent connu
sous le terme anglo-saxon "DOC King"). L’emploi initial du "doc King" moléculaire a été de

prédire et reproduire des complexes protéine-ligand [36].
2-DIFINITION [36].

Le docking peut étre défini comme étant I'ensemble des mécanismes et interactions
intervenant lors de la formation de complexes moléculaires. Il a des applications pratiques
dans l'ingénierie des protéines et la conception de nouveaux médicaments. Il y différents types

de docking dont ligand-protéine, protéine-protéine, glucide-protéine et ADN-protéine.

Le « docking » moléculaire consiste a prédire la ou les structures des complexes formés entre

une molécule active et une protéine. [36].

% Les algorithmes de calcul générent aléatoirement un grand nombre d'orientations possibles
pour trouver « la meilleure facon d'insérer » la molécule dans une protéine (au niveau du

récepteur ou du site actif).[36].

% Le programme prend en compte tous les degrés de liberté de la molécule (translation et

rotation).[36].

% Pour chaque possibilité I'énergie est calculée en Mécanique Moléculaire, prenant ainsi en

compte toutes les interactions ligand-récepteur [36].

+ On obtient ainsi un « score » pour estimer la meilleure interaction ligand/ récepteur.

« Le score est I'enthalpie libre de liaison (il doit étre minimisé) [36].

v" Il ya deux étapes de doking moléculaire
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Dans un premier temps une étape de positionnement du ligand dans le site choisi de la
protéine ,Puis dans un second temps, une étape d’évaluation des interactions énergétiques

potentielles le ligand et la protéine[36].
3-Principaux programmes de Docking moléculaire
Les méthodes utilisées pour ces deux étapes différent en fonction du programme de Docking
Utilisé, plus de30 logiciels de Docking sont actuellement disponibles [37].

Tableau: Principaux programmes de docking moléculaire [37].

Nom Editeur  [Site Internet
AutoDock Scripps http://www.scripps.edu/mb/olson/doc/autodock/
Gold CCDC http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold/
FlexX BioSolvelT | http://www.biosolveit.de/FlexX/
Fred OpenEyes http://www.eyesopen.com/products/applications/fred.html
Glide Schrodinger | http://www.schrodinger.com/Products/glide.html
Dock UCSF http://dock.compbio.ucsf.edu/
ICM Molsoft http://www.molsoft.com/products.html
LigandFit Accelrys http://www.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html
Surflex Biopharmics | http://www.biopharmics.com/products.html

Le Docking moléculaire est une technologie difficile a mettre en ceuvre car elle doit étre
appliquée et constamment adaptée en fonction du contexte dans lequel le projet se place. Il est
néanmoins possible de fournir des guides en fonction du type de protéine, site actif et

ligand(s) ancreé [37].
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1) Auto Dock

Auto Dock emploi les méthodes Monte-Carlo, le Recuit Simulé et I'algorithme génétique
Lamarckien (LGA) pour créer un ensemble de conformations possibles. LGA est utilisé
comme optimiseur global et la minimisation d'énergie comme méthode de recherche locale.
Les orientations possibles sont évaluées par le modéle AMBRE de champ de force en
conjonction avec les fonctions de score d'énergie libre et un grand ensemble de complexes de
protéine-ligand avec des constantes connues. La version 4 devrait contenir la flexibilité de
chaine latérale. Auto Dock a des pages Web plus instructives que ses concurrents en raison de
sa licence académique gratuite .La conformation des ligands dockés peut étre visualisée a
I'aide des outils fournis sur le site d'Auto dock, ou bien a I'aide d'un logiciel permettant de

visualiser les fichiers au format PDB, tel que PyMOL[38].
2) Les bases de données : Protéine Data Bank

Est une base de données contenant des expériences qui déterminent la structure
tridimensionnelle (3D) des protéines, des acides nucléiques et d'autres macromolécules .Elle
a été établi en 1971 en comportant uniquement 7 structures. Depuis cette époque, le nombre
de structures 3D de macromolécules ne cesse a croitre arrivant au juin 2017 aenviron130599
macromolécules .Plusieurs logiciels sont utilisés pour le screening virtuel des ligands tels
que : Auto Dock, GOLD, Glide, MOE et Schrddinger Maestro.[37].

Ligand

Un ligand est un atome, un ion ou une molécule portant des fonctions chimiques lui
permettant de se lier a un ou plusieurs atomes ou ions centraux. Le terme de ligand est le plus
souvent utilisé en chimie de coordination et en chimie organometallique (branches de la
chimie inorganique). En biologie, un ligand (du latin ligand, liant) est une molécule qui se lie
de maniere réversible a une macromolécule ciblée, protéine ou acide nucléique, jouant en
général un réle fonctionnel : stabilisation structurale, catalyse, modulation d'une activité
enzymatique, transmission d'un signal. Ce terme, tres utilisé pour I'étude de protéines, désigne
les molécules qui interagissent avec la protéine de maniere non-covalente et spécifique et qui
jouent un réle dans ses fonctions. La liaison d'un ligand a une protéine réceptrice modifie
souvent la conformation de cette derniére, c'est-a-dire sa structure en trois dimensions (3D).
L'énergie associée aux interactions intermoléculaires formées entre la protéine et son ligand
permet de promouvoir ce changement de conformation, appelé ajustement induit. Cette
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modification structurale peut ainsi moduler éventuellement son état fonctionnel et son
activité.[37].

ZincDATABASE

Zinc DATABASE [http://zinc.docking.org/] est une base de données a acces libre
depetitesmoléculesorganiquesdisponiblesdanslecommercepourladécouvertedemédicamentset
contient actuellement 95612850 décomposés uniques[37].

3) PRINCIPES

Le plus important probléme pour I’étape de Docking est de parcourir le mieux possible
I’espace conformation. La complexité de ce probléme est fonction du nombre de degrés de
liberté, de translation, de rotation en plus des conformations de départ possibles du ligand.
Afin d’¢éviter des calculs que les machines ne peuvent résoudre ou seulement dans des temps
bien trop importants, plusieurs approximations sont possibles. Les algorithmes de recherche
de la flexibilit¢ du ligand peuvent se classer en trois principes, nommés combinatoire,

stochastique, et déterministe.[36].
4) Les différentes étapes de docking [36].

L’algorithme de doc King est basé sur la stratégie de la construction incrémentielle, elle

consiste en -phases essentielles:
» Sélection du fragment de base

La premiere étape du doc King est de choisir une partie du ligand qui va interagir en premier
avec la proteine, cette partie est appelée «le fragment de base». La technique de la sélection

du fragment de base est la suivante:

La premiere étape est la division du ligand en plusieurs composants par I’ouverture des
liaisons simples acycliques non terminales. Par définition un fragment est dit valide lorsqu’il

constitue la partie qui va se connecter a la protéine, et n’ayant pas plus de 30conformations
- La deuxieme étape consisteau classement des fragments valides.

» Placement de base
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Les algorithmes de placement sont basés sur la technique de « géométrique Hasting»
Ces algorithmes sont le (triplet) et le (paire).Le premier algorithme est utilisé lorsqu’il ya
trois interactions compatibles entre le ligand et le récepteur, il s’agit d’un triplé (sous forme
de triangle); le second est utilisé lorsqu’il y a deux interactions compatibles, dans ce cas ils

‘agit d’une paire.

Pour des raisons géométriques les surfaces d’interactions du site actif sont présentées par des

points

1-La premiére étape de cette technique est de générer tous ces points d’interaction
dans des cercles ou la distance point-point est fixe. Sachant que la distance de la liaison
hydrogéne et les sels pontés est égaleal.2A et que celle des interactions Hydrophobiques est

égaleal.6A.

Type d’interaction du 2°™ point et la distance. Elle génére tous les triplets (ou paires) des
centres d’interaction du fragment et définit tous les triplets compatibles .On dit que les deux
triangles définis précédemment sont compatibles seulement s’ils ont les mémes longueurs

d’arétes et que leurs sommet sont des types d’interaction compatibles [36].

L icpanu<cl R caepteur

Figure 09:Technique utilisée pour placer le fragment.
Les trois centres d’interaction du ligand (en gris), Les trois points d’interactions du site actif (ennoir).
2-La deuxieme étape est 1’ajustement du placementen considérant:

- Les contraintes angulaires ou géométriques (le centre d’interaction du ligand

coincide avec la sur face d’interaction du récepteur et vice-versa).

- Le ligand et la protéine (récepteur) ne doivent pas se chevaucher. La liste des
placements (positions) obtenus par cette étape contient plusieurs interactions similaires pour

deux raisons:
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Changer un point par un autre proche dans la méme surface d’interaction change légérement

I’interaction.
Le fragment peut faire plus de troisiémes réactions simultanément.

3-La troisieme étape sert a regrouper tous les placements qui ont un rms de déviation
minimale, (rams : rot mena square=0.7A). Ces placements vont converger vers une seule

solution, celle qui correspondra I’orientation finale du ligand

-La derniére étape est un test de chevauchement (I’algorithme ne prend encompte que les

placements quines n’enchevauchent pas).

Dans le cas d’un petit fragment de base, il se trouve que les triplets d’interactions soient trés
rares ou méme inexistants, les paires d’interactions vont alors étre prises en compte au lieu
des triplets. L’interaction va étre entre les paires des centres d’interactions du ligand et les

paires de points d’interactions du site actif.

Le degré de liberté qui reste (la rotation autour de 1’axe défini par la paire de points
d’interactions) peut étre fixé en tournant le ligand de telle sorte que les deux centres

d’interactions du récepteur lient approximativement les deux centres d’interactions du ligand.

[36].

Pour réduire le nombre de placements ou positions générés, il suffit de différencier les
interactions actives des moins actives (active veut dire qu’elle peut éEtre utilisée

parl’algorithmedeplacement).Pourcelalemoded’activitésuivantestconsidéré:
5) OBTENTION DES STRUCTURES.

La majorité des structures protéiques sont disponibles via la «Protéine Data Bank »un grand
nombre de structures d’une méme molécule avec ou sans ligand permet d’avoir une
information pertinente. Quand la méthode expérimentale n’est pas possible ou n’a pas été
encore réalisée, la solution a envisager en premier est uni s’agit de prédire un modéle d’apres
d’autres molécules le plus proche possible de celle étudiée et dont les structures sont connues
expérimentalement. La conformation d’une protéine étant codée par sa séquence en
aminoacides, la premiere étape est d’effectuer un alignement de séquence pour identifier les
molécules similaires. La recherche d’homologues peut s’effectuer principalement par trois

voies. En premier lieu la méthode développée par Neeleman et Wunsche qui utilise un
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algorithme de programmation dynamique pour réaliser un alignement global puis celle de
Smith et Waterman, semblable a la précédente mais qui réalise des alignements locaux et
enfin au moyen de recherches par heuristique, qui permettent de travailler avec un nombre de
séquences beaucoup plus grand. Parmi ces méthodes, on peut citer les approches utilisées par
les logiciels BLAST (Basic Local Alignement SearchTool) et FASTA e approche parmodé

lisation comparative [36].
6) Etude in silico

Par analogie avec les expressionsin vivo, le terme«insilico» a été introduit pour
qualifier les méthodes numériques mises en ceuvre pour traiter de tels systémes .De par son
nom, ce terme fait référence au silicium, matériel principal retrouvé dans les puces
informatiques de tous les ordinateurs. In silico c’est un modéles biomathématiques utilisant
des bases de données issues d’expérimentation in vivo ou in vitro, permettant d’analyser,

grace a des logiciels informatiques, les propriétés recherchées [37].
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1. Matériels
Le téléchargement de la protéine cible,-lactamase (PDB :4NQ4)a été fait a partir de la base

de données Protéine Data Bank (www.rcsb.org/pdb) (Figure 1).

(A) (B)
Figure 10 : Structure cristalline de la protéines cible, p-lactamase (PDB code :4NQ4) (A) et (B)

le site actif.

Les structures des composés phénoliques (phytoligands) seront téléchargés a partir des bases
de données suivantes (Tableau 2) :
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://zinc.docking.org/

La minimisation de 1’énergie globale des ligands et 1’addition des atomes d’hydrogene a

I’aide du programme Avogadro Version 1.1.1.
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Tableau 2 : Structure chimiques de I’acide clavulanique et des composés majoritaires

d’Artemisia campestris L.

Nom des phytoligands Code CID Structure
Phloretine 3',5'-Di-C-glucoside 42607692
Stigmasterol 5280794
Sitostérol 122411791
Acide 3,4-dicaffeoylquinique 5281780 e
Iiji‘r*:ijf,r‘k
g
7 IH
Ethyl 3,4dicaffeoylquinate 10554540 R
fiﬂ j**wﬁ R:L
:‘L\IHJ
Acide 4,5-Di-O-caffeoylquinique 6474309 e
o
o
SLT?
Acide 3-feruoyl-4-caffeoyl- | 91617958 cod—d
quinique oy A
R <

27



Matériels et méthodes

Acide clavulanique 5280980

2. Méthodes
2.1 Préparation des ligands et des protéines

La préparation de la protéine cible, la tyrosinase utiliséedans cette étude a été réalisé a 1’aide
du programme BIOVIA Discovery Studio Visualizer 2020 (v20. 1.0.19295). En utilisant ce
programme, les molécules d’eau seront ¢liminées a partir de la structure cristalline de la protéine
principale (PDB/ 4NQ4) lié avec son ligand (acide clavulanique).

La deuxieme étape de préparation, consiste a I’addition des atomes d’hydrogene et la charges
Kollman ceci a 1’aide du programme MOE 2015 (Molecular Operating Environment) (Version
2016. 02)et par la suite les ligands seront enregistrés en format PDB. Pendant la préparation
I’énergie des phytoligands est minimisée par 1’algorithmeGasteiger.

2.2 Amarrage moléculaire

L’analyse de I’amarrage moléculaire est réalisée par 1’outil MOE 2015 pour déterminer
I’énergie d’interaction entre les ligands et les protéines cibles.

Le méme programme est utilisé aussi pour obtenir le grid box en 3D pour la simulation du
docking dans lequel le box d’une taille de 40x40x40, et 0,742 A est crée et centré a (x = 13.544,
y =12.198, z = 67.681) autour des résidus du site actif de la protéine cible 6lu7. De plus, le grid
box de la protéine spike est centré a (x=-36.921, y = 30.66, z = 2.967) avec un espacement de
0.503 A de dimensions de 40 x 84 x 40, pour couvrir le site actif avec les résidus essentiels du
site d’interaction.

Les sites d’interaction entre les phytoligands et la B-lactamase seront déterminés par le
programme MOE 2015.

2.3 Les reégles de Lipinski et les propriétés d’ADME-T

Lipinski a défini un ensemble de régles permettant d’estimer la biodisponibilité d’un composé
par voie orale a partir de sa structure bidimensionnelle. Ces régles concernant les propriétés
physico-chimiques ont été définies aprés 1’analyse de 2245 médicaments commercialisés ou en
phase finale de développement :

— le poids moléculaire du composé ne doit pas étre supérieur a 500 daltons (Da),
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— le logarithme décimal du coefficient de partage eau / 1-octanol, noté logP, doit étre inférieur
as,

— le nombre de donneurs de liaisons hydrogene doit étre inférieur a 5,
— le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogene doit étre inférieur a 10.

Les composés dont les propriétés physico-chimiques ne satisfont pas au moins 2 des régles
sont fortement susceptibles de présenter des problémes d’absorption ou de perméabilité. En effet,
moins de 10 % des molécules en phase clinique présentent plus de deux criteres en dehors de la
gamme préconisée par Lipinski.

Les ligands qui présentent un effet inhibiteur puissant sur la B-lactamase ont été analyse selon
la régle de Lipinski a I’aide du programme MOE.
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Résultat du docking moléculaire

Parmi les 16 phytoligands testé, seulement huit composés ont été retenus qui donnentdes
résultats de RMSD inférieure a 2 A°. Tous les ligands peuvent inhibés la f-lactamases.

D’apres les valeurs de ’enrgie d’interaction (S), on constate que le 3-feruoyl-4-caffeoyl-

quinic acide et le 4,5-Di-O-caffeoylquinic acid sont les inhibiteurs les plus puissants.
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Tableau 3. Le résultat du docking moléculaire des huit composés d’ Artemisia campestris L.

Structure Nom Code S (Kcal/mol) R(il\c/,l)D Site d’interaction HAC HDN
- & v Phloretin 3'5-Di- 42607692 -6.43 1.41 TRP 59 0 0
® C-glucoside pi-H
stigmastérol 5280794  -6.45 1.62 SER174 0 1
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sitostérol

3,4-
Dicaffeoylquinic
acid

Ethyl
3,4dicaffeoylquinat

12241179
1

5281780

10554540

-6.45

-6.55

-6.08

1.39

1.84

1.40

SER 174

SER174
SER 174
LEU 178

SER 174

0 le
1 2
0 2

32



Résultats et discussion

= acide

® ® @ 4,5-Di-O- 6474309 -6.89 1.80 SER172 0 3

' caffeoylquinic acid SER172

o) ol (Isochlorogenic acid HI1S210

"/

Acide clavulanique 5280980 -6.55 1.84 ASP 177 0 2

SER174
3-feruoyl-4- 91617958 |-7.65 16117 |LYS171 3 0

caffeoyl-quinic SER172
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1/Cas de clavulanique acide

L’analyse visuelle ; montreque | acide clavulanique a un score -6.45 Kcal/mol; en établissant
deux liaison entre le noyau de ligand et le ser 174du site actif avec un distense3.09A et la
deuxiémeliaison entre OH et le ASP 177 avec un distense2.90 A . | acide clavulanique est

égalementstabilisé par I’interaction hydrophobique avec les résidus Asp 177 ; ser 174 ;lys 171 ;
his 210 ;Gly 211et ser 172.

Figure 11 : Interactions entrel acide clavulanique et les résidus de site actif de 4nqg4.

2-cas de 3-feruoyl-4-caffeoyl-quinic acide :

Avec le score -7.6523kcal/mol, I’analyse visuelle montre que deux liaison formée entre le H
accepter et le Lys171 avec une distance 2.81et2.99A et une liaision enter le H accepter et le
Serl72 acevc une distance 2.90A du seti actif est égalementstabilisé par 1’interaction

hydrophobique avec les résidusserl74 ;ser 172 ;lys 171 ; asp177 ;asn180 ;asp183 ;his194 ;his88
de ’enzyme.
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Figure 12 : Interactions entre I3-feruoyl-4-caffeoyl-quinic acide et les résidus de site actif de
4ng4.

Figure 13 : Interactions entre Stigmasterol et les résidus de site actif de 4ng4

35



Résultats et discussion

Figure 14 : Interactions entre sitostérol et les résidus de site actif de 4nq4

D’apres les résultats regroupés dans le Tableau 1, on constate que I’acide aminé Serl174
participe dans 1’interaction entre la plus part des phytoligands testés ainsi que 1’acide
clavulanique. Selon KARSISIOTIS et al. (2013) et acide aminé joue un role important dans le
mécanisme d’hydrolyse du noyau -lactames.

Les résultats des cing regles de Lipinski

D’aprés les résultats des cinq régles de Lipinski (Tableau 1), on peut dire que le stigmasterol
et le sitostérol qui présentent une bonne affinité de fixation par rapport au site actif de la -
lactmase répondent parfaitement aux conditions des regle de Lipinski et par conséquent ont une
biodisponibilité orale élevée et peuvent étre utilisées donc comme de nouveaux inhibiteurs de
la B-lactamase dans le traitement des infection bactériennes dues aux bactéries productrices de

cette enzyme (Nawaz et al., 2020).
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Tableau 4. Les résultats de 1’anayse des cing régle de Lipinski des phytoligands

testés sur la B-lactamase.

Aacc  Adon Lip LogP Ppids .
€D <10 <5 violation<2  (o/w)<5 mzfgg'gge
22607692 15 27 3 251 598.55
5280794 1 2 1 7.14 412.70
122411791 1 2 1 8.07 516.45
5281780 10 18 3 2.48 544.50
10554540 9 15 3 3.08 516.45
6474309 10 18 3 248 530.48
01617958 10 17 3 274 530.48
5280980 5 8 0 119 199.16
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Con

Les plantes médicinales et aromatiques sont utilisées depuis longtemps comme remédes des
maladies humaines puisqu’elles contiennent des composés chimiques de valeur thérapeutique. La
connaissance et 1’usage des plantes constituent un vrai patrimoine de 1’étre humain. Leur
importance dans le domaine de la santé publique est trés accentuée dans ces derniéres années

grace aux thérapeutiques qu’elles procurent.

Artemisia campestris L. I’une des plantes aromatiques utilisée en médecine traditionnelle pour

traiter de nombreuses pathologies grace a son contenu en métabolites secondaires bioactifs.

Le doking moléculaire de I’interaction des principaux constituants d’Artemisia campestris
avec la B-lactamase, montre que le 3-feruoyl-4-caffeoyl-quinic acide, le 4,5-Di-O-caffeoyl quinic
acide et le stigmastérol sont des inhibiteurs puissants de cette enzyme. De ce fait, Artemisia
campestris peut é&tre utilisée pour le traitement des infections bactériennes causées

principalement par les souches productrices de B-lactamase.

Pour compléter ce travail, il est envisageable d’étudier in vitro I’effet inhibiteur des ligands
sélectionné sur la PB-lactamase et d’évaluer d’autres activités biologiques de cette plante

aromatique.
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Annexes

tableau : Structure chimiques de I’acide clavulanique et des composés majoritaires d’ Artemisia campestris L.

Annexe

Nom des phytoligands Code CID Structure
Phloretine 3',5'-Di-C-glucoside 42607692 ”?Y%\;
e
7\
[‘/]
Stigmasterol 5280794
N
4, H/,”///
. J) "
Fos.
Sitostérol 122411791
N
HDJ:j;;tﬁJﬁ
Acide 3,4-dicaffeoylquinique 5281780 2 \ﬁ
AR S
. IJ;H
i
L
Ethyl 3,4dicaffeoylquinate 10554540 R
)Y
; I j/K(H Z\I/\:\L"
A
Acide 4,5-Di-O-caffeoylquinique 6474309 2y
Acide clavulanique 5280980




Annexes

Tableau 3. Le résultat du docking moléculaire des huit composés d’ Artemisia campestris L.

Structure Nom Code S (Kcal/mol) R(?A\I\:I)D Site d’interaction HAC HDN
O, Phloretin 3'5-Di- 42607692 -6.43 1.41 TRP 59 0 0

()
&)

C-glucoside
pi-H

stigmastérol 5280794  -6.45 1.62 SER174 0 1




Annexes

sitostérol 12241179  -6.45 1.39 SER 174 0 1e
1

3,4- 5281780  -6.55 1.84 SER174 1 2

Dicaffeoylquinic

acid SER 174

LEU 178
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........

Ethyl
3,4dicaffeoylquinat

4,5-Di-O-
caffeoylquinic acid
(Isochlorogenic acid
Q)

10554540

6474309

-6.08

-6.89

1.40

1.80

SER 174

SER172
SER172

HIS210
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3-feruoyl-4- 91617958  -7.65 1.6117 LYS171 3 0
caffeoyl-quinic

. @ acide SER172
Acide clavulanique 5280980  -6.55 1.84 ASP 177 0 2

SER174
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Tableau 4. Les résultats de 1’anayse des cinq régle de Lipinski des phytoligands

testés sur la B-lactamase

cIb iicg Aj ;n vioIaI;iisn<2 (o|7v3§]25 mo;ilj;re
<500 Da
42607692 15 27 3 251 598.55
5280794 1 2 1 7.14 412.70
122411791 1 2 1 8.07 516.45
5281780 10 18 3 248 544,50
10554540 9 15 3 3.08 516.45
6474309 10 18 3 248 530.48
91617958 10 17 3 274 530.48

5280980 5 8 0 -1.19 199.16
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Résumé :

Artemisia campestris est une plante aromatique médicinale qui en fait un sujet important
de la recherche scientifique. Cette plantes posséde diverses activités biologiques (anti-
tumorales, antivirales, antioxydantes, ...etc.), donc la valorisation de ces principes actifs revét
une importance économique. La plus part des infections bactériennes sont causés par des
germes producteur de PB-lactamase responsable de leur résistance aux antibiotiques de la
famille des B-lactames. L’objectif principal de ce travail est de réaliser un criblage virtuel de
I’interaction de 12 composés chimiques d’Artemisia campestris sur la B-lactamase en utilisant
le programme MOE. Parmi les ligands testé, seulement le stigmastérol et sitostérol sont des
inhibiteurs non toxiques et leur énergies d’interaction sont -6.45 kCal/mol et -6.45 Kcal/mol,
respectivement. Ces deux composés peuvent etre utilisés dans le domaine pharmaceutique
pour le développement de nouveaux antibiotiques contre les bactéries multiresistantes.

Mots clés : Docking moléculaire, B-lactamase, inhibition, Artemisia campestris.

Summary:

Artemisia campestris is a medicinal aromatic plant which makes it an important subject of
scientific research. This plant has various biological activities (anti-tumor, antiviral,
antioxidant, etc.), therefore the enhancement of these active ingredients is of economic
importance. Most bacterial infections are caused by germs that produce p-lactamase
responsible for their resistance to antibiotics of the p-lactam family. The main objective of
this work is to perform a virtual screening of the interaction of 12 chemical compounds of
Artemisia campestris on B-lactamase using the MOE program. Of the ligands tested, only
stigmasterol and sitosterol are non-toxic inhibitors and their interaction energies are -6.45
kCal / mol and -6.45 Kcal / mol, respectively. These two compounds can be used in the
pharmaceutical field for the development of new antibiotics against multiresistant bacteria.

Keywords: Molecular docking, B-lactamase, inhibition, Artemisia campestris.
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