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Résumé

Les candidoses ou infections causées par 1’agent pathogéne Candida albicans, sont
considérées comme véritable menace pour les gens dont I’'immunité est affaiblie.
Actuellement et en plus de leurs effets secondaires, les traitements antifongiques ont montré
une faible efficacité devant cette levure résistante, de ce fait les chercheurs ont orienté leurs
études vers les sources naturelles afin de trouver des alternatifs plus spécifiques, efficaces et
moins d’action négative sur les cellules de 1’hote. Dans ce but, nous avons cerné notre
objectif sur deux volets complémentaires. La premiere partie du travail était pratique ou nous
avons commencé par I’extraction des métabolites secondaires a partir de Lepidium sativum,
Punica granatum, Atriplex halimus et Inonotus hispidus. Le test de I’activité antifongique
de ces extraits sur quatre souches de C. albicans a 1’aide de la méthode de microdilution par
le révélateur INT a permis de savoir la sensibilité des levures qui dépend de la nature de
I’extrait et sa concentration dans le milieu (variation de CMI de plus de 4 & 0,125mg/ml).
Pour confirmer les tests précédents, 1’étude du pouvoir inhibiteur de la lipase de C. rugosa
des extraits bioactifs est realisée sur microplaque, le résultat a montré la capacité de la
majorité des extraits a inhiber 1’activité de cette enzyme avec des concentrations inhibitrices
intéressantes (ICso de 2,29 a 0,78 mg/ml). Dans la deuxiéme partie, nous voulons proposer
le mécanisme d’inhibition exercé par ces molécules en utilisant la modélisation moléculaire
par I’amarrage moléculaire de quatre enzymes clés dans le métabolisme des cellules
fongiques a savoir la Lipase, la Serine/thréonine phosphatase, la phosphomannose isomérase
et la sterol-14alpha déméthylase, avec deux molécules alcaloidiques naturelles (Lépidine B
et Lépidine E isolées de L. sativum). Nous confirmons qu’aucune étude préalable dans ce
contexte n’a été trouvée dans la littérature, ¢’est 1’ originalité de ce travail. Le docking montre
’affinité des molécules aux enzymes testées ce qui met en valeur la corrélation entre les

résultats in vitro et ceux obtenus par 1’étude in silico.

Mots clés : Candida albicans, extraits naturels, alcaloides, activité antifongique, inhibition

enzymatique, lepidine B, lepidine E, amarrage moléculaire.



Abstract

Candidiasis or infections caused by the pathogen Candida albicans, are considered to be a
real threat to people with weakened immunity. Currently and in addition to their side effects,
antifungal treatments have shown low effectiveness in front of this resistant yeast, therefore
researchers have directed their studies to natural sources in order to find more specific,
effective alternatives and with less negative action on host cells. To this end, we have
identified our objective in two complementary areas. The first part of the work was practical
where we started by extracting secondary metabolites from Lepidium sativum, Punica
granatum, Atriplex halimus and Inonotus hispidus. The test of the antifungal activity of these
extracts on four strains of C. albicans using the microdilution method by the INT developer
revealed the sensitivity of the yeasts which depends on the nature of the extract and its
concentration. in the medium (variation of MIC from more than 4 to 0.125mg / ml). To
confirm the previous tests, the study of the inhibitory power of C.rugosa lipase from
bioactive extracts is carried out on a microplate, the result showed the capacity of the
majority of extracts to inhibit the activity of half of the enzymes present in the reaction
medium with interesting concentrations (IC50 from 2.29 to 0.78 mg / ml). In the second part,
we want to propose the mechanism of inhibition exerted by these molecules by using
molecular docking of four key enzymes in the metabolism of fungal cells namely Lipase,
serine / threonine phosphatase, phosphomannose isomerase and sterol-14alpha demethylase.
We confirm that no previous study in this context has been found in the literature, this is the
originality of this work. Docking shows the affinity of the molecules for the enzymes tested,
which highlights the correlation between the in vitro results and those obtained by the in

silico study.

Key words: Candida albicans, natural extracts, alkaloids, antifungal activity, enzymatic
inhibition, lepidine B, lepidine E, molecular doking.



Publication scientifique

» Gacemi, S., Benarous, K., Imperial, S., & Yousfi, M. (2019). Lepidine B & E as new

target inhibitors from Lepidium sativum seeds against four enzymes of the pathogen

Candida albicans: in vitro and in silico studies. Endocrine, metabolic & immune

disorders drug targets (catégorie A, IF : 1.1)

VOLUME: 20
ISSUE: 1
Year: 2020
Page: [127 - 138]
Pages: 12

DOI: 10.2174/1871530319666190415141520

Communication internationale

>

Gacemi. S., Benaous, K., Aid. K., Djenaoui F.Z. L’effet inhibiteur des extraits

naturels de Marrubium vulgare, Inonotus hispidus et Punica granatum L contre
quelques souches microbiennes. Seminaire international sur la phytodiversité et

plantes d’interet ecologique et économique, Inventaire, Conservation et Valorisation.

Université de M’sila. 29-30 octobre 2017.


https://doi.org/10.2174/1871530319666190415141520

Liste des abréviations

A : absorbance

AC : extrait d’acétate d’éthyle

AK : extrait alcaloidique

ATCC : American type culture collection
C.albicans : Candida albicans

CMI : concentration minimale inhibitrice
DMSO : diméthylsulfoxyde

E : est

HX : extrait d’hexane

I % : pourcentage d’inhibition

ICso : concentration inhibant la moitié des enzymes dans le milieu réactionnel
INT : iodonitrotétrazolium

LCR : lipase de Candida rugosa
mM : milli molaire

N : nord

PDB : Potein Data Bank

UF : unité fongique



Liste des tableaux

Tableau 1. Quelques molécules d’origine naturelle avec pouvoir antifongique. ..........ceceecererennene 26
Tableau 2. Espéces végétales et champignon étudiés avec régions de collecte (Web1)................. 36
Tableau 3. Références des souches fFONQIQUES tESLEES. .......ccuveverireereceeeere et 37
Tableau 4. Tests biochimiques d’identification des levures (Biomerieux, 2016). ........cccveeverreenns 41
Tableau 5. Parametres cinétiques de 1a LCR (Benarous, 2014). ........cccccveereieneneneneseneneneeeneenes 44
Tableau 6. Les enzymes cibles avec parameétres du doCKiNg. .......ccceceveeeerineevieneeceseeeese e 49
Tableau 7. Rendements, aspects et couleurs des extraits ODLENUS. .........cecvervreereerierierereee e 51
Tableau 8. Activité antifongique des extraits de P.granatum (CMI, CMF) .......cccooevvininennennnne. 56
Tableau 9. Activité antifongique des extraits de 1.hispidus (CMI, CMF).......cccccovievevvieecesennnns 58
Tableau 10. Activité antifongique des extraits d’A.halimus (CMI) ..o 59
Tableau 11. Activité antifongique des extraits de L.sativum (CMI) .......cceeieieviiiecieniciee e, 60
Tableau 12. Inhibition de la Lipase par quelques extraits de plantes..........cccecvevveveeveeveseereseenens 61

Tableau 13. Les résultats des interactions entre les composés (Lépidine B et E) et les 4 enzymes.64



Liste des figures

Figure 1. Diversité des formes de levures (Carlile et al., 2001). ......ccccevveeecriieeiirececeseee e 7
Figure 2. Biofilm de Candida albicans observé au microscope électronique a balayage (Sardi et

Y I 0 SRS 8
Figure 3. Invasion des tissus par C. albicans ainsi que les facteurs de virulence impliqués (Naglik
etal., 2003 ; GOW L al., 2012 ). .oeeoieieeeeeeeee ettt et et sttt st ennens 11
Figure 4. Pathogeénie des infections a Candida (Eggigman et Pittet, 2002). ........cccccvevvreeverreenenne. 13
Figure 5. Candidoses superficielles, (A) Onyxis. (B) et (C) Orale. (D) Intertrigo des petits plis. (E)
(ESOPNAGICIINE. .....eeviiiiiiiieieet ettt ettt e s bt sttt et et e s bt e sbeesaeesat e s bt e b e e beeabeesmeeemeeeneeenneen 19
Figure 6 . Molécules antifongiques : Amphotéricine. Fluconazole. Itraconazole (Carrillo-Munoz et
1 00 ) TSRS 21
Figure 7. Métabolites secondaires produits par les basidiomycetes (Photo de Pycnoporus sp
Blackwell, 2011 ; De Silva et al., 2013).....ccveieeieieieiieeeie ettt ae s e 24
Figure 8. Classification botanique de Punica granatum (le grenadier) (Ravindran., 2017). .......... 26
Figure 9. Classification botanique de Lipidium sativum (cresson alénois) (Prajapati et al., 2014 ;

L VT a0 =L 0 S 27
Figure 10. Classification botanique d’Atriplex halimus (Walker et al., 2014). .......cccccecvrvenerennenne 28
Figure 11. Le polypore hérissé, Inonotus hispidus (Dai, 2010) et sa classification (\VVégh, 1987 ;
VUKOJEVIC € Al., 2016). wovevenienieiieiieiieieeieste ettt sttt sttt ettt b et st st ae e et e e e sesseeseseennan 30
Figure 12. Résumé d’une approche de la conception de médicament a base de la structure (de
RUYCK €L AL, 2016). ..cviceeeiiciieeeieeeete sttt ettt ettt e s te e e s teebe et e steessesbeessesbeesaensesteessensesrnenes 31
Figure 13. Capture d’écran du site PDB........cccoieiiiririnireieceeeesesese e 34
Figure 14. Sites géographiques des zones de collectes du matériel biologique (webl). ................. 37
Figure 15. Procédure d’extraction d’EAC 81 EHX. ...coeviiiiiniiiiie e 38
Figure 16. Procédure d’extraction des alcaloides (AK) a partir de la matiere végétale solide........ 39
Figure 17. Procédure d’extraction des alcaloides a partir du jus de fruits de P.granatum.............. 40
Figure 18. Application du test de CMI en MICrOPIAQUE. ......ocveeverieeieriieeeiereee e 43
Figure 19. Photo en surface du LCR (code PDB : 1LCR ; Cygler et Schrag, 1999) avec 1’état
ouvert du couvercle obtenu a partir du logiciel PYMOL ...........cccoevieieieiiiciceceseeeeeeeeeee s 44
Figure 20. Structures chimiques de la Lepidine B et E (Shukla et al., 2011).......ccccveeereeiecreennne. 48
Figure 21. Représentation graphique des rendements d’eXtractions. ............ceevevververeereeeereeesesnenns 51
Figure 22. Pourcentages des fractions alcaloidiques contenues dans le fruit du grenadier. ............ 52
Figure 23. Résultat de la galerie API Cand. ........ccooveiiieieiieieeeeeeeee ettt s 54
Figure 24. Photos des microplaques incubée 24h a 30°C avec la réaction des puits a I’'INT.......... 55
Figure 25. Représentation de la meilleure pose d’amarrage de la Lepidine B & E avec le site actif
de la lipase de Candida FUGOSA. .....ccecveeverieeeerieeie ettt este s e et e ste e e e te s e e sesbesasebesbeesessesreensesteesnens 65
Figure 26. Représentation de la meilleure pose d’amarrage de la 1épidine B & E sur le site actif de
la Serine/threonine phosphatase de C. albiCans.. ........ccveveiiiieceiececece e s 67
Figure 27. Représentation de la meilleure pose d’amarrage de la Iépidine B & E sur le site actif de
la phosphomannose isomerase de C. albiCanS. ........ccevieeeriiieerieseeee e 69

Figure 28. Représentation de la meilleure pose d’amarrage de la Iépidine B & E sur le site actif de
la Stérol 14-alpha diméthylase de C. albiCans.. .........ccccveiiiiriiiiciieceeeee e 71






Table des matiéres

(oo 11 o1 1 T o PSPPSR 2
)Y 1L g L=l o[ o] FToTo [ =T o] o] Lo [0 =N 5
I. Candidoses et germe pathogéne Candida albiCans............cccoovriiiiiiniiineiie s 6
O o 11] (0] i o [ -SSRSO 6
2. Géneéralités sur 1eS ChaMPIGNONS..........coiiiiiiiie e 6
2.0 LLBVUIES ..ttt b ettt b ettt b e e b e s bt e she e sR b e e R bt bt bt e b e e ebb e bt e enbe e be e nbe e e 7
R o T T Y OV g To [ To F- WSO 8
2.3. Pathogénicité de Candida...........ccccvvieiiiiiie e 10
P =T O T [T [0S0 PR 12
2.5.  Facteurs prédisposant auX CandidOSES ..........cccevvvevieiiiiieiesieeie e 13
3. Les pathologies associées auX CaNAIdOSES.........ccvvvviieiiieere et sre et 15
3.1, Les candidoses SUPEITICIEIIES ... 15
3.2, CandidoSes ProfONAES ..o 19
4. Antifongiques et antibioréSISTANCE .........cccveii i 21
I1. Produits naturels et DIOACTIVITE ..o 23
1. Plantes MEAICINGIES.........ccoiueieieieici sttt st e e e 23
2. 165 DASIAIOMYCELES ..ottt sttt e et e ae e st e s be e e e sbeeteebesreeneesre e 23
3. MEtaboliSme SECONUAINE. .......oveieiieiieiecie et 25
4. Activité biologique des produits NALUIElS............cccoeriiiiiiiiiiceee e 25
5. Espéces sélectionnées pour I’étude................ccooeiiiiiiiiiiiii s 26
TN D U o TTor: W | =T T LU 0 FS U SRPPRR 26
5.2, Lepidium SAtiVUM.........cccouiiiiiciice ettt et sbe e be e aeens 27
5.3, AFIPIEX NAIIMUS ... 28
5.5, INONOLUS NISPIAUS ....ovveiiiiiciie ettt ettt st aeens 29
I AMArrage MOIECUIAITE........c.ociie et be et s re e see e 30
IO oo [T £ o] o USSR 30
2. ThEOKrIe AU AOCKING......coeirieiiiiitiiei ettt 31
3. Notion de dynamique moléculaire DM .........ccccooiiiiiiiiiiiic e 32
4. Programmes ULHISES ........couiiiiiiiiiieee s 32
4.1,  Etapes de de dOCKING.......ccoiiiiiiiiiie i 33
Matériel et MEtNOGES. .euuurininiiieiiiiiiiiiiiiir ittt rasareteesasaseeensnsasases 35
. Matériel DIOIOGIGUE. ..o 36

1.Plantes sélectionnées et ChamPignON............ooeveieieieiniee e 36



2. SOUCKNES TONGIGUES .....eiieieii ettt ettt 37

T, MIBENOMES ... bbbttt b e 38
1. Extraction des produits NATUIEIS...........ccceeviiiii e 38
2. Etude de P’activité antifongique des extraits naturels sur Candida albicans............. 40
3. Test de I’activité inhibitrice sur I’enzyme : Lipase de Candida rugosa (LCR)......... 43
4. AMArrage MOIECUIAITE .........ccecveiii e sre e 45
4. 1. CROIX GBS BNZYIMES. ... ittt sttt se b se et e et b e sb b nnennen e 45
A. Lipase de Candida rugosa (LCR)......ccuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinieiniiieiinisiscsnscensonns 45
B. Serine/thréonine phosphatase de Candida albicans (StPCA) ........ccccocvvirnenncnnne. 46
C. Phosphomannose isomérase de Candida albicans (PMICA) ........ccccocevinnineienennne 46
D. Stérol 14-alpha demethylase de Candida albicans (CYP51) ......ccccccevvvvivevieviieciiennnn, 47
4.2. Choix des molécules iNNIDITIICES .........cociiiiiieicece s 47
RESUItALS €t dISCUSSION..cuutuiuieniuiitiuiiiiiiiiiiiiie ittt eaeeesencaeemsensassnsasenne 50
1. Extraction des métabolites SECONUAINES..........covieiireiiiiiee e 51
2. ldentification des SOUCHES TONGIQUES..........ccoeruiieiiieiii e 53
3. Test de Pactivité antifongique ................cccooiiiiiiiiiii e 54
3.1, EXtraits de PUNICa granatum ..........c.ccceiiiiiiiieie ettt 56
3.2. Extrait d’IN0N0tUS NISPIAUS ........ooiiiiiiiiiieieieee e 57
3. Extrait d’AtripleX halimus ... 58
3.5. Extrait de Lepidium SAtIVUM ........cccoiiiiiiiiiic et 59
4. Inhibition de la lipase de Candida rugosa (LCR)..........ccooviiriniiiicieieesesese e 60
5. AmaArrage MOIECUIAITE .........coiiiiiiiieee s 62
5.1. Lipase de Candida rugosa (LCR) .......cccciiieiiiieie et 63
5.2.La Serine/threonine phosphatase de C. albicans (StPCA).......ccoceveiviniiiinienencneene 66
5.3.Phosphomannose isomerase de C. albicans (PMICA) ........ccccoeriieiiininineneiees 67
5.4. Stérol 14-alpha diméthylease de C.albicans (CYP51)......ccccccooveiiiiiiiieiieiecie e 69
(00T T 17 Lo T R 72
Références DibliograpRiQUES.............cceeeeeereecrieeecersnrseecnssssssesnesssessessnsssssssassssssssseesassssesnssnnssssassnsssnns 75

Annexe






Introduction

L'incidence des infections fongiques a considérablement augmenté, contribuant ainsi a la
morbidité et la mortalité. Cela est dii a une augmentation de la résistance aux antimicrobiens
et le nombre restreint de médicaments antifongiques, qui causent de nombreux effets
secondaires (Sardi et al., 2013).

L’espéce de Candida albicans est un champignon dimorphe qui existe sous forme d’un
commensal d'animaux a sang chaud, y compris les humains, considérés comme pathogénes
fongiques humains majeurs qui causent a la fois les infections des muqueuses et celles des
tissus profonds. Des données récentes suggerent que la majorité des infections produites par
ce pathogene sont associées a la croissance des biofilms (Sardi et al., 2013 ; Rathod et al.,
2015 ; Weerasekera et al., 2016 ; Ben-Ami, 2018).

La sécrétion d'enzymes hydrolytiques par ces levures pathogeénes a été proposée comme 1’un
des facteurs de virulence en favorisant la pénétration active dans les cellules hotes (Pereira
et al., 2015). La lipase de C. albicans, qui est une enzyme extracellulaire impliquée dans le
mécanisme d'invasion par son hydrolyse des triacylglycérols, établis I'infection (Gacser et
al., 2007 ; Mayer et al., 2013 ; Benarous et al., 2015). De plus en se référant a I’étude
d’Ismail et al. (2018), trois enzymes impliquées dans le métabolisme cellulaire sont
également importantes dans la recherche et la conception de médicaments antifongiques. La
premiére sera impliquée dans la déphosphorylation d'une variété de substrats protéiques
(sérine / thréonine phosphatase), tandis que la seconde est une enzyme importante
responsable de l'isomérisation réversible du D-mannose 6 phosphate et du D-fructose 6-
phosphate (phosphomannose isomérase). La troisieme est Stérol 14-alpha déméthylase qui
sera utilisée par les cellules eucaryotes pour la biosynthése des stérols (Lamb et al., 1997 ;
Roux et al., 2011 ; Chen et al., 2016 ; Markus et al., 2017 ; Hargrove et al., 2017).

Ces derniéres annees, la recherche sur les plantes médicinales a attiré une attention globale
surtout sur les plantes utilisées dans la médecine traditionnelle (Cowan, 1990). Du fait de
I’apparition de la résistance multiple des microorganismes pathogenes humains aux
antibiotiques, les microbiologistes s’intéressent beaucoup a 1’usage d’extraits naturels

comme sources d’antimicrobiens.

Les extraits de plantes et des composés d’origine végétale sont des sources précieuses pour
la médecine traditionnelle dans le traitement et la prévention d’un large éventail de maladies,

notamment les maladies infectieuses telles que les candidoses (Mahmoudvand et al., 2014).
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Introduction

En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de centaines, voire des milliers
de composés naturels bioactifs appelés : les métabolites secondaires. 1l s’agit de molécules
organiques complexes synthétisées et accumulées en petites quantités par les plantes
autotrophes, ils sont divisés principalement en trois grandes familles : Les polyphénols, les

terpénes et les alcaloides (Jain et al, 2019).

Pour mieux comprendre et interpréter les interactions effectuées dans les complexes
molécules inhibitrices-enzymes, nous avons utilisé I’amarrage moléculaire, 1’un des outils
bioinformatiques permettant la mise en évidence de tout type de liaisons existant entre le
ligand et le site actif ainsi que le taux d’interaction plus I’énergie engendré par cet
accouplage moléculaire. Le docking est consideré comme une technique accompagnant les
études in vitro ou carrément un moyen pour la proposition de nouvelles structures cibles,
étant donné que la structure atomique d’une macromolécule, comme une enzyme, il devrait
étre possible de trouver de nouvelles molécules qui s'y lient, modulant son activité. Nous
considérons ici un aspect de ce domaine : découverte de ligands inhibiteurs basée sur la
structure (Shoichet et al, 2002).

Dans cette étude, nous avons procédé a un ensemble d’études in vitro et in silico afin de
trouver des inhibiteurs de la croissance des levures pathogénes a I’Homme : Candida

albicans sur la base des extraits et molécules d’origine naturelles.

Le travail commence par une introduction, une partie bibliographique, une partie
expérimentale et se termine avec une conclusion et perspectives. La partie bibliographique
se compose d’une synthese de données théoriques de trois grands domaines : les candidoses,
les extraits naturels et bioactivités, et I’amarrage moléculaire. Concernant la partie pratique,
elle représente 1’ensemble des expériences et protocoles experimentaux appliquées in vitro

et in silico exprimé en matériel et méthodes et résultats et discussion.

Nous rappelons que cette étude est une continuité des travaux précédents réalisés dans le
méme laboratoire des sciences fondamentales, Université Amar Telidji-Laghouat-, dans le
cadre d’obtention des diplomes de magister et doctorat, elle rentre dans 1’un des themes de
recherche de 1’équipe de Modélisation moléculaire des mécanismes d’inhibition
enzymatique des molécules bioactives dirigée par Dr. Khedidja BENAROUS. Ces
recherches précédentes ont menés aux 15 publications internationales et 12 communications
internationales.

Ainsi, a notre connaissance, aucune étude n’a été réalisée sur les effets des extraits naturels
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des plantes : Lepidum sativum, Punica granatum , Atriplex halimus et Inonotus hispidus sur
I’activité antimicrobienne de Candida albicans par la méthode de microdilution, ainsi sur
I’activité enzymatique de la lipase. De méme aucun travail scientifique n’a été publié sur la

modélisation moléculaire des quatre enzymes microbiennes avec ces ligands.
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I. Candidoses et germe pathogene Candida albicans

1. Historique
Les infections existent probablement depuis trés longtemps, puisque I’on retrouve les traces
décrites d’Hippocrate décrivant le muguet buccal au IVe™ siécle avant Jésus —Christ
(Anaissie, 1992).

Cependant il faut attendre le début du XIX®™ siécle pour voir apparaitre la mycologie
médicale et plus précisément en 1839 pour que Langenbeck décrive pour la premiére fois le
champignon responsable du muguet chez ’homme (Knoke et Bernhardt, 2006). Quelques
années plus tard, ce champignon est nomme Oidium albicans, puis Monilia albicans & cause
de son role dans les monilioses, puis Candida albicans (C. albicans) en 1923 par Berkhout,
pour différencier le pathogéne humain des champignons du genre Monilia (Barnett, 2004).
En plus, en 1932, il propose le nom de Candida au genre regroupant toutes les levures
anascosporees produisant du mycélium vrai ou du pseudo-mycélium (Ripert, 2013).

Dés la deuxiéme moitié du XIX™ siécle, les descriptions et les observations cliniques vont
se multiplier puis, a partir de la moitié du XX®™ siécle (1950) avec I’arrivée et la large
utilisation des antibiotiques, le nombre de candidoses ne cessera pas d’augmenter (Ripert,

2013).

2. Généralités sur les champignons
Les champignons ou mycetes sont des eucaryotes, et possedent donc un noyau entouré d'une
membrane nucléaire, ainsi que différents types d'organites cytoplasmiques limités par des
membranes. 1ls sont plus grands que les bactéries et peuvent constituer des assemblages de
grande taille (Hart et Shears, 1999), et leur paroi cellulaire est constituée de chitine et non
de peptidoglycane (Geraled, 2015). On distingue trois groupes majeurs de champignons : les
moisissures, les levures et les champignons macroscopiques (Madigan et Martinko 2007
Willey et al., 2013 ).En majorité, ils vivent libres dans I’environnement et participent
activement a la dégradation de la matiére organique d’origine végétale. Certaines especes
fongiques se comportent en pathogénes obligatoires : ¢’est le cas des dermatophytes ou de
certains champignons dimorphiques. Les autres, beaucoup plus nombreuses, sont
considérées comme des pathogénes opportunistes, autrement dit des organismes
habituellement non pathogenes, mais capables de devenir parasites a 1’occasion d’une
diminution des défenses immunitaires de 1’hote (Guillot et Dannaoui, 2016). Parmi les

agents pathogenes de ce régne, on trouve des levures comme C. albicans ou Cryptococcus
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neolormans, et des dermatophytes formant des filaments mycéliens complexes comme

Epidermophyton floccosum ( Hart et Shears, 1997).

2.1. Levures
Les levures sont des mycetes qui se développent principalement ou exclusivement dans un
état unicellulaire (figure 1). Beaucoup se trouvent sur les surfaces des plantes ou ils sont
capables d'exploiter naturellement les nutriments exsudés, 1ls sont abondants sur les feuilles
et les fruits et dans les nectars de fleurs. On trouve d'autres levures a la surface et dans les
intestins des animaux, en particulier insectes, et quelques-uns sont des agents pathogénes de
I'nomme et des animaux a sang. Non filamenteux, sont généralement sphériques ou ovales
ces champignons produisent des ascospores, certaines basidiospores et certaines

anamorphique, sans phase sexuelle (Carlile et al., 2001 ; Tortora et al .,2012).

D

Figure 1. Diversité des formes de levures (Carlile et al., 2001).

A, Saccharomyces ludwigii. Le bourgeonnement provient de la base et des extrémités des cellules. Les deux
cellules méres ne sont pas encore séparées. B, S.Ludwigii. Les ascospores germent et s'accouplent dans I'asque
pour rétablir I'état diploide. C, Schizosaccharomyces pombe. La division cellulaire est par fission binaire. D,
S. pombe. Ascospore, la production suit immédiatement I'accouplement pour rétablir I'état haploide. E,
Sporobolomyces sp. Production d'une ballistospore, qui a ensuite été déchargée de force, sur un stérigme. F,

Candida albicans. Production de cellules de levure naissantes, & partir d'un hyphe.
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2.2. Le genre Candida

a. Caracteres morphologiques

Le genre Candida dénombre plus de 300 especes parmi lesquelles seule une minorité, dont
C.albicans, C.tropicalis, C.glabrata, C.krusei, C.parapsilosis et C.dubliniensis peuvent étre
pathogénes(Akpan et Morgan ,2002).

L’espéce C.albicans (figure 2), est un micro-organisme, il s’agit d’une levure non
pigmentée, non capsulée, a bourgeonnement multilatéral, productrice de filaments et
donnant des colonies blanches crémeuses en culture (Develoux et Bretagne, 2005). Qu’elle
se trouve tant sur la peau que sur la muqueuse des sujets sains, elle vit d’habitude dans la

cavité buccale, le tractus gastro-intestinal et le vagin (Pignatta, 2010).

Figure 2. Biofilm de Candida albicans observé au microscope électronique a balayage
(Sardi et al., 2013).

C. albicans peut exister sous quatre stades morphologiques différents :

» Les blastospores ou blastoconidies
La forme blastospore, ronde ou ovalaire, mesurant de 2 a 4 pm avec parfois un bourgeon de
formation .Cette cellule peut émettre un bourgeon qui donnera une cellule fille identique a
la cellule mére) (Sudbery, 2001).

» Le pseudo — mycélium
Mesurant de 500 a 600 um de longueur et de 3 a 5 um de largeur, composée d’un assemblage
de cellules mises bout & bout pour simuler un filament mycélien( Sudbery, 2001) .Chaque

compartiment cellulaire est identique en longueur« contient la méme quantité de matériel
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génétique« mais differe du précédent en quantité de cytoplasme et de ces constituants
(Barelle et al., 2006).

v" Le mycélium
Le mycélium vrai s’observe avant tout avec C .albicans ainsi qu'avec quelques autres
espéces. Au début de la germination, le bourgeon formé va s'allonger et donner naissance a
une structure tubulaire allongée ( qui mesure 2 a 3 fois la longueur de la cellule mére , au
diamétre régulier, le tiers environ de celle de la cellule qui lui a donné naissance ), a ce
stade, il y a continuité cytoplasmique entre la blastospores et ce « tube germinatif » cette
formation s’observe chez un nombre limité d’espéces, assez vite pour C .albicans et

C.dubliniensis (en moins de 3heures) (Ripert, 2013).

v Chlamydospores
Ce sont de volumineuses cellules (10 a 15 micrometre), sphériques, a double paroi et plus
épaisse, réfringentes, le plus souvent terminales, mais pouvant étre latérales (Nobile et al.,
2003).

Les chlamydospores peuvent étre induites a se former dans des conditions limitées oxygéne,
éléments a basse et température (Nobile et al., 2003). Les chlamydospores sont la forme de

résistance de C. albicans (Ingle et al., 2017).

b. Taxonomie (Akpan et Morgan, 2002).

Reégne : Fungi
Division : Ascomycota
Classe : Saccharomycetes
Ordre : Saccharomycetales
Famille : Saccharomycetaceae
Genre : Candida

Espece : Candida albicans
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c. Cycle de vie

Les études portant sur les echanges de matériel génétique entre différentes souches de C.
albicans ont montré que la multiplication se faisait la plupart du temps de maniére clonale
(bourgeonnement) mais des recombinaisons ont également été observées (Hull et Heitman ,
2002). La reproduction sexuée a été formellement démontrée par deux études utilisant des
approches différentes en 2000 (Herre et al., 2004), il s’agit d’un événement rare puisqu’elle
ne se produirait, in vivo aussi bien qu’in vitro, qu’une fois momentanément tétraploide a une
cellule diploide se produit sans méiose, par simple perte aléatoire de chromosomes formant
un cycle para sexuel (Gow, 2002 ; Forche et al., 2008).

L’examen du génome de C.albicans a permis d’identifier des ortho logues de plusieurs génes
impliqués dans la méiose chez d’autres champignons. Par contre, certains génes importants
paraissent manquer. Ceci suggéere que si la méiose se produit chez C.albicans, ce pourrait
étre selon des modalités différentes des autres champignons (Miller et Jhonson, 2002 ;
Dujon, 2010).

2.3. Pathogénicité de Candida

Une des caractéristiques principales de son pouvoir pathogeéne est sa capacité d’adaptation
aux conditions environnementales liées a sa variabilité structurale et antigénique,
I’expression des molécules impliquées dans I’adhérence aux cellules de 1’hote, la formation
de biofilm (Trofa et al, 2008), ainsi que la sécrétion d’enzymes hydrolytiques telles que les
aspartyl protéases (Sap), les phospholipases et les lipases (Sugiyama et al., 1999 ; Trofa et
al., 2008).

L’adhérence aux tissus de I’hote est essentielle pour initier et maintenir 1’interaction
spécifique hote/levure avec les mannoprotéines de la paroi de la levure (Gaur et al, 1999).
Les biofilms sont des structures trés organisées de microorganismes (généralement bactéries
ou champignons) attachés les uns aux autres et encastrés dans une matrice polymérique
extracellulaire ayant une épaisseur variant entre 50 et 350 um (Baillie et Douglas, 2000). On
peut retrouver les structures de biofilms un peu partout dans 1’environnement ainsi qu’a
I’intérieur du corps humain sur des cathéters, des prothéses ou encore sur la paroi des
vaisseaux sanguins. A ce jour, trés peu de médicaments ont démontré une efficacité

antifongique significative contre les structures de biofilms (Mukherjee et al., 2005).
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Figure 3. Invasion des tissus par C. albicans ainsi que les facteurs de virulence impliqués
(Naglik et al., 2003 ; Gow et al., 2012).

Dans un premier temps (figure3), les blastopores (cellules fongiques bourgeonnantes)
adhéreront a une surface pour ensuite bourgeonner et créer des micro colonies (détectées
entre la 3 et 4 heures).

Des études de microscopie ont révélées que la formation du biofilm se faisait selon trois
phases de développement : la phase initiale (0 a 11 heures), la phase intermédiaire (12 a 30
heures) et la maturation (31 a 72 heures) (Chandra et al., 2001). Ensuite, entre la 4e et 8e
heure, les pseudohyphes et les hyphes apparaitront. Les microcolonies seront ensuite
rattachées aux pseudohyphes et hyphes créant ainsi une monocouche confluente (Phase
intermédiaire). Les cellules bourgeonnantes formeront la couche basale du biofilm tandis
que les pseudohyphes et hyphes (cellules filamenteuses) formeront le corps du biofilm.
Lors de la phase intermédiaire, il y aura le développement d’un film opaque composé de
matériel extracellulaire recouvrant les microcolonies fongiques. Puis, lors de la phase de
maturation, la quantité de matrice extracellulaire augmentera considérablement en fonction

du temps jusqu’a ce que le biofilm devienne mature (Lawrence et al., 1991).

11



Synthése bibliographique

Suivant la figure 3, plusieurs facteurs de virulence sont impliqués dans le phénoméne
d’invasion des tissus de I’hdte par ce microorganisme pathogene, nous citons (Calderone et
Fonzi, 2001 ;Naustin, 2013 ; Pereira et al., 2015) :

v" Les adhésines de surface

v" La formation de biofilms (hyphes)

v" Switching de phénotype

v" Antibio-résistance

v" Hydrophobicité de surface

v’ Sécrétion d’enzymes lytiques
La sécrétion d’enzymes hydrolytiques au cours de ’infection favorise la virulence en
dégradant les surfaces des muqueuses de I’hdte ainsi que ses défenses immunitaires (Schaller
et al., 2005).
Les lipases sont caractérisées par leur capacité a catalyser I’hydrolyse des liaisons ester des
mono, di et triagylglycérols et méme des phospholipides (Hube, 2000). Les phospholipases
jouent également un réle important dans la pathogenése de Candida car elle est capable

d’hydrolyser une ou plusieurs liaisons ester des glycérophospholipides (Trofa et al., 2008).

2.4. Les Candidoses
Les candidoses sont des infections dues au genre Candida, elles sont en augmentation dans
certains groupes a risque. Parmi les nombreuses especes connues, seules certaines peuvent
étre pathogénes pour I’homme ; C. albicans reste la plus fréquente (Pilly, 2012). Plusieurs
autres especes de Candida, notamment C. tropicalis et C.krusei, peuvent jouer un réle dans
les candidoses (Tortora et al., 2011). Contrairement aux autres champignons pathogenes, ces
deux organismes sont des membres de la flore normale du tractus digestif, de I’appareil
respiratoire, du vagin et de la bouche (Brandt et Ndowa, 2008). Chez les individus sains, ils
ne provoquent pas de la maladie parce que leur développement est inhibé par les autres
microorganismes et d’autres mécanismes de résistance (Willey et al., 2013) mais, si
I’équilibre de la flore normale et de I’immunocompétence est perturbé, Candida peut se

multiplier rapidement et provoquer une candidose (Guillot et Dannaoui, 2015).

Les Candida sont devenus des agents pathogenes importants (figure 4). Dans certains
hopitaux, ils représentent 10% des infections sanguines nosocomiales (Willey et al., 2013)
de plus aucun autre champignon pathogene ne produit un spectre de maladies aussi variés

chez I’homme que Candida, les infections affectent en majorité la peau ou les muqueuses.
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Figure 4. Pathogénie des infections a Candida (Eggigmann et Pittet, 2002).

2.5. Facteurs prédisposant aux candidoses
L’ampleur de I’infection fongique dépend d’une part de facteurs liés a 1’hote dont : Des
facteurs intrinséques tels que I’age, le sexe ou un affaiblissement général de I’'immunité dl
a certaines maladies comme le diabéte, le virus de I’immunodéficience humaine (VIH) ou
les cancers, et des facteurs extrinseques tels que des traitements médicamenteux ou

chirurgicaux (Akpan et Morgan, 2002).
a. Les facteurs intrinséques liés a I’hote
e Age

Cette affection est liée avec 1’age, elle touche surtout les femmes jeunes et d’age moyen, la
femme enceinte, mais beaucoup plus rarement la femme agée ou la petite fille de plus la
prévalence de candidose cesophagienne augmente avec 1’age, un age supérieur a 65 ans

(Géniaux, 1996 ; Behrens et al., 2014).
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e Les maladies

Toute maladie affaiblissant les défenses immunitaires de I’hdte est susceptible d’induire le
déclenchement d’une candidose. L’immunodéficience peut étre due a la maladie du

syndrome de I’immunodéficience acquise (SIDA), ou cancer (Redding et al., 1999).
e Lescancers

Plusieurs facteurs favorisent 1’apparition d’infections opportunistes au cours d’un cancer

(Redding et al, 1999).

Les muqueuses buccales sont une porte d’entrée principale pour agents pathogénes
opportunistes, y compris I’espéce candida. C’est le cas dans les cavités non stériles telles
que la bouches, la gorge, les bronches, le tube digestif, les organes génitaux. Le cancer des
cellules du sang (leucémie) entraine une insuffisance de I’immunité cellulaire ou hormonale
favorisant le développement de maladies opportunistes telle que la candidose, en plus les
progrés accomplis dans le traitement des hemopathies malignes et des cancers sont liés a
I’utilisation de traitements de plus intensifs (radiothérapie, chimiothérapie, greffes),
affaiblissant les défenses de I’hote et favorisant le développement de maladies opportunistes

telles que la candidose (Redding et al., 1999 ; Ship et al., 2007).

En se référant aux mémes auteurs cités ci-dessus, la candidose orale par exemple est une
infection significative chez les patients traités par chimiothérapie et radiothérapie pour le

cancer.
e LeSIDA

Avant la trithérapie, I’incidence des candidoses dues au genre candida, causant
principalement des infections orales, a augmenté de facon exponentielle dans les hépitaux,
et notamment chez les patients immunodéprimés atteints du virus du SIDA. Dans les années
1980, le développement de nouveaux traitements antifongiques tels que le fluconazole n’a
pas permis de stopper ce phénomene, mais au contraire a favorisé I’émergence de nouvelles

souches résistants (Ruhnke et al.,1994).

Selon de Repentigny et al. (2004), environ 90% des patients infectés par le VIH
développeront une candidose oro-pharygées durant leur maladie et qu’au moins 75% d’entre

eux souffrent d’une candidose cesophagienne associée.
e Diabéte
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Les sucres contribuent & la prolifération des levures, ce qui peut expliquer la prévalence
accrue d’infections a levures chez les patients atteints de diabéte sucré, les femmes atteintes

de diabete sont prédisposées au développement d’infections des voies urinaires (IVU)

(Pappas, 2006).

b. Les facteurs extrinseques

e L es antibiotiques

La colonisation du tractus gastro-intestinal par des especes de candida est présente chez
environ 30% des adultes normaux. Cependant, chez les patients recevant des antibiotiques,

les taux de colonisation avoisinent les 100%(Tammy et Jack, 2001).

Comme il existe peu de preuves que les antibiotiques systemiques influent directement sur
la prolifération ou la virulence des espéces de candida, il est probable que les antibiotiques
contribuent a la colonisation les especes de candida en supprimant la flore bactérienne
endogene, principalement dans I’intestin et les tractus génitales inférieures et éventuellement

dans les zones superficielles voisines le méat urétral (Fischer et al., 1982).

e Les traitements immunosuppresseurs

Plusieurs études ont confirmé que la corticothérapie, les différents médicaments
immunosuppresseurs ainsi que la chimiothérapie et radiothérapie provoquent une baisse de
I’immunité ainsi que la sécheresse de la muqueuse, qui représentent les conditions favorables
au développement des levures opportunistes tel que le genre Candida et spécialement
C.albicans (Chambers et al., 2006 ; Golecka et al., 2006 ; Pereira et al., 2014).

3. Les pathologies associées aux candidoses
Les candidoses provoquent des infections superficielles au niveau du revétement
cutané (peau), des muqueuses (digestives et urogénitales) ainsi que des atteintes profondes

touchant de nombreux organes, notamment le foie, les reins (Ripert, 2013).

3.1.Les candidoses superficielles
Les candidoses superficielles (figure 5), qui sont de loin les plus fréquentes, peuvent affecter
la peau, les phaneres ou les muqueuses (oro-pharyngée, vaginales...). Elles sont
habituellement bénignes, méme si elles présentent parfois un caractére récidivant (Pihet et
Marot, 2013).
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a. Candidoses cutanées

Les lésions habituellement érythémateuses partent du fond des plis, plus ou moins fissurés,

suintants et recouverts d’un enduit blanchéatre. On distingue classiquement :
e L’intertrigo des grands plis

Il touche les plis axillaires, inguinaux, sous mammaires, fessiers. La Iésion s’étend de part
et d’autre du pli avec un contour irrégulier mal limité avec parfois une bordure en forme de
collerette plus ou moins squameuse au-dela de laquelle on peut observer des petits Tlots

périphériques émiettés (Yapo et al., 2016).
e Onyxis et périonyxis

Les onychomycoses a Candida sp sont beaucoup plus fréquentes aux mains qu’aux pieds.
Les femmes sont plus fréquemment atteintes car plus souvent exposées aux principaux
facteurs de risque locaux que sont les contacts prolongés et répétés avec I’eau et les produit
d’entretien, le port de gants de protection, les microtraumatismes et les abus de soins de
manucure. La contamination résulte le plus souvent d’une auto-inoculation a partir d’un
foyer digestif ou génital et C.albicans est I’espéce la plus souvent incriminée (Torres-
Rodriguez et Lépez-Jodra, 2000 ; Association Francaise des Enseignants de Parasitologie et
Mycologie, 2014 )

Classiquement, et selon Ameen et al. (2014), I’onychomycose a Candida peut se présenter

sous plusieurs formes :

Paronychie chronique avec dystrophie secondaire des ongles
Infection distale des ongles

v
v
v Candidose cutanéo-muqueuse chronique
v

Candidose secondaire

b. Candidose digestive

Forme essentiellement due a C .albicans qui vit en saprobiose dans tout le tractus, mais le
mauvais état général des hoétes et leur dépression immunitaire révele la pathogénicité
(Euzéby, 2008).
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Les causes de I’apparition d’une mycose digestive pathogéne sont un déséquilibre de la
flore intestinale ou plus fréquemment, une défaillance du systeme immunitaire. La mycose
digestive est particulierement fréquente dans les stades avancés de syndrome
d’immunodéficience acquise (SIDA), dans ce cadre, les localisations les plus fréquentes sont
la bouche, ou I’acesophage. Les symptdmes de la mycose digestive sont des dysphagies, des
troubles de 1’alimentation, des douleurs a la déglutition ou parfois des troubles du transit

(Horde, 2017).

e Candidose buccale

Candida est la cause la plus fréquente des infections fongiques orales. Ce champignon est
présent dans la bouche de 30 a 60 % des adultes en bonne santé et, par conséquent, son
isolement ne signifie pas nécessairement un processus pathologique. Toutefois, le nombre
de véritables infections & Candida est a la hausse, pour des raisons iatrogenes (Runge et al.,
2009).

La candidose buccale classique est parfois qualifié de pseudo-membraneuse ou appelée
« muguet » a cause des plaques blanches présentes sur la muqueuse buccale, le palais, la
langue ou I’oropharynx ; ces plaques s’enlevent facilement, laissant un tissu mis a nu

légérement hémorragique (Taihi et al., 2012).

La candidose hyperplasique se présente également sous forme de plaques blanches, mais qui
ne peuvent pas étre enlevées facilement (Runge et al., 2009).

La candidose atrophique chronique est la forme la plus commune de la candidose orale et se
retrouve chez 60% des patients porteurs de prothese dentaire. 1l se présente comme un

épaississement érythémateux de la muqueuse sous la prothése dentaire (Runge et al., 2009).

e La candidose gastro-intestinale

Elles sont souvent liées a la prise prolongé d’antibiotique qui détruisent la flore bactérienne
intestinale et permettent a C .albicans de proliférer; ces candidoses ont un aspect de
pseudomembranes blanches adhérentes a la muqueuse inflammatoire, parfois ulcérée.
Semblables au muguet buccal. Elles s’observent sur différents segments du tube digestif
(cesophage, estomac, intestin), la levure est souvent decelable dans les feces. Cette atteinte
est associée en général a un déficit immunitaire sévére (SIDA, agents immunosuppresseurs)
(Flattery et al., 1996).

c. Candidose genitale
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e Chez la femme

La candidose vulvo-vaginales (CVV) est une infection mycosique trés répandue qui
affecte une large proportion de femme en age de procréer. La CVV récidivante constitue un

probleme majeur qui affecte le confort de certaines femmes (Amouri et al., 2010).

Les espéces les plus fréquemment impliquées sont C.albicans (70%), C.glabrata (19%) ,
C .parapsilosis (5%) ,C .krusei (2%) , C .tropicalis (1,5%),C .lusitaniae (0,2%) (Richter et
al., 2005).

Selon les résultats de 1’étude d’Anane et al. (2010), Candida albicans a été 1’espéce la plus
fréquemment isolée (81,16 %) suivi de C. glabrata (12,2 %). La symptomatologie était faite
essentiellement par des leucorrhées (89,70 %), du prurit vulvaire (77,28 %) et de la
dyspareunie (49,12 %). La tranche d’age la plus touchée était celle comprise entre 20 et 39

ans.

On estime que 75% des femmes connaitront un épisode au moins de candidose vaginale

durant leur vie, 40% a 45% plusieurs épisodes.

Le développement du (CVV) a été lié a plusieurs facteurs y compris 1’utilisation récente
d’antibiotiques et de contraceptifs oraux, la présence de diabete sucré, habitudes
alimentaires, gastro-intestinales colonisation par 1’organisme, sanitaire et vétement de

protection pratiques, contagiosité sexuelle (Anane et al., 2010 ; Mazza,2011).

° Chez ’homme

Les levures du genre Candida sont transmissibles aux hommes au cours des rapports
sexuels et entrainent une balanite, qui peut des lors aussi étre considérée comme les maladies
sexuellement transmissibles (MST) (Rodin et Kolator, 1976). On observe surtout cette
infection du gland chez les hommes non circoncis. La maladie débute par des vésicules sur
le pénis, qui se développement en plaques érythémateuses et sont accompagnées d’un prurit

important et de fortes sensations de brulure (Willey et al., 2013).
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Figure 5. Candidoses superficielles, (A) Onyxis. (B) et (C) Orale. (D) Intertrigo des petits
plis. (E) (Esophagienne.

(Tsui, 2016)

3.2. Candidoses profondes
Les candidoses profondes, encore appelées systémiques, recouvrent les septicémies a

Candida et les affections viscérales profondes dont le point de départ est le plus souvent une
dissémination hématogéne. Rares il y a quelques années, elles surviennent surtout chez des
patients hospitalisés dans les unités de soins intensifs, dans les services de réanimation
médicale ainsi que dans les unités d’oncohématologie. A ce titre, elles occupent désormais
le 4éme rang des infections nosocomiales en Europe et aux Etats-Unis (Munoz et al., 2004).
Les septicemies a C. albicans peuvent avoir deux origines (Drouhet et al., 1979).

- Une origine endogéne a partir d’une infection préexistante au niveau digestif (le muguet),

la dissémination se fait alors par le systeme porte Pour atteindre des organes plus profonds.

- Une origine exogene, ou les filaments myceéliens qui envahissent le tube digestif peuvent
traverser la muqueuse intestinale, les diverses couches de la paroi et pénétrer dans les
capillaires. C .albicans peut se disséminer dans tous les organes en particulier les reins et les

tissus profonds en donnant des abcés.
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a. Les Candidémies

La Candidémie est I’infection du sang qui présente le taux de mortalité le plus élevé,
plusieurs études fonts état de plus de 50% de déces (Anaissie et al., 1989). Les deux
principaux facteurs de risques sont I’immunosuppression (habituellement comme
conséquence d’une chimiothérapie pour le traitement d’une hémopathie maligne ou d’une
tumeur solide et le traitement dans une unité de soins intensifs (Jagarlamudi et al., 2000).
Selon Verduyn et al. (1999), les facteurs de risques secondaires (souvent combinés) sont :
Age, azotémie, cathéters intraveineux, chimiothérapie, barriére muqueuse endommagée,
maladie du greffon contre I'hdte, hémodialyse, hyperglycémie, utilisation & long terme
d'antibiotiques a large spectre, neutropénie, nutrition parentérale, stéroides, chirurgie
(multiple, étendue, abdominale). Méme si C .albicans demeure 1’espéce la plus
fréquemment impliquée (environ 50%), les espéces non-albicans ne sont pas rares,
C.glabrata est isolés dans 10% a 16% des cas (\Voss et al., 1999), alors que C.parapsilosis
est responsable de 11% a 21% des Candidémies (Viscoli et al., 1999).

e Cardiaques

Les endocardites a champignons représentent moins de 10% de toutes les endocardites.
Ces derniéres annees, on constante néanmoins une augmentation de leur fréquence (Gilleece
et Fenelon, 2000).

Les endocardites fongiques se caractérisent par un délai de survenue souvent trés tardif

(Jusqu’a 16 moins) apres 1’épisode candidémique. Les champignons responsables sont C.

albicans (28%) (Ellis et al., 2001).

Le taux de mortalité de I’endocardite infectieuse était de 82% dans les années 1960, depuis

les années 1990, il a diminué entre 40% et 56% (Rubinstein et Lang, 1995).
e Pulmonaires

Les candidoses pulmonaires sont observées chez les patients dont la cavité buccale est
largement colonisée par le Candida (infection par inhalation) ou comme conséquence de la

dissémination hématogéne du champignon (El-Ebiary et al., 1997).

Comme les autres candidoses, les candidoses pulmonaires sont généralement causées par
C. albicans méme si 1’on note une hausse des cas causés par des especes non- albicans tel

que C. tropicalis et C. kruei (Wingard et al., 1991).
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4. Antifongiques et antibiorésistance
La gestion des infections fongiques est nettement limitée par problémes de profils

d'innocuité, de résistance et d'efficacité des médicaments. Le traitement actuel des mycoses

invasives utilise un nombre réduit de médicaments antifongiques, tels que I'amphotéricine

B, fluconazole et itraconazole (figure 6).
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Fluconazole \©\ o
N%

Itraconazole

Figure 6 . Molécules antifongiques : Amphotéricine. Fluconazole. Itraconazole (Carrillo-
Munoz et al., 2006). .

Autres nouveaux agents antifongiques, des anciennes et nouvelles familles chimiques,
comme le voriconazole, posaconazole, ravuconazole, caspofungine et micafungine, ont été
introduits dans le traitement des infections d’origine fongique Certaines autres molécules

comme l'albaconazole et l'anidulafungine entre autres étre introduit bientdt pour une

utilisation clinique (Carrillo-Munoz et al., 2006).
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Selon Arendrup (2014), La résistance des espéces du genre Candida aux antifongiques peut
étre intrinséque ou acquise et peut étre rencontrée chez le patient expose au traitement mais
aussi celui qui ne prend pas le médicament. Un traitement antifongique préalable confére
une pression de sélection et sensibilise notoirement la résistance possible chez les patients

qui échouent au traitement, ce qui nécessite des tests de sensibilité.

En se réferant a Whaley et al. (2017) les mécanismes de résistance de C. albicans aux

antifongiques azolés peut étre figurer dans plusieurs états :

v’ La présence du point de mutation dans le gene ERG11

v' Augmentation de I’expression du géne ERG11

v L’aneuploidie qui peut favoriser I'adaptation génétique a I'exposition aux azoles

v Les pompes d'efflux a cassette ATP et les principaux transporteurs facilitateurs
réduisent I'accumulation intracellulaire d'azoles

v L’altération des stérols membranaires da a 1’inactivation d’Erg3 est remplacée par

d’autres molécules alternatives dans la membrane de levure.

Nous ajouton un autre parameétre important inclus dans le phénomeéne de la résistance qui
sont les biofilms, considérés comme la forme de croissance la plus répandue des cellules
Candida et un puissant agent causal des résistances aux antifongiques. Pour I'instant, aucun
facteur de résistance spécifique n'a été identifié comme seul responsable pour la résistance
accrue aux agents antifongiques présentée par les biofilms. Au lieu de cela, la formation de
biofilm est un phénoméne multifactoriel complexe, qui doit encore étre pleinement élucidé
et compris. Les différents mécanismes, qui peuvent étre responsables de la résistance
intrinséque des especes de Candida comprennent la haute densité de cellules dans le biofilm,
les effets de la matrice du biofilm, la présence de cellules persistantes, I’expression des genes

et augmentation des stérols sur la membrane des cellules de biofilm (Silva et al., 2017).
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1. Produits naturels et bioactivité

1. Plantes médicinales

Depuis des milliers d’années, ’homme a utilisé les plantes trouvées dans la nature pour
traiter et soigner les différentes maladies (Sanago, 2006).

Environ 65- 80% de la population mondiale a recours a la médicine traditionnelle pour
satisfaire ses besoins en soins de santé primaire, en raison de la pauvreté et du manque
d’accés a la médicine moderne (El Hilal et al., 2015).

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et 1’élaboration
des médicaments, non seulement lorsque les constitutions des plantes sont utilisées
directement comme agent thérapeutique, mais aussi comme matiére premiere pour la
synthése de médicaments ou comme modeéle pour les composés pharmacologiquement actifs
(Tardivon et Chadouli, 2012).

Ces plantes médicinales renferment de nombreux principes actifs ou certains sont issus du
métabolisme secondaire. Les plantes produisent déja 70% de nos médicaments, déja environ
170 000 molécules bioactives ont éte identifiées a partir de plantes (Salhi et al., 2010).

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour I’humanité et plus
particulierement pour la majorité des communautés démunies des pays en voie de
développement qui en dépendent pour assurer leurs soins de santé primaires et leurs
substances elles utilisent la plupart des especes végétales, tant ligneuses qu’herbacées
comme médicaments, une croyance bien répondue est que toute plante soigne (Salhi et al.,
2010).

Selon Croteau (2000), les plantes produisent un assortiment vaste et diversifié de composés
organiques, qui sont indispensables a la croissance et au développement du végétal
(métabolites primaires) ou autres (métabolites secondaires) ayant un rdle spécifique pour

chaque plante.

2. les basidiomycetes

Les travaux de Blackwell en 2011 ont montré la biodiversité et la richesse du régne : Fungi
en especes appartenant a ce large monde d’€tre vivants, il s’agit de champignons pas encore
bien identifiés (presque 100.000 identifiés et exploités). Les basidiomycétes font partie de
ce grand groupe, synthétisent une gamme de molécules bioactives selon Ozdal et al. (2019)
(phénols, polysaccharides, pigments, tocophérols, terpenes et stéroides) a haute valeur
thérapeutique. Ces molécules ont des activités pharmacologiques telles que : antimicrobien,
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antiviral, antioxydant, anti-inflammatoire, anti-tumoral, antiallergique, antivieillissement,

antidiabétique, anti-Alzheimer et hypocholestérolémiant (De Silva et al., 2013)

Néanmoins, les champignons sont connus pour leur accumulation des métabolites
secondaires (figure 7) antibactériens et antifongiques afin de survivre a I'hostilité de leur
environnement naturel. Ainsi, certains médicaments antimicrobiens actuellement sur le
marché ont été isolé en tant que métabolites secondaires fongiques. Ceux-ci inclus
antibiotiques, nommément pénicillines, céphalosporines et acide griséofulvine, strobilurines

et échinocandines (Sum et al., 2019).

Cependant, le méme auteur (Sum et al., 2019) signale que ces champignons sont moins
étudiés de maniere intensive malgré le fait qu’elles contiennent de nouveaux composés

d'origines biogénétiques différentes ayant des activités antimicrobiennes potentielles.

Davallialactone
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Figure 7. Metabolites secondaires produits par les basidiomycétes (Photo de Pycnoporus
sp par Blackwell, 2011 ; De Silva et al., 2013).
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3. Métabolisme secondaire
Les plantes produisent une vaste gamme de composes organiques dont la grande majorité ne
semble pas participer directement a la croissance et au développement du végétal (Jain et
al., 2019) mais par contre malgré leurs fonctions restent inconnus, ils jouent un role
important dans la déefense contre les predateurs et les pathogénes ou pour attirer les agents
chargés de la pollinisation ou de la dissémination des fruits (Croteau, 2000 ; Judd et al.,
2002).

Macheix et al. (2005) ; Macheix et al. (2006) ont cités plusieurs réles que jouent les
polyphénols par exemple dans la physiologie du végétal ou bien dans ses interactions avec
I’environnement, de ce fait ils participent :

v A la rigidification des parois cellulaires des vaisseaux du bois (la lignine). Cela
permet d’une part la conduction de la séve brute a ’intérieur de la plante et d’autre
part la formation d’une structure rigide qui participe au port dressé des végétaux
ligneux.

v" Au maintien de 1’équilibre oxydo-réduction des cellules. Aussi ils sont impliqués
dans certaines réactions d’oxydoréduction qui se déroulent soit dans la mitochondrie
au cours de la respiration soit dans le chloroplaste pendant la photosynthese.

v A lattraction de certains oiseaux et insectes qui sont sensibles a certaines couleurs
produites par des pigments de nature phénolique (anthocyanes, flavonols, pigments
bruns).

v' A la protection des végétaux contre le rayonnement solaire parce que tous les
composés phénoliques absorbent les rayonnements UV.

v' Aux interactions entre plantes et microorganismes ainsi que la régulation des géenes
de nodulation chez les bactéries symbiotiques du genre Rhizobium fait intervenir des

flavonoides.

4. Activité biologique des produits naturels

Jusqu’aujourd’hui les scientifiques s’intéressent aux molécules d’origine naturelle afin de
mettre en evidence leurs activités biologiques notamment antimicrobiennes, nous citons
dans le tableau 1 quelques groupes de métabolites secondaires avec mode d’action sur les

cellules fongiques (Candida albicans).
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Tableau 1. Quelques molécules d’origine naturelle avec pouvoir antifongique.

Molécule Espéce Action sur Référence
C.albicans
pinoresinol Sambucus williamsii Double couche Hwang et al., 2010
membranaire
carvacrol Lavandula multifida Induction de la mort Zuzarte et al., 2012
cellulaire
Inhibition de la
filamentation
Curcumin Curcuma longa Inhibe la formationde  Ansari et al., 2013
biofilm
Inhibe le controle
morphogénétique
Berberine / Dysfonctionnement Dhamgaye et al.,
de la mitochondrie 2014
udalactarane Phlebia uda Action antifongique De silva et al., 2013

(sur Fusarium)

5. Especes sélectionnées pour I’étude

5.1. Punica granatum
Le grenadier (figure 8) est un petit arbre a port arbustif des régions méditerranéennes qui

peut atteindre 6m de haut. Ses fleurs rouge vif mesurent 3cm de diametre. La grenade est

une grosse baie ronde, de la taille d’une grosse orange, a écorce dure et coriace (Benoit,

2013),

Régne : Plante

Embranchement : Spermaphytes
Famille : Punicaceae

Genre : Punica
Espéce : Punica granatum L.
Appellations locales : gl
Partie utilisée :

Graines et écorce.

Figure 8. Classification botanique de Punica granatum (le grenadier) (Ravindran., 2017).
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Punica granatum est beaucoup cultivée dans le bassin méditerranéen (Espagne, Italie, Grece,
Algérie, Tunisie et Maroc...etc). De méme en Amérique, on le rencontre déja plus rarement

dans le midi de la France, au Portugal, et en Bulgarie (Kanoun et al., 2014).

La partie utilisée de la plante est le fruit frais, le jus, ’écorce de fruit ou de 1’arbre, les fleurs

(Chebaibi et al., 2011).

Il est utilisé comme remede populaire pour les troubles respiratoires, améliorer la digestion
ou lutter contre les flatulences, anti-inflammatoire, antiparasite, antifongique, insecticide
(Iserin, 2001), antidiarrhéique, apéritif (Baba aissa, 1999), de plus beacoup d’études
précédemment rapportées ont révéle plusieurs activités biologiques telles que les anti-
cancérigenes, antimicrobiens, antioxydants et antiviraux (Malik et al., 2005 ; Cassano et
al., 2011 ; Turfan et al., 2011).

5.2.Lepidium Sativum

Régne : Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Famille : Brassicaceae
Genre : lepidium
Espéce : Lepidium sativum L

Appellations locales : 3Ll s

Partie utilisée : graines.

Figure 9. Classification botanique de Lipidium sativum (cresson alénois) (Prajapati et al.,
2014 ; Ravindran., 2017).
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Lepidium sativum est une plante herbacée, dressée, de couleur plus ou moins glauque. Sa
tige est glabre, finement striée, profusément ramifiée et pousse jusqu’a 50-80 cm d’hauteur

(Wadhwa et al, 2012).

Dans le monde

L’origine du cresson alénois est assez floue : Afrique du Nord ou de I’Est, Moyen-Orient,
Asie de I’Ouest, mais on pense qu’il pourrait s’agir de I’Ethiopie et des pays avoisinants. Sa
domestication s’est probablement faite en Asie occidentale. Il était cultivé dans 1’ Antiquité

en Grece et en ltalie et peut-&tre aussi en Egypte (Jansen, 2007).
En Algérie

Espece méditerranéenne commune dans le tell et parfois cultivée (Baba aissa, 1999).
Cresson alénois est largement utilisé dans la médecine traditionnelle pour le traitement des
troubles hyperactifs des voies respiratoires, tels que 1’asthme, la bronchite et la toux. Les
graines sont considérées comme galactagogue, emménagogue et recommence dans les
domaines suivants : inflammation, bronchite, douleurs musculaires et rhumatismes en plus
ils sont considérés comme antidiabétiques, des laxatifs, hypocholestérolémiants, des
cicatrisations des fractures, des analgésiques, des coagulants, anti diarrhéique et

anticancéreux (Doke et Guha, 2014).

5.3. Atriplex halimus

Régne : Plantae
Classe :Magnoliopsida
Ordre :Caryophyllales
Famille :Chenopodiaceae
Genre :Atriplex
Espéce : Atriplex halimus

Appellations locales : —akall

Partie utilisée : feuilles

Figure 10. Classification botanique d’Atriplex halimus (Walker et al., 2014).

28



Synthése bibliographique

Est un arbuste halophyte largement répandu réparties dans les régions arides et semi-arides
du bassin méditerranéen et de 1’est de 1’ Arabie saoudite, a altitudes inférieures a 900 m. Il
pousse sur une variété de sols, de texture fine a grossiére, de plus plusieurs études ont montré
que cette espéce (A. halimus) la capacité de vivre dans des sols a degrés élevés de salinité
ce qui permet de les classer dans la catégorie « euhalophyte », ainsi qu’elle est adaptée aux
sites ayant des étés avec intensité lumineuse et température tres élevées. Depuis qu'il posséde
le C4voie de carboxylation, la température optimale pour la photosynthese est relativement
élevée, environ 35 ° C (Walker et al., 2014).

L’¢étude de la composition chimique montre la présence de métabolites secondaires chez A.
halimus, tels que tanins, flavonoides, saponines, alcaloides et résines et elle contient
jusqu'a 10% de chlorure de sodium (Benhammou et al., 2009).

halimus est utilisé comme laxatif, en cas de douleur a I'estomac, contre les vers intestinaux,
pour réguler les excrétions de la vésicule biliaire et traiter les maux de poitrine. Les tribus
bédouines du Néguev utilisent la plante pour traiter les douleurs musculaires et les maladies
intestinales chez les animaux, nourrir les moutons et les chévres et parfumer la cuisine. Les

feuilles sont comestible mais trop salé pour étre mangé seules (El Souda et al., 2015).

5.5.Inonotus hispidus
Inonotus hispidus (Basidiomycetes), communément appelé «Sorret el btoum», est un
champignon parasite vivant de préférence sur une variété d'arbres a feuilles caduques et se
trouve sur 1’arbre Pistacia atlantica en Algérie (Nasser Ali et al., 1996; Benarous et
al.,2013).
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Régne : Fungi
Famille : Hymenochaetaceae
Genre : Inonotus
Espeéce : Inonotus hispidus
Appellations locales : Sorret Elbtoum, akad! 3
Partie utilisée : Fruits

Figure 11. Le polypore hérissé, Inonotus hispidus (Dai, 2010) et sa classification (Végh,
1987 ; Vukojevi¢ et al., 2016).

Ce champignon est utilisé dans la médecine folklorique pour le traitement de l'ulcere
gastrique (Yousfi et al., 2009) et il est connu de son activité antivirale (Awadh Ali et al.,
2003).

I11. Amarrage moléculaire

1.Introduction
De nouvelles techniques bioinformatiques sont devenues des outils de découverte de
médicament, il s’agit de 1'amarrage moléculaire qui explore le comportement de petites
molécules dans le site de liaison d'une protéine cible. Plus les structures protéiques sont
déterminées expérimentalement utilisant la cristallographie aux rayons X ou la résonance
magnétique nucléaire (RMN) spectroscopie, plus I'amarrage moléculaire est spécifique
(Pagadala et al., 2017).

Les expériences sur une seule molécule in vitro permettent de caractériser la réponse
mécanique de la matiére biologique a I'échelle nanométrique. Cependant, ils ne révelent pas
le mécanisme sous-jacents a la fonction mécanique. Celles-ci ne peuvent étre facilement
étudiées que par les simulations de dynamique moléculaire de modeles structurels atomiques

. «in silico » (par analyse informatique).
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- Synthese 1. Projection virtuelle :
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Figure 12. Résumé d’une approche de la conception de médicament a base de la structure
(de Ruyck et al., 2016).

De ce fait les expériences sur une seule molécule, dans lesquelles des forces sont utilisées
pour explorer la réponse et la fonction des macromolécules, sont devenues un outil puissant
complétant et guidant les expériences in vitro (figure 12) sur une seule molécule (Stomayor
et al., 2007).

2. Théorie du docking
Le but de I'amarrage moléculaire selon Meng et al. en 2011 qui a donné un simple apercu
sur la théorie de docking, est de donner une prédiction sur le complexe ligand- structure de
récepteur en utilisant des méthodes de calcul. L’amarrage peut étre réalisé a travers deux

étapes interdépendantes :
e D’abord par échantillonnage des conformations du ligand dans le site actif de la
protéine
e Puis classer ces conformations via une fonction de notation.
Idéalement, I'échantillonnage des algorithmes devraient étre capables de reproduire le mode

de liaison expérimental et la notation de la fonction doit également la classer au premier rang

parmi toutes les conformations générées.
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Les programmes exécutent ces taches a travers un processus cyclique, dans lequel la
conformation du ligand est évaluée par des fonctions de notation specifiques. Ce processus

est récursif jusqu'a ce qu'il converge vers une solution d’énergiec minimale (Ferreira et al.,

2015).

3. Notion de dynamique moléculaire DM
La flexibilité du site de liaison cible est un aspect essentiel mais souvent négligé dans
I'amarrage moléculaire. Les enzymes et les récepteurs peuvent subir des changements
conformationnels au cours du processus de reconnaissance, certaines protéines
entreprennent des changements conformationnels importants, qui peut impliquer des
éléments de structure secondaire et tertiaire. Ces problemes de flexibilité peuvent étre traités

par l'utilisation de techniques telles que la dynamique moléculaire.

La dynamique moléculaire applique les équations de mouvement de Newton, décrites dans
la mécanique classique, a spécifier la position et la vitesse de chaque atome dans le systeme
étudié. En conséquence, la trajectoire et I'évolution temporelle d'un complexe ligand-
récepteur peut étre examinée. Initialement, la configuration est attribuée aux atomes dans le
but de reproduire la température et la pression de vrai systeme. A partir du calcul des forces
agissant sur chaque particule, il est possible de déterminer la position et la vitesse de chacun
de ces atomes a un moment postérieur. Ces calculs sont répétés effectuées jusqu'a ce que les
trajectoires moléculaires soient intégrées pour un intervalle de temps donné (Ferreira et al.,
2015).

4. Programmes utilisés
De nos jours, comme une variété de programmes d'accueil sont disponibles pour la
communauté scientifique, une compréhension globale des avantages et limites de chaque
programme d’amarrage a fondamentalement mené a des résultats plus raisonnables. Au
cours des deux dernieres décennies, plus de 60 stations d'accueil différentes des outils et des
programmes ont été élaborés a la fois pour I’utilisation commerciale et académique
(Pagadala et al., 2017).

Nous citons par exemple 1’étude de Wang et al (2016) qui analyse les performances de dix
programmes de docking, dont cing programmes commerciaux (LigandFit, Glide, GOLD,

MOE Dock et Surflex-Dock) et cing programmes academiques (AutoDock, AutoDock Vina,
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LeDock, rDock et UCSF DOCK) en se basant sur un vaste ensemble de données de 2002
complexes protéine-ligand a partir de PDBbind (version 2014).

Le but a été systématiquement évalué en examinant les Précisions de la prévision de la
disposition de liaison (puissance d'échantillonnage) et de I'estimation de I'affinité de liaison
(notation puissance).

Les résultats ont montré que GOLD et Le Dock avaient la meilleure puissance
d'échantillonnage et AutoDock Vina avait la meilleure puissance de notation.

De ce fait nous avons choisi le programme AutoDock Vina comme un programme de

docking dans cette étude.

4.1.Etapes de de docking
L’étude des forces de liaison protéine-ligand nécessite le passage par plusieurs étapes pour
arriver a un modele plus conforme de complexité moléculaire (Rauf et al., 2015 légérement
modifié)

> Récupération des fichiers de protéines requis dans les principales bases de données

Cette étape consiste a télécharger la protéine cible a partir de la base de donnée PDB (protein
data bank)(figure 13), puis le choix se fait sur I’une des deux chines protéiques A ou B aprés

¢limination de tout type d’hétéroatomes a 1’aide du logiciel Discovery Studio Visualizer 4.0.

» Récupération de molécules de ligand a partir de différentes bases de données de

ligands

On peut utiliser les banques de données comme Drug bank ou Pubchem pour sélectionner
les molécules de ligand / médicament souhaitées ou bien la structure du ligand peut étre
dessiné a l'aide de logiciels disponibles comme Chemdraw. Cependant, il sera plus pratique

de télécharger le fichier de la banque de données.

Le téléchargement de fichier doit étre en pdb parce que le logiciel Autodock ne peut

reconnaitre que les fichiers au format pdb.

33



Synthése bibliographique

i _

&« > C @ rcsb.org/structure/1trh B % © @ &

RCSB PDB Deposit + Search ~ Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Leam ~ More ~

P = j—~ " WE'\D 159670 Biological
2 TR e Macromolecular Structures Search by PDB ID, author, macromole e, sequence, or ligal
= I8 I m{’:Q Bles® Enabling Breakthroughs in =

PROTETIN DATA BANK Reseatch and Educston Advanced Search | Browse by Annotations

Rl ZPiDE @ovoce gD Py GYyDoO

Structure Summary 3D View Annotations Sequence Sequence Similarity Structure Similarity Experiment

i Display Files » ® D load Files ~
< Biological Assembly 1 S T DSV FAee |
=

1TRH

TWO CONFORMATIONAL STATES OF CANDIDA RUGOSA LIPASE
DOI: 10.2210/pdb1TRH/pdb

Classification: HYDROLASE(CARBOXYLIC ESTERASE)
Organism(s): Diutina rugosa .

D i 1993-11-18 1994-01-31
Deposition Author(s): Grochulski, P., Cygler, M.

Experimental Data Snapshot wwPDB Validation @ 3D Report || Full Report

Figure 13. Capture d’écran du site PDB.

> Préparation des formats PDBQT pour le ligand et la protéine

Les formats Pdbqt de la protéine et du ligand sont préparés a l'aide du logiciel Autodock
tools. A partir de ces deux fichiers on peut générer les paramétres de recherche qui sont par
la suite édités et ajustés tels que le nombre de conformations générés, la précision de

recherche et bien d’autres.

> Etude d'amarrage a I'aide de d’ AutoDock Vina

Le programme procéde a la recherche du complexe ligand-cible le plus favorable par le
déplacement et le changement de la conformation du ligand et a chaque configuration,
I’énergie d’interaction est évaluée en mécanique moléculaire avec un champ de force
spécifique.

» Analyse des résultats
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Matériel et méthodes

I. Matériel biologique

1.Plantes sélectionnées et champignon
Dans la région de Laghouat, plusieurs recettes et mélanges de plantes sont utilisées pour le

traitement de symptomes dus aux infections causées par le germe pathogéne Candida sp.

Nous avons selectionné ces espéces en se basant sur plusieurs critéres a savoir :

e Le traitement de candidoses en médecine traditionnelle
e Ladisponibilité du produit naturel et sa richesse en composés bioactifs
e La découverte de nouvelles molécules et composés ayant une activité

antifongique par le ciblage d’un groupe de métabolites secondaire.

La récolte du matériel biologique étudié a été faite durant la période d’octobre 2016 jusqu’au
juin 2018, dans plusieurs régions de la wilaya de Laghouat (Tadjemout, Tadjrouna et El-
houaita) et la wilaya de Tlemcen (figure 14). Le tableau 2 regroupe les plantes et le

champignon, les régions de collecte ainsi que leurs coordonnées géeographiques.

Les especes collectées ont été identifié par 1’équipe de recherche du laboratoire de recherche

des sciences fondamentales —Université Amar Telidji —Laghouat.

Apreés la collecte des échantillons, le matériel végétal, si nécessaire, est séché dans un endroit
sec, aéré et a I’abri de la lumiére, a la fin de cette opération, la partie ciblée a subi un broyage
en poudre fine qui représente le produit végétal (PV) et sera conservé jusqu’a I’utilisation.

Concernant le fruit de P.granatum, nous avons utilisé le jus frais.

Tableau 2. Espéces végétales et champignon étudiés avec régions de collecte (Web1).

Matériel Partie Régionde  Altitude Longitude Latitude
biologique utilisée collecte

Lepidium sativum Graines Tadjemout

Atriplex halimus feuilles 898m  2°31'24" 33°52'47"N
E

Punica granatum Fruit Tlemcen 715m 1°19' 12" 34°53'24"N

(écorce , jus) Ouest

Inonotus hispidus Entier El houaita 914m 2°26' 45"  33°38'43"N

E
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Alger

il

Figure 14. Sites géographiques des zones de collectes du matériel biologique (web1l).

2. Souches fongiques
Des isolats au niveau de I’institut Pasteur d’Alger ainsi qu’une souche de référence
conservée au laboratoire vétérinaire régional de Laghouat ont était testées dans cette étude,

le tableau ci-dessous regroupe les quatre germes pathogeénes.

Tableau 3. Références des souches fongiques testées.

Souche référence Origine
Candida albicans M2 IPA
Candida albicans M3 IPA
Candida albicans IPA 200 IPA
Candida albicans ATCC 10231 LVRL

IPA : institut Pasteur d’Alger, LVRL : laboratoire vétérinaire régionale de Laghouat.
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I1. Méthodes

1. Extraction des produits naturels
Les produits naturels ont été obtenus selon les protocoles d’extraction a froid solide -liquide

ou liquide-liquide.

a. Extraction des métabolites par solvants organiques

Dans le but d’avoir deux types d’extraits (figure 15), nous avons employé deux solvants
organiques de polarité différente : I’hexane et I’acétate d’éthyle, avec une technique simple
qui est la macération a froid pour cela nous avons appliqué le protocole détaillé dans la figure
15. Premiérement 25g de la poudre végétale de chaque espéce est mis dans 100ml de
I’hexane, laissé a I’ombre et a température ambiante pendant 24h puis filtré, la phase liquide
subit une évaporation sous vide a 45°C pour separer le solvant du résidu sec, ce dernier (HX)
est conserveé a la fin a 4°C jusqu'a utilisation. La deuxiéme extraction sert a mettre la matrice
végétale résultante de la premiere extraction dans un autre solvant : acétate d’éthyle (100ml),

et nous avons procéedé les mémes étapes décrites ci-dessus pour avoir a la fin ’extrait AC.

75 g de la poudre vépétale + 100mi & hexane

L

Phase solide " 100mi </_ Filtration _B Phase liquide
d'acétate d'éthyle ] 17 ]
1@
Filtration @
l@
Extrait d'acétate o' éthyle - Extrait &’ hexane -
AC HX

(D : Macération a température ambiante et  1’ombre, pendant 24h.
(2 : Evaporation & 45°C sous pression réduite.

Figure 15. Procédure d’extraction d’AC et HX.
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b. Extraction des alcaloides

L’extrait était obtenu en procédant pour la premicre fois le protocole détaillé dans la figure
16. Dans cette étude, une quantité de 25g de la poudre végétale est ajoutée a 250ml d’une
solution acide (HCI a 10%), et laissée macérée pendant 48h a température ambiante puis
filtrée en ajoutant 250ml d’une solution basique (NH4OH a 25% ) au mélange, a la fin un
solvant organique est utilisé pour extraire les alcaloides a partir de la phase aqueuse, et a
I’aide d’une ampoule a décanter, ce mélange va se separer en deux phases : une phase
aqueuse acido-basique et I’autre organique, cette derniére va subir une évaporation sous vide

pour avoir a la fin un extrait d’alcaloides (AK).

25 g de la poudre végétale + 250ml d’HCL [10%)

Macération pendant 48h

Filtration du mélange pour avoir une phase solide et
I'autre liquide

1y

Phase liquide "' 250ml de NH,OH (25%)"" 250ml de
chloroforme

Iy

Décantation

h' Evaporation sous vide a 45°C

Extrait d’alcaloides - AK

Figure 16. Procédure d’extraction des alcaloides (AK) a partir de la matiére végétale
solide.
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En ce qui concerne le jus des graines de P.granatum, nous avons eu trois types d’extraits,
tout dépend de la nature de la premiére phase employée. La figure 17, illustre la méthode

suivie dans cette partie d’extraction des alcaloides a partir du fruit de grenadier.

Graines broyées — 25g + 250ml HCl (10%)
| |
Y

Filtration |

. -
Résidus + HCl {10%) Jus + HCI {10%) |

| |
¥ v v

Solution acide + 250ml de NH,OH [25%) + 250ml de chloroforme

lo |@ l®

Trois types d'Extrait alcaloidique de chaque phase (*)

(D : Macération a température ambiante et  1’ombre, pendant 24h.
() : Evaporation & 45°C sous pression réduite

Figure 17. Procédure d’extraction des alcaloides a partir du jus de fruits de P.granatum

2. Etude de P’activité antifongique des extraits naturels sur Candida albicans

a. Tests confirmatifs

Pour la certitude de la pureté des souches a cause de la sensibilité des tests de 1’activité
antimicrobienne, nous avons procédés a un ensemble de tests de confirmation de la forme
(macroscopique et microscopique) et des criteres biochimiques des cellules microbiennes
obtenues a partir de laboratoires spécialisés (Institut Pasteur d’Alger, Laboratoire Vétérinaire

Régionale de Laghouat).

> Isolement sur milieu solide

Cette technique de routine dans la microbiologie permet 1’étude morphologique
des colonies ainsi que les isoler sous forme dispersée. La culture a été faite dans

une gélose Sabouraud Chloramphénicol.
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> Coloration de Gram et aspect microscopigue

Les cellules fongiques apparaissent sous microscope optique et a grossissement

40x individuelles avec coloration Gram positive et d’une forme ovale (Harley et
Prescott, 2002 ; Bousseboua, 2005).

» Galerie APl Candida

Elle se présente sous la forme de Kits multi-tests (tableau 4), intégrés en

microplaques, chaque cupule contient un milieu de culture déshydraté qui

correspond a I’identification d’un caractére métabolique. A 1’aide du manuel

d’usage de la galerie API (Biomérieux), nous avons réalisé le test résumeé dans

les étapes ci-dessous.

Le test nécessite une culture jeune des microorganismes en milieu liquide, aprés ouverture

de la plaque API dans une zone stérile, quelques gouttes d’eau distillée stériles ont été mises

pour créer une atmosphére humide.

La deuxiéme étape sert a introduire I’inoculum dans les cupules a 1’aide d’une pipette Pasteur

stérile suivant les recommandations d’usage de la galerie, puis incubation a 30°C pendant

24 2 48h.

Finalement la lecture des résultats se fait a I’aide d’un tableau de lecture qui permet a la fin

de donner un code d’identification de la souche en comparant avec la référence.

Tableau 4. Tests biochimiques d’identification des levures (Biomerieux, 2016).

Test (kit) Composant Caractére biochimique recherché

GLU D-glucose

GAL D-galactose _

SAC D-saccharose Dégradation des sucres

TRE D-tréhalose

RAF D-raffinose

MAL 4-nitrophényl-pD-maltopyranoside B MALtosidase

oAMY 2-chloro-4-nitrophényl-oD o AMYlase

maltotrioside

XYL 4-nitrophényl-pD-xylopyranoside B XY Losidase

GUR 4-nitrophényl-pD-glucuronide B GURonidase

URE Urée UREase
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b. Test du pouvoir antifongique des extraits par la méthode de microdillution

Cette méthode permet la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) a
I’aide de microplaque stérile et un révélateur de cellules vivantes : 1’iodonitrotetrazolium
(INT). En se référant aux méthodes in vitro de I’évaluation de I’activité antimicrobienne
(Ferriera et al., 2013 ; Gwee et al., 2014 ; Balouiri et al., 2016) ; Nous avons procédé les

étapes suivantes :

e La préparation des extraits

Les extraits naturels ont été premiérement diluées dans du diméthylsulfoxide (DMSO a
10%), pour avoir des concentrations dans les puits de la microplaque allant de 0,125 mg/ml
a4 mg/ml.

e Lapré-culture
Des souches de Candida albicans (ATCC 10123, Mg33, Mg54, M92) ont été cultivées dans
un milieu solide (gélose Sabouraud) pendant 48h et a 30°C avant le test, a partir de cette
culture une quantité de cellules fongiques était mesuré a 1’aide d’un spectrophotométre a 530
nm pour avoir une transmittance de 90% qui correspond a une concentration cellulaire de
0,5242,5 x 10% UF/ml.

e |Letest

Des microplaques stériles de 96 puits destinées pour les expérimentation en microbiologie
ont éte utilisé pour ce test (figure 18), un volume de 100ul de milieu liquide GYP (bouillon
de Glucose Yeast Peptone) est versé dans les puits, puis 100ul de la solution d’extrait est
ajouté au premier puit pour procéder des dilutions successives du premier puit au dernier
d’un ordre de 1 : 2. Finalement, un volume de 100ul de I’inoculum est ajouté et la plaque est
incubée a 30°C pendant 48h. Un puit de chaque souche contenant que du DMSO 10% et
I’inoculum représente le contréle positif. Le fluconazole (FLU 50mg géllules) est un
antifongique commercialisé pour le traitement des candidoses était testé dans le but

d’évaluer la sensibilité des souches microbiennes.
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Figure 18. Application du test de CMI en microplaque.
e Lalecture

Les microplaques incubées a 30°C et pendant 24 a 48h vont subir un test de cellules vivantes
dans chaque puit, a I’aide du réactif INT, en ajoutant 40 ul de ce dernier avec concentration

de 0,2mg/ml.

La révélation de cellules vivantes se fait par le virage de couleur des puits du jaune au rouge
ou pourpre aprés 5 a 30min de réaction. La CMI est considérée comme la celle ajoutée au

premier puit n’ayant présenté aucune forme de croissance microbienne.

c. Détermination du pouvoir fongicide (CMF) des extraits

Aprés la lecture des résultats du test de la concentration minimale inhibitrice, un test
complémentaire des puits considérés comme CMI, repiqués et ensemensés en surface sur un
milieu solide (gélose sabouraud), puis incubation a 30°C pendant 48h, les boites ne
montrant aucune croissance microbienne sous forme de colonies, contiennent une

concentration minimale fongicide (CMF).

3. Test de I’activité inhibitrice sur I’enzyme : Lipase de Candida rugosa (LCR)
Cette étude est une continuité des travaux de Benarous et al. (2013), ou les parametres
cinétiques de la réaction enzymatique ont été optimisé (tableau 5), le choix de cette enzyme

(figure 19) est basé sur plusieurs conditions (détaillées dans la partie bibliographique).
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Tableau 5. Paramétres cinétiques de la LCR (Benarous, 2014).

Parameétre valeur unité
1/Vmax 13.07 min/mM
1/Km 2 1/mM
Vmax 0.08 mM/min
Km 0.56 mM
Kcat 1.92 mint
Kcat / Km 3.45 Mint.mM-?

Vmax : vitesse maximale de la réaction ; Km : constante de Michaelis-Menten ; Kcat : constante catalytique,
Kcat / Km : I’efficacité catalytique de I’enzyme ; [E]=8,7x10-3 mM

Le couvercle
ouvert

La cavité catalytique

Figure 19. Photo en surface du LCR (code PDB : 1LCR ; Cygler et Schrag, 1999) avec
1”état ouvert du couvercle obtenu a partir du logiciel PyMol

Ce test est basé principalement sur une technique d’analyse biochimique : UV-visible
(Benarous et al., 2015), dont le changement de la couleur du milieu réactionnel est essentiel
pour savoir mesurer la quantité d’enzymes inhibées par le produit naturel teste, de ce fait,
nous avons choisi le p-nitrophenyl-laurate (p-NPL) comme substrat de couleur transparente
qui donne aprés 1’action de la LCR le produit : p-nitrophenol avec une couleur jaune qui est

détectée par le spectrophotométre a la langueur d’onde A= 405nm.

Nous commengons le protocole par la préparation d’une série de dilutions des extraits
naturels dans I’éthanol de 0,5 a 2 mg/ml, suivi par la préparation du substrat dans le 2-

propanol (10Mm) puis dilué dans une solution tampon phosphate saline 1 :10 (v : v).

Dans une microplaque stérile, un volume de 20 ul de I’extrait dilué est ajouté a 20 ul d’une
solution enzymatique (0.5mg/ml) et incubés pour 15mn a 37°C. Apres pre-incubation, la
réaction enzymatique est initiée par 1’ajout d’un volume de 180 pl de la solution du substrat
au mélange, pour avoir a la fin 220 pl du milieu réactionnel dans chaque puits de la plaque.

Le mélange est incubé pendant 20 min & 37°C. Les mesures de 1’absorbance du produit de
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la réaction enzymatique ont été réalisées a 1’aide d’un lecteur de microplaques : Biotek ELX
800 UV. Aprés avoir lu les absorbances, nous pouvons déterminer les valeurs de 1%
(Equation®*), et tracer les graphes 1%= f(C), puis calculer les I1Csg, qui représente la

concentration d’extrait pouvant inhiber 50% des enzymes dans un milieu réactionnel.

1% = 1-[Ammm1 J X 100
Equation *

Avec : | % : le pourcentage d’inhibition. Aextrait : 1’absorbance de I’activité lipolytique en
présence de 1’extrait végétal. Acontrol : I’absorbance de 1’activité lipolytique en absence de

I’extrait végétal.

4. Amarrage moléculaire
Dans cette partie et apres 1’étude in vitro, nous avons procédé a une étude de modélisation
moléculaire pour des enzymes d’un grand intérét dans la cellule de C.albicans, afin de
comprendre le mécanisme inhibiteur de quelques extraits et molécules d’origine naturelle
sur la croissance des cellules microbiennes, et de chercher un meilleur arrangement
moléculaire entre les molécules choisies comme inhibitrices de I’activité enzymatique et des
enzymes jouant un réle clé dans la vie cellulaire de ces levure pathogénes a I’homme. De ce
fait, le meilleur modéle d’amarrage moléculaire et par conséquent apparait plus stable avec
énergie d’interaction la plus faible, sera proposé comme I’un des outils de recherche de

produits pharmaceutiques pour le traitement de la candidose.

4.1. Choix des enzymes
La base de la sélection des enzymes pour I’application in silico était une recherche
bibliographique approfondi (Berman et al., 2000 ; Roux et al., 2011 ; Zhang et al., 2013 ;
Chen et al., 2016 ; Markus et al., 2017 ; Ismail et al., 2018) a fin d’avoir un nombre
d’enzymes qui sont impliquées dans le métabolisme cellulaire et jouent un role important

dans le mécanisme d’invasion.

Quatre enzymes de I’espéce fongique C.albicans sont ciblées pour cette étude, a savoir :
Lipase de Candida rugosa, Serine/threonine phosphatase, Phosphomannose isomerase |,
Sterol 14-alpha demethylase (CYP51) de Candida albicans.
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A. Lipase de Candida rugosa LCR
Cette enzyme avec un code PDB ID : 1 LPP (Grochulski et al., 1994), constituée de
549 acides aminés (AA) avec trois ligands co-cristallisés :

» L’acide 1-hexadecanosulfonique (HDS)
» L’ion calcium

» Le n-acetyl-d-glucosamine avec molécule d’cau

Durant la préparation du fichier de docking, les deux molécules de HDS (analogues de
substrat) ont été enlevés. La poche du site actif de LCR est exceptionnelle et complétement
différente de celles des autres lipases. Dans cette enzyme, le site de liaisons des acides gras
scissiles est situé dans un tunnel a I’intérieur de la protéine avec une large entrée a droite.
Ce tunnel est au moins de 22 A° de longueur et un diameétre de 4 A°, et formé de la triade
catalytique : Ser209, His 449, Glu 341, plus les AA du trou d’oxyanion Gly 124 et Ala 210
et d’autres AA : Phel25, Met213, Val245, Pro246, Phe296, Ser301, Leu302, Arg303,
Leu304, Leu307, Phe345, Tyr361, Phe362, Ser365, Phe366, Val409, Leu410, Leu4l3,
Gly414, Phe415, Phe532 et VVal534 (Grochulski et al., 1994 ; Schmitt et al., 2002, Benarous,
2014).

B. Serine/thréonine phosphatase de Candida albicans (StPCA)
Selon Chen et al. (2016), cette enzyme avec un code PDB ID : 5JPF, constituée de 317 acides
aminés (AA) avec trois ligands co-cristallisés :

» L’ion de Manganese 11
» L’ion malonate

» Lamicrocystine LR comme toxine avec molécules d’eau

Durant la préparation du fichier pour le docking, la toxine microcystine en tant
qu’inhibiteur de ’enzyme est enlevée. La poche du site actif de StPCA est formée de trois
groupes d’acides aminés : le premier est composé de Asp222, His231, Asp257, Arg261,
Asn289, His290, Arg386, His413, Tyr437 ; le deuxieme est constitué de Arg297 et VVal298,
alors que le dernier groupe s’agit de Tyr299 (Chen et al., 2016).

C. Phosphomannose isomérase de Candida albicans (PMICA)
Selon Ahmed et al. (2018), cette enzyme avec un code PDB ID : 5NW?7, constituée de 455

acides aminés (AA) avec deux ligands co-cristallisés :
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» L’ion de Zinc
» Le [(2~{R}3~{R}4~{S})-5-diazanyl-2,3,4-tris(oxidanyl)-5-  oxidanylidene-
pentyl] dihydrogene phosphate.
Durant la préparation du fichier pour le docking, le ligand en tant qu’inhibiteur de I’enzyme
est enlevé. La poche du site actif de la PMICA est composée de la triade catalytique
suivante : Glu294, Glul38 & Lys136 avec deux autres groupes d’acides aminés : (Lys310,
Leul08, Tyrl6, Lys100, GIn111 & Arg304); (Tyr130, Val302, Asn129, Asp300 & Met296).

D. Stérol 14-alpha demethylase de Candida albicans (CYP51)
Selon Algahtani et al. (2018), cette enzyme avec un code PDB ID : 5FSA, constituée de
490 acides aminés (AA) avec deux ligands co-cristallisés :

» L’héme
» Le posaconazole

Durant la préparation du fichier pour le docking, le ligand antifongique est enleve. La poche
du site actif de CYP 51 est composee de deux sites : AC1 et AC2 composés de Ala61,
Leul2l, Phel26, lle131, Phe228, Pro230, Phe233, Gly307, Leu376, His377, Ser506,
Ser507, Met508 et de Tyr118, lle131, Leul39, Lys143, Gly308, Thr311, Pro375, 11379,
Arg381, Pro462, His468, Arg469, Lys470, lle471, respectivement.

4.2.Choix des molécules inhibitrices
Parmi les critéres de sélection des molécules pour 1’étude in silico sont :
e Les molécules doivent étre d’origine naturelle
e Ayant une activité ou au moins contenues dans un extrait montrant in
vitro une activité antifongique (contre C.albicans) et une activité
inhibitrice sur la LCR.

Aprés plusieurs recherches bibliographiques, et en se basant sur les résultats de nos
expérimentations dans cette étude, nous avons visé [’extrait alcaloidique de
Lepidium.sativum, dont les composés majoritaires de ce dernier sont un groupe rare
d’alcaloides imidazoliques : les lepidines et semi-lepidines (Maier et al., 1998 ; Shukla et
al., 2011 ; Kwapong et al., 2018).

Suivant les références citées ci-dessus, nous avons choisi deux composes majoritaires de cet

extrait : Lepidine B et Lepidine E ; sachant que :
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e Lepidine B est le composé majoritaire avec 1.1%, pour le deuxieme composé,
Lepidine E, il représente 0.88% (ils sont presque équivalents).

e Il aété publié par Maier et al., en 1998 que Lepidine E est un isomeére de la Lepidine
B, de sorte que dans la lepidine B le cycle est lié au groupement imidazole par le
carbone 12 (C12), tandis que chez la Lepidine E, il est attaché a son C11.

A travers cette ¢tude, nous allons déterminer 1’effet des structures des deux composés
présentées dans la figure 21 sur I’activité des différentes enzymes investiguées. Les
structures de la Lepidine B et E (figure 20) ont été obtenues a partir de la base de données

PubChem (Kim et al., 2016) et assemblées avec Discovery Studio Visualizer v4.0.

Les fichiers PDB des quatre enzymes ont été téléchargés a partir de Protein Data Bank
(PDB) (Bencurova et al., 2018). Pour le docking, les protéines doivent étre préparées en
enlevant toutes les molécules d’eau inutiles, hétéroatomes et tout ligand ou solvant co-
cristallisé. Les molécules d’eau impliquées dans les interactions entre I’enzyme et
I’inhibiteur ont été laissées pour la simulation. Les charges partielles et hydrogénes
polaires ont été ajoutés aux structures en utilisant 1’Autodock tools (ADT) (version
1.5.4). L’amarrage moléculaire été effectué a 1’aide du programme : Autodock Vina
(Trott et al., 2010) dans une stations de travail de huit CPU et pendant 48 h.

Lepidine B

Figure 20. Structures chimiques de la Lepidine B et E (Shukla et al., 2011).

Le logiciel utilise des boites rectangulaires pour le site liaison, le centre de la boite a été réglé

et affiché en utilisant ADT. La boite en grille de chaque enzyme est affichée dans le tableau

5 avec 1 A° de point de séparation dans le milieu du site actif de chaque protéine. En ce qui

concerne la flexibilité de la chaine latérale durant cet amarrage spécifique, les torsions

flexibles dans les ligands étaient libres, et les angles diedres acycliques ont été autorisés a
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tourner librement (Martins et al., 2011). Les parameétres par défaut ont été utilisés, sauf que

le nombre de conformations de sortie a été défini & un. Le nombre de tours d’amarrage été

réglé sur 50 tours. Les solutions obtenues égales a 50 conformations pour chaque enzyme et

ligand. Toutes ces solutions sont tres bien étudiées. La « graine aléatoire » est aléatoire. Les

conformations préférées sont celles qui ont la plus faible énergie de liaison dans le site actif.

Finalement, les résultats générés d’amarrage sont directement chargés dans le logiciel

Discovery Studio visualizer, v4.0.

Les structures des quatre enzymes co-cristallisées avec des ligands inhibiteurs et

caractéristiques, ainsi les parametre d’amarrage ont été obtenues a partir de PDB (Protein

Data Bank) et montrées dans le tableau 6.

Tableau 6. Les enzymes cibles avec parametres du docking.

X*y*z
*y\x
Enzyme PDB Ligands Nombre (?e molecules X*y*z c_entre de taille de
ID d’eau grille .
la grille
. Ca**, NAG,
Lipase de 1LPP acide 1- HOH674, HOH724  02462x52898x-10, o 54,54
Candida rugosa . 469
Hexadecanosulfonique
Serine/threonine
Mn2*, ML, HOH101,102,103,104, 147,018x-
phosphatase de  SIPF ooy ctine LR 618 9,071x18,34 22x12x26
C. albicans
Phosphomannose
isomerase de ~ SNW?7 Zn? & 9C2 HOH 61?’3245' 673, 51193x16,481x9,854 10x18x12
C.albicans
Sterol 14-alpha
demethylase  sesa posaconazole & Hem HOH2052 195,506x-5,037x 44 40x40

(CYP51) de C.
albicans

38,928
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Résultats et discussion

1. Extraction des métabolites secondaires
Les résultats obtenus sont montrés dans le tableau 07 et la figure (21), ou nous remarquons
la richesse des plantes et champignon en métabolites avec différentes quantités allant de
13.2% jusqu’au 0.16%, variant selon le type de solvant, méthode d’extraction, espéce

biologique et partie utilisé de cette derniére.

Tableau 7. Rendements, aspects et couleurs des extraits obtenus.

Extrait Rendement (%) Aspect et couleur
L.sativum HX 13.2 Huile jaune
AC 5.16 Huile jaune
AK 0.2 Poudre jaunétre
A.halimus HX 0.4 Pate vert foncé
AC 0.52 Pate verte
P.granatum HX 0.16 Pate marron
AC 0.4 Pate marron
0.27
AK Poudre blanche
I.hispidus HX 0.2 Pate brune
AC 0.96 Pate jaune
0.16 .
AK Poudre jaune

Les graines de L.sativum ont été plus riches en métabolites a savoir 1’extrait hexanique

(HX) suivi de I’extrait d’acétate d’éthyle (AC) par rapport aux autres extraits obtenus.

L.sATIVUM E

A.HALIMUS

MAK EAC mHX
P.GRANATUM

L.HISPIDUS

0.00% 2.00% 4.00% 6.00% 8.00% 10.00% 12.00% 14.00%
Figure 21. Représentation graphique des rendements d’extractions.
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Parmi les matieres naturelles testées, seuls le jus du fruit de grenadier et les graines du
L.sativum ont présenté des quantités importantes en alcaloides (AK).

Sachant que la méthode employée pour la séparation de trois phases du jus de grenadier a

donné les valeurs exprimées dans le graphique de la figure 22.

AK1 W AK2 [ AK3

11.11% —\
14

*
P
18.51%

4/(3

BN
: ‘I \7 70.33%

Figure 22. Pourcentages des fractions alcaloidiques contenues dans le fruit du grenadier.

Il apparait que la fraction la plus riche en ce type de métabolites secondaires était les résidus
(AK2) issus de la filtration du jus avec le pourcentage le plus élevé (70,33%) suivi de celui
du jus filtre (AK3).

Au cours du processus d’extraction, les solvants diffusent dans le matériel végétal solide et
solubilisent des composés de polarité similaire. La polarité du solvant influe sur la quantité
et la composition en métabolite secondaire d’un extrait (Javed et al, 2012 ; Jones et
Kinghorn, 2012). De plus selon Amarti et al, (2010), les compositions chimiques du point
de vue variations sont en rapport avec certains facteurs écologiques, la partie de la plante
utilisée, 1’age de la plante ou méme les facteurs génétiques, ce qui explique la différence en
quantité des extraits obtenus dans notre étude, entre les especes végétales et méme la

différence des extraits de la méme plante avec solvants.

Il était confirmé aussi que les facteurs environnementaux y compris les facteurs eédaphiques
du sol et des conditions météorologiques, localisation géographique, conditions climatiques,
méthode d’extraction et collecte saisonniére (Algahtani et al., 2018), ainsi que les pratiques
agronomiques et les conditions du stockage (Bourgou et al., 2008), ont un grand role dans

la qualité et la quantité des produits naturels.
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On peut comparer nos résultats avec ceux obtenus par Chatoui et al. (2016) ou les
rendements d'extraction a partir des graines de L.sativum ont été élevés : extrait de méthanol
(34,2%) suivi d'extrait d'acétate d'éthyle (19,1%) et enfin I'extrait d'éther de pétrole (14,2%),
cette différence peut s'expliquer par les facteurs cités ci-dessus. De plus Comme décrit dans
I’étude de Wadhwa et al. (2012), les graines de L. sativum peuvent contenir des alcaloides
tels que la 1épidine, la glucotropaeoline, la N, N'-dibenzylurée, la N, N'-dibenzylthiourée,
I'acide sinapique et son ester de choline (sinapine), cela confirme la quantité d'alcaloides

obtenue dans notre étude suivant un protocole d'extraction spécifique.

Les résultats obtenus aprés 1’extraction de métabolites a partir du fruit de P.granatum
montrent la richesse de ce dernier en différents composes phytochimiques avec polarité et
nature biochimique variées ce qu’a été montré par 1’étude de Bhandary et al. (2012) dont le
test d’'un large groupe de métabolites dans trois types d’extraits du fruits (aqueux,
ethanolique et chloroforme) a confirmé la présence de triterpénoides, glycosides, alcaloides,

saponines, flavonoides, tannins et vitamine C.

L’A.halimus ou G’ttaf est une plante largement utilisée dans la médecine traditionnelle pour
le traitement en premier lieux des maladies digestives et génitales a cause de sa richesse en
polyphénols, tannins et saponines (pauvre en alcaloides) (Hadjadj et al., 2015 ; Ounaissia et
al., 2020) ; ainsi que le rendement de métabolites peut atteindre jusqu'a 6 % de la matiére
végeétale séche en utilisant le méthanol comme solvant (Ounaissia et al., 2020), ce qui est
différent de notre cas avec 1’acétate d’éthyle et I’hexane ou le rendement enregistré était plus
bas (0.5% t 0.4% respectivement).

Concernent le champignon l.hispidus nous remarquons aussi sa richesse en métabolites avec
un rendement important en AC (0.96%) par rapport aux deux autres extraits (HX et AK), ce

résultat reste proche a celui obtenus par Benarous et al . en 2013 (1.46 %) .

2. ldentification des souches fongiques
Les résultats obtenus apres 1’isolement des souches sur milieu solide ou la croissance des
levures est bonne avec couleur blanche ainsi que sous microscope les cellules apparaissent
ovales colorées en violet aprés une coloration de Gram , ont confirmé les caractéristiques
morphologiques ainsi que biochimiques (figure 23) des cellules de I’espéce Candida

albicans.
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Figure 23. Resultat de la galerie API Cand.

3. Test de ’activité antifongique
L’étude de Sadik et al. (2018), montre que C. albicans est I’especes du genre Candida qui
provoquent des infections fongiques a virulence extréme chez I'Homme. De plus, ces levures
colonisent normalement 80% du microbiote des individus en bonne santé qui peuvent se

transformer en pathogenes dans des conditions spéciales.

Les résultats obtenus dans ce test (figure 25) ont révélé une activité modérée vers puissante
sur la croissance des cellules microbiennes, dont les CMI enregistrées avec I’extrait
alcaloidique du jus de grenadier étaient les plus faibles suivi de celles d’AC d’Lhispidus,
tandis que les souches ont montré une résistance a la présence d’extrait HX d’écorce de

P.granatum dans le milieu.

De plus, certains auteurs (Arif et al., 2009) montrent dans leurs recherches qu’un grand
groupe de métabolites secondaires de plantes (tanins, terpénoides, saponines, alcaloides,
flavonoides et autres composes) possedent des propriétés antifongiques in vitro. Avec faible
effets secondaires, un colt réduit comparés aux produits pharmaceutiques conventionnels,
les produits naturels extraits de plantes font une alternative aux fongicides synthétiques pour

le traitement des maladies d’origine fongique (Doddanna et al., 2013).
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(b)

Figure 24. Photos des microplaques incubée 24h a 30°C avec la réaction des puits a I'INT.

(a) Résultats des extraits HX et AC (b) Résultats des extraits AK.

La différence d'action entre les extraits d'une méme plante prouve la complexité et la
diversité des composés, le changement du solvant d'extraction a fait la différence entre les
trois extraits en quantité et en qualité. Par conséquent, leur influence sur le pouvoir
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antimicrobien (tableau 8, 9, 10 et 11), ce qui est confirmé par la littérature (Rio et al., 2005 ;
Tiwari et al., 2011 ; Seidel et al., 2012 ; Routray et al., 2013 ; Prado et al., 2014).

3.1.Extraits de Punica granatum

Nous remarquons d’apreés le tableau 8, que les trois extraits de P. granatum ont une activité

antifongique, avec I’enregistrement du plus fort pouvoir dans le cas de I’extrait AC (CMI :

0,5 mg/ml) suivi de I’extrait AK. En revanche, I’extrait HX a montré la plus faible activité

inhibitrice. Parmi les quatre souches testées, la souche M3 a présenté une sensibilité élevée

par rapport aux autres souches (croissance inhibée dans tous les cas avec faible dose

d’extrait : 0,5mg/ml).

Tableau 8. Activité antifongique des extraits de P.granatum (CMI, CMF)

Extrait Plante CMI (mg/ml) CMF (mg/ml) Reference
(code des souches
testées)
HX P. granatum Pl (A) /
(ecorce) PI(I) / Nos résultats
Pl (M2) /
0,5 (M3) >0.5
AC P. granatum 1(A) >1 Nos résultats
(ecorce) 2(1) >2
1 (M2) >1
0,5 (M3) >0.5
AK P. granatum (arilles) 1(A) >1
2( >2 Nos résultats
1(M2) >1
1 (M3) >1
FLU / 0,7 (A)
0.175 (1) Nos résultats
1 (M2)
1 (M3)
Lectine (PgTel) P.granatum (fruit) 0,05 Dasilvaetal., 2018
Ethanol P.granatum (arilles, >1 Anibal et al., 2013
graines)
Ethanol P.granatum (ecorce) 0,125 Anibal et al., 2013
Ethanol P.granatum (fruit) 0,5 Anibal et al., 2013
Punicalgine P.granatum (ecorce) 0,0039 Endo et al., 2010
Acetate d’ethyle P.granatum (ecorce) 0,0039 Endo et al., 2010
Methanol P.granatum (ecorce) 0,250 Bassiri-Jahromi et
al., 2015
Gel P.granatum (fruit) 0,15 Vasconcelos et al.,
2006

CMI : concentration minimale inhibitrice, HX: extrait hexanique, AC: exrait d’acétate d’ethyle, AK: extrait alcaloidique , FLU:
fluconazole, PI : pas d’inhibition, (A): C.albicans ATCC 10231, (lI): C.albicans IPA200, (M2): C.albicans M2, (M3): C.albicans M3.
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L’efficacité des extraits du fruit de grenadier sur les levures pathogenes : Candida albicans,
a été prouve par plusieurs études (tableau 8), nous citons qu’avec la méme souche de
C.albicans (ATCC 10123), I’auteur Patel et ses collaborateurs (2017) ont trouvé que I’ extrait
aqueux des ecorces de P.granatum, peut inhiber la croissance fongique a 900ug (diamétre
de 25mm).

L’activité antimicrobienne de P. granatum est largement étudiée (tableau 8), cette
importante activité de la grenade est due a la richesse de son péricarpe en composée
phénoliques, flavonoides, tannins (Haslam et al, 1996), et selon Dahham et al. (2010),
I’activité antifongique peut étre expliqué par la présence de punicalagine, castagalagine,
granatine, catechine, gallocatechine, kaempferol et quercetine. Dans une autre étude
présentée par Endro et al, (2010), la punicalagine est citée comme une source de forte activité
antifongique contre C. albicans. Nous ajoutons que, les travaux de Jahromi et al, (2018)
montrent in vivo que I’extrait de 1’écorce de P. granatum a une efficacité contre les

candidoses orales dues a C. albicans.

3.2. Extrait d’Inonotus hispidus
Les résultats obtenus dans ce test sont montres dans le tableau 9, ou I’activité des extraits est
proche a celle de la molécule antifongique de référence (FLU). Nous citons que I’extrait AK
n’a aucun effet sur la croissance cellulaire avec concentration de 4mg/ml, de plus I’extrait
AC parait le plus fort avec 0,125 mg/ml en inhibant la croissance. Nous remarquons aussi
que les souches fongiques ne présentent pas la méme sensibilité a la présence des extraits
dans le milieu, comparativement aux concentrations de FLU, I’'influence de I’extrait AC sur
les cellules avec des concentrations proches est remarquable, tandis que nous observons le
contraire dans le cas de I’extrait HX. La concentration minimale fongicide était variable et

majoritairement supérieure a la CMI.

Il a été rapporté par Suay et al. (2000), que les basidiomycétes peuvent produire un large
groupe de composés antimicrobiens, de plus dans 1’étude de Benarous et al. (2015) sur la
méme espéce de champignon (l.hispidus), nous trouvons que la quantification de
polyphénols et de flavonoides dans plusieurs fractions de solvants différents a montré la
richesse de l’extrait d’acétate d’éthyle en polyphénols et flavonoides parmi toutes les
fractions testées. De ce fait, nous pouvons expliquer 1’efficacité de cet extrait dans notre
étude par la présence de ces métabolites biologiquement actifs (Teodoro et al., 2015 ; Karak,
2019).
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Tableau 9. Activité antifongique des extraits de I.hispidus (CMI, CMF)

Extrait Plante CMI (mg/ml) CMF (mg/ml) Reference
(code des souches
testées)
HX I.hispidus (fruit) 2(A) >2
1(N) >1 Nos résultats
0,25 (M2) >0,25
>5 (M3) /
AC I.hispidus (fruit)) 0,125A) >0,125 Nos résultats
0,125 (1) >0,125
1(M2) 2
1(M3) 1
AK I.hispidus (fruit) >5 Nos résultats
FLU / 0,7 (A)
0,175 (1) Nos résultats
1(M2)
1 (M3)
Methanol I.hispidus (fruit) 1.71 Angelini et al.,
2019
Methanol I.hispidus (fruit 6.4 Pala et al., 2019
Acétate d’ethyle I.hispidus (fruit) 6.4 Pala et al., 2019

CMI: concentration minimale inhibitrice, HX: extrait hexanique, AC: exrait d’acétate d’ethyle, AK: extrait alcaloidique , FLU:
fluconazole , (A): C.albicans ATCC 10231, (1): C.albicans IPA200, (M2): C.albicans M2, (M3): C.albicans M3.

3. Extrait d’Atriplex halimus
Un pouvoir antifongique des extraits de feuilles d’A.halimus est observé a partir du test CMI
(tableau 10), les résultats figurant dans le tableau montrent 1’efficacité de ’extrait AC par
rapport a celui HX, avec CMI de 0,5 et 1 mg/ml, respectivement, sur la souche M2, tandis
que dans les deux cas la souche IPA 200 présente une résistance contre les composés

naturels.

Ces résultats peuvent étre comparés avec ceux obtenus par plusieurs travaux scientifiques
(tableau 9), la composition des feuilles de cette plante en métabolites secondaires possédant
une action inhibitrice sur les cellules microbiennes a été prouvé par les scientifiques
(Benhammou et al., 2009 ; Rahman et al., 2011 ; Chikhi et al., 2014 ; El-Aasr et al., 2016),

tout dépend de la nature chimique du solvant d’extraction et la technique correspondante.
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Tableau 10. Activité antifongique des extraits d’A.halimus (CMI)

Extrait Plante CMI (mg/ml) Reference
(code des souches
testées)
HX A.halimus (feuilles) >5(A)
>5 (1) Nos résultats
1(M2)
2 (M3)
AC A.halimus (feuilles) 2(A) Nos résultats
>5 (1)
0,5 (M2)
2 (M3)
FLU / 0,7 (A)
0,175 () Nos résultats
1(M2)
1 (M3)
Ether de pétrol A.halimus 0,39 lbrahim et al.,
2018
Ether de pétrol A. lindleyi 0,0625 El Souda et al.,
2015
Ethanol Allindleyi 0,0625 El Souda et al.,
Chloroforme A.lindleyi 0,0625 2015
El Souda et al.,
2015

CMLI: concentration minimale inhibitrice, HX: extrait hexanique, AC: exrait d’acétate d’ethyle, AK: extrait alcaloidique , FLU:
fluconazole , (A): C.albicans ATCC 10231, (l): C.albicans IPA200, (M2): C.albicans M2, (M3): C.albicans M3.

3.5. Extrait de Lepidium sativum

Le tableau 11 montre que les deux extraits de graines de L. sativum ont une activité
remarquable contre toutes les souches de C. albicans testées. La valeur maximale de CMI
de 9 mg / ml étant enregistrée dans le test contre IPA200, suivie de la concentration 4,5 mg
/ ml inhibant M2 et M3, ce qui peut étre observé également pour I'extrait d'/AK contre les
quatre souches et enfin une tres faible valeur de HX a arrété la croissance de la souche
ATCC10231. De plus, aucune activité fongicide n’a été obtenue des CMI sur milieu gélose
Sabouraud.

Le contrble positif (test de fluconazole) démontre la variabilité de sensibilité des quatre

souches a la molécule antifongique pharmaceutique.
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Tableau 11. Activité antifongique des extraits de L.sativum (CMI)

Extrait Plante CMI (mg/ml) Reference
(cde de souches testées)
HX L. Sativum (graines) 2,25 (A)
>45() Nos résultats
4,5 (M2)
4,5 (M3)
AC L. Sativum (graines) >5 Nos résultats
AK" L. Sativum (graines) 4,5 (A)
45 (1) Nos résultats
4,5 (M2)
4,5 (M3)
FLU / 0,7 (A)
0,175 (1) Nos résultats
1(M2)
1 (M3)
Methanol L. Sativum (graines) 15 Bhasin et al., 2012
Hexane L. Sativum (graines) 3 Bhasin et al., 2012
Ethyl-acetate L. Sativum (graines) NI Bhasin et al., 2012
Ethanol L. Sativum (graines) >10 Zia-Ul-Hag et al., 2011
Ether de petrol L.sativum (graines) 47,5 Algahtani et al., 2018
Methanol Teucrium polium 12,5 Masomi et al., 2016
Methanol Piper nigrum 25 Masomi et al., 2016
Methanol Pistachia vera 25 Masomi et al., 2016
Ethyle acétate Cordia macleodii 1 Sandip at al., 2018
(feuilles)
Hexane Miliusa tomentosa 0,5 Sandip et al., 2018
Alcaloides Lupines angustifolius 0,250 Erdernoglu et al., 2007
Berberine (alcaloide) / 0,200 Dhamgaye et al., 2014

CMI : concentration minimale inhibitrice, HX : extrait hexanique, AC : extrait d’acétate d’éthyle, AK : extrait alcaloidique (*: lepidine
B=0.05mg, lepidine E= 0.04mg) , FLU: fluconazole, (A): C.albicans ATCC 10231, (I): C.albicans IPA200, (M2): C.albicans M2,
(M3): C.albicans M3.

D’aprés la bibliographie, cette plante était largement étudiée pour ses activités biologiques
notamment les graines qui sont riches en métabolites secondaires, ceci apparait clair avec
les différentes concentrations inhibitrices sur la méme espéce pathogene mais avec plusieurs

solvants et techniques d’extraction.

4. Inhibition de la lipase de Candida rugosa (LCR)
La détermination du pouvoir inhibiteur des extraits sur la LCR, est obtenue apres le tracage

des graphiques 1% = f (C), nous avons pu avoir les 1Cso montrés dans le tableau 12.
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Tableau 12. Inhibition de la Lipase par quelques extraits de plantes.

Plante Extrait IC50 Lipase Référence
mg/ml
HX 1,4
L.sativum AC 1,7
AK* 2,2
P.granatum (ecorce) AC 1,9
P.granatum (jus) AK1 2,2
AK2 1,8 Candida rugosa  Nos résultats
AK3 0,7
I.hispidus AC 1,1
A.halimus HX, AC T.N
Lepidium sativum Hydroalcoolique 0.0013 Pancréatique Seyedan et al,
2015
Anthemis palestina / 0.107 Pancréatique Seyedan et al,
2015
Adonis palaestina / 0.94 Pancréatique Seyedan et al,
2015
Achillea santolina Acétate d’éthyle 0.37 Candida rugosa  Benarous et al,
2013
Achillea santolina Acétate d’éthyle 4.83 Candida rugosa  Benarous et al,
2013
Zizyphus lotus Acétate d’éthyle 0.45 Candida rugosa  Benarous et al,
2013
Orlistat / 0.068 Candida rugosa  Benarous et al,
2017
Origanum majorana / 0.26 Candida rugosa  Benarous et al,
2017
Plantago ciliata / 0.29 Candida rugosa  Benarous et al,
2017
Eucalyptus globulus Méthanol 1.29 Olive Belfeki et al,
2016
Mentha viridis Méthanol 1.44 Olive Belfeki et al,
2016

HX: extrait hexanique, AC: extrait d’acétate d’éthyle, AK: extrait d’alcaloides. (*: lepidine B=0.025mg, lepidine E=
0.020mg). T.N : test non réalisé.

D’apres le tableau 12, nous déduirons que tous les extraits testés ont montré un effet
inhibiteur de Dl’activité enzymatique de LCR, avec un pouvoir élevé de ’extrait AK3

(P.granatum) et une activité faible par rapport aux reste des extraits qui est AK de L.sativum.

De plus, nous citons des valeurs intéressantes dans le milieu réactionnel enregistrées avec

0,7mg d’extrait alcaloidique et 1,1mg d’extrait AC.

En se référant a la littérature (Schaller et al., 2005 ; Gacser et al., 2007) comme cité
précédemment dans la synthese bibliographique, cette recherche a été réalisé pour tester
I'activité anti-lipase, 1'un des facteurs les plus virulents qui facilite I'invasion de I'h6te dans

la candidose.
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Par conséquent, pour interpréter les résultats du test de microdilution, nous avons testé les
extraits de plantes sur I'inhibition de la lipase de Candida rugosa et essayons de trouver une
corrélation entre la croissance des cellules de Candida et I'inhibition de la lipase

extracellulaire.

Comparativement & de nombreuses études clarifiées dans le tableau 12, nous pouvons dire
que nos extraits contiennent une molécule ou des composés actifs qui pourraient affecter
négativement l'activité de la lipase. L'utilisation d'un autre systeme de solvants (eau et alcool)
et la nature de la lipase testée et la source du matériel végetal peuvent expliquer la différence
entre les résultats de ces études et nos resultats.

L'extrait d'acétate d'éthyle (AC) dans cette étude était plus actif que d'autres extraits de
différentes familles de plantes en prenant I'exemple d'Achilla santolina (1Cso = 4,83 mg/ml)
et Chrysophyllum cainito ou 1mg d’extrait d’acétate d’éthyle peut inhiber 21,5% des lipases

pancréatiques réactives (Benarous et al., 2013 ; Briones et al., 2018).

Nos expériences approuvent que les constituants phytochimiques des graines de L. sativum
en tant que composes phénoliques, alcaloides, flavonoides, glycosides et stéroides sont
classés comme inhibiteurs de la lipase (Doke et Guha, 2014 ; Ahmad et al., 2015 ;
Kadeppagari et al., 2015).

Selon le test de microdilution, nous remarquons que l'inhibition de I'activité de la lipase est
liée a I'inhibition de la croissance des cellules fongiques dans les tests d'extraits HX, AC et
AK des produits naturels. En revanche, I’extrait AC (L.sativum) n’a pas montré d’inhibition
pour la croissance cellulaire lorsque le méme extrait a une activité significative contre la

lipase.

5. Amarrage moléculaire
Cette étude était effectuée dans le but de confirmer les résultats expérimentaux et proposer
de nouveaux antifongiques, I’amarrage moléculaire a permis de simuler les interactions des
composés étudiés dans le site catalytique des quatre enzymes de Candida albicans et

Candida rugosa.

Nous confirmons que la présente étude et a travers les résultats d’amarrage moléculaire
obtenus pour les quatre enzymes testées, est effectuée pour la premiére fois en donnant de
nouvelles propositions de modeles des complexes inhibiteur-enzyme in silico qui n’ont

jamais été publiés au paravent. Des expériences d’amarrage ont ét¢ menées pour prédire
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I’orientation de la Lepidine B & E afin de mieux comprendre les principaux aspects

structuraux de la liaison.

Le docking moléculaire permet le calcul de I'énergie de liaison, le rapport de répétition de la
meilleure position et les acides aminés impliques dans différentes interactions avec les

ligands qui sont bien détaillés dans le tableau 13.

L'étude d'amarrage montre que la Lepidine B & E se lie fortement au site actif des quatre
enzymes qui sont présentées dans les figures 25-28.

5.1. Lipase de Candida rugosa (LCR)
Pour cette enzyme avec PDB ID : 1LPP (Grochulski et al., 1994), dans la position la plus
fréquentée du complexe de Lepidine B & E-LCR, nous n’avons pas trouvé des liaisons

hydrogénes.

Les interactions hydrophobes avec différents types se forment avec les cycles imidazole et
benzéne des deux ligands et les acides amines a savoir : n-alkyl avec Leu302, Leu304,
Val245, Val534, Gly414, Leu413 et Leu 410; interaction de 7- w (forme de T) avec Phe345;
n-sigma avec Met213 du Lepidine E.

De plus, de ces interactions hydrophobes, nous avons enregistré des liaisons n- @ empilés
avec Phel25 et n-soufre avec Met213. La meilleure position d’amarrage et la plus répétée

est présentée dans la figure 26 pour la Lepidine B (38%) et la Lepidine E (52%).
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Tableau 13. Les résultats des interactions entre les composés (Lépidine B et E) et les 4 enzymes.

Energie
Taux de Iiacijson Résidus Interactions  Liaison lonque
Enzyme Alcaloide  repetition : hydrophobe  hydrogé g
libre proches ur(A)
% S ne
(kcal
mol—1)
Ser209, Phe345,
Leu302, 7- © forme
. Leu304, deT;
Lepidine B 38 -8.6 Met213 r-alkyl -
Val245, Gly414, n-sigma
Leud13, Leud10
Lipase de C. Ala210, Phel25,
rugosa (LCR) Met213,
Leu302, n- sulfur ;
. Leu304, n-alkyl ;
Lepidine E 52 -10.4 Gly414, n-sigma : -
Leud13, n- T empliée
Leu410, Ser365,
Tyr361
Arg386, n- cation ;
- Tyr299, Trp371, -alkyl ;
Serine/threon  Lepidine B 80 -6.6 v);|295 VaF:298 ;‘_sig%’a_ MLIS04  2.04
hosmr?atase Val388, 7- 7 stacked
pnosp Arg261, n- cation ;
de C. .
albicans o Tyr299, 7- anion
(StPCA) Lepidine E 32 -6.4 Arg386, n-alkyl ; - -
Trp371, 7- © forme
MLI504 de T
Lys136,
Met296, ©- cation ;
Glul3s, Val302,  mealkyl: CMil o 242
- HOH732 2.06
Lepidine B 68 9.6 Arg304, n- 7 forme
Phosphoman Tyr130 de T: - Val302 2.26
isomneorzge de Asnl129, sulfur Arg304 2.08
C. albicans Glu294, GIn111 —
(PMICA) Met296, nn-alkyl X
- Glu294, ’ Lys100 1.99
Lepidine E 52 11.8 Lys100, n;lﬂt;;(.)rn_le 72+ 2 60
GIn111, Zn?* €T
anion
Leu87, Leu8s,
His377, Pro230,
Tyr505, Leu
108,Arg304, 7- T forme His377 2.47
- i Asp300, deT; Tyr505 2.21
Lepidine B 62 8.5 HOH648, -alkyl ; val302 252
Ste:°'hl4' HOH673, n-sigma  Arg304 216
derr?e?h)?lase Vai3o2,
(CYP51) de T 1A3r093£4’ 129
C. albicans yrisd, Asn
Leu376, 7- © forme
Met508, deT;
- Leul21, n-alkyl ;
Lepidine E 46 -8.7 Phe233, Pro230,  r-sigma ; - Met508 2.37
Leu87, Met92, n empilée;
Phe380, Tyr401 7- sulfur
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LEL307
SER209
r——
LEL304 / MET213
r/ Lepidine B
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Figure 25. Représentation de la meilleure pose d’amarrage de la Lepidine B & E avec le

site actif de la lipase de Candida rugosa. Lepidine B & E est illustré en gris. Le ligand est

représenté sous forme de batonnets. Les différents sous-sites du site actif ont été colorés :
triade catalytique en rose, trou d’oxyanion en bleu, poche de liaison acyle en vert.
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5.2.La Serine/threonine phosphatase de C. albicans (StPCA)
Cette enzyme avec PDB ID : 5JPF (Chen et al., 2016), la position du docking la plus répétée
est avec un rapport de 80% de Lepidine B et 32% de Lepidine E. Nous avons constaté que
la 1épidine B se lie étroitement dans la cavité catalytique plus que la Iépidine E. Aucune
liaison hydrogene pour les deux ligands n'a été trouvée, sauf avec le ligand MLI504 avec

distance interatomique (ID) = 2,04 A °.

La lépidine B se lie avec des interactions hydrophobes de différents types: n-alkyle avec
Arg386, Val295 et Val298; n-sigma avec Val388, n- m empilé avec Trp371. La plupart
d'entre eux se forment entre les groupes imidazole et benzéne de la Iépidine B. Pour la
Iépidine E, moins d'interactions sont observeées entre les groupes imidazole et benzéne avec
ces acides aminés : Arg386 (m-alkyle) et Trp371 (n-x en forme de T). La meilleure position

d’amarrage et la plus répétée est présentée dans la figure 27 pour la Iépidine B & E.

TYRA437

(5261

WALES
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TYRZ33

ARG2E1

Figure 26. Représentation de la meilleure pose d’amarrage de la 1épidine B & E sur le site
actif de la Serine/threonine phosphatase de C. albicans. Lepidine B & E est illustré en gris.
Le ligand est rendu sous forme de batonnets. Les différents acides aminés du site actif ont
été coloreés : triade catalytique en rouge, site périphérique en bleu, poche de liaison acyle
en noir.

5.3.Phosphomannose isomerase de C. albicans (PMICA)

L’enzyme avec PDB ID:5SNW7 (Ahmad et al., 2018). Le complexe PMICA-lepidine B, avec
un taux de répétition de 68%, nous avons anregistré les deux types d’interactions : liaisons
hydrogene et interactions hydrophobes. Cing liaisons hydrogenes ont été trouvées, la
premiere est avec C = O de GIn111 et le NH du premier cycle imidazole dans le ligand ;
Deuxiemement, I'atome d'oxygéne de la Iépidine B et la molécule d'eau HOH732 avec un
ID de 2,06 A °; Troisiemement, le cycle benzénique du ligand et les trois molécules d'eau:
HOH (648, 673, 732). Quatriemement, NH du deuxiéme cycle imidazole avec C = O de
Val302 ; Cinquiémement, le méme groupement avec NH> de Arg304. La Iépidine B se lie
étroitement aux interactions hydrophobes de différents types : m-soufre avec Met296, n-
alkyle avec Leul08 & Val302, n-n en forme de T avec Tyrl6 & Tyr130 et n-cation avec
Lys310.
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Pour le complexe (PMICA) -Lépidine E avec un taux de répétition de 52%, diverses
interactions ont été décrites, comme hydrophobe, hydrogéne et métal (Zn?*) avec différents
acides aminés. Quatre liaisons hydrogenes se forment comme suit : NH du cycle imidazole
de la Iépidine E avec NH> de Lys100 avec ID = 1,99 A°; le méme groupe avec C = O de
GInl111 avec ID = 2,77A°; NH du deuxiéme groupe imidazole avec C = O de Val302 et NH
d'Arg 304 avec IDs = 2,52 et 2,16A °, respectivement. Une interaction métallique a été
enregistrée pour le NH du premier groupe imidazole de Iépidine E avec Zn?* avec ID =
2,60A°. Le m-soufre a été trouvé avec Met296 et le groupe imidazole du ligand ; le méme
groupe interagit avec Tyr130 comme 7t-n en forme de T, n-alkyle est représenté entre le cycle
benzénique et ces acides aminés Leul08, GIn1ll & Arg304. La meilleure position

d’amarrage et la plus répétée est illustrée dans la figure 28 pour la Iépidine B & E.

LY=100
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Figure 27. Représentation de la meilleure pose d’amarrage de la l1épidine B & E sur le site

actif de la phosphomannose isomerase de C. albicans. Lepidine B & E est illustré en gris.

Le ligand est rendu sous forme de batonnets. Les différents acides aminés du site actif ont

été colorés : triade catalytique en rose, site périphérique en bleu, poche de liaison acyle en
bleu.

5.4. Sterol 14-alpha diméthylease de C.albicans (CYP51)
L’enzyme est caractérisée par un PDB ID : 5FSA (Hargrove et al., 2017). Les simulations
d'amarrage montrent pour les complexes Stérol 14-alpha diméthylase de C. albicans-
lepidine B & E moins d'interactions que les autres complexes précédents avec un taux de

répétition pour la meilleure position d’amarrage pour lepidine B 62% et 1épidine E 46%.

La Iépidine B est étroitement liée aux acides aminés de la cavité catalytique par le biais de
liaisons hydrogénes qui se forment entre le groupe imidazole du ligand et N de His377 et C
= O de Tyr505 avec des valeurs ID de 2,47 A ° et 2,21 A °, respectivement.

De nombreuses interactions hydrophobes se sont installées a travers le site actif avec ces
acides aminés Leu87 (n-sigma) ; Leu 88, Pro230, Ile231 & Val234 (n-alkyle) et His377 (n-
n en forme de T). Aucun type d'interaction n'a eété trouve avec le groupement héme lié a cette

enzyme.

En général, des interactions un peu différentes sont enregistrées pour la lépidine E, nous
décrivons ici les interactions hydrophobes trouvées entre les groupes imidazole et benzéne
avec ces acides aminés : Leu376 & Leul21 (n-sigma) ; Met508, Pro230 & Leu87 (n-alkyle),
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Phe233 & Tyr401 (en forme de m-n T); Met508 & Met92 (n-soufre); Phe233 & Phe380
(empilés nt- ). Une liaison hydrogéne a été trouvé entre NH du groupe imidazole du ligand
et C = O de Met508 avec une valeur de ID : 2,37A °. La meilleure position d’amarrage et la

plus répétée est présentée dans la figure 29 pour la 1épidine B & E.

Lepidine B

HIZ377 Heme
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Figure 28. Représentation de la meilleure pose d’amarrage de la 1épidine B & E sur le site

actif de la Stérol 14-alpha diméthylase de C. albicans. Lepidine B & E est illustré en gris.

Le ligand est rendu sous forme de batonnets. Les différents acides aminés du site actif ont
été colorés : triade catalytique en bleu, poche de liaison acyle en noir.
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Conclusion

Les produits naturels restent toujours la source fiable des principes actifs connus par leurs
propriétés thérapeutiques. L’objectif de la présente étude est de mettre en évidence in vitro
et in silico les propriétés antifongiques des extraits d’hexane, d’acétate d’éthyle et alcaloides
des espéces suivantes : Lepidium sativum, Punica granatum, Atriplex halimus et Inonotus

hispidus qui sont utilisées en phytothérapie.

A T’aide de deux solvants d’extraction (d’acétate d’éthyle et hexane), plus un protocole
expérimental appliqué pour la premicére fois dans cette étude visant 1’extraction d’un groupe
de métabolites secondaires important : les alcaloides, nous avons pu obtenir trois types
d’extraits. La variation des teneurs obtenues est en fonction des espéces, la partie de la plante

traitée en elle-méme et le protocole d’extraction suivi.

L’activité antifongique a été déterminée sur quatre souches de I’agent pathogene C.albicans
selon la méthode de microdillution et a 1’aide du INT comme révélateur de croissance
microbienne. Les résultats indiquent que la majorité des produits naturels testés possedent
une activité antimicrobienne, surtout contre la C. albicans M2 et M3, ou nous avons
enregistré une CMI a 0,125 mg/ml avec I’extrait AC de I’espéce l.hispidus tandis que les
extraits de L.sativum ont montré les valeurs de CMI les plus faibles dans ce groupe

d’extraits .

D’une fagon générale, I’activité antimicrobienne est en relation avec la souche testée, la

concentration de principe actif et de la nature du solvant ou la méthode d’extraction.

La deuxiéme étape dans 1’étude in vitro des activités biologiques de ces extraits était de tester
I’effet inhibiteur contre la lipase de Candida rugosa, une enzyme joue un role clé dans le
mécanisme de virulence des souches pathogenes C.albicans. De ce fait, le test est réalisé sur
microplaque donnant aprés traitement de résultats les valeurs des ICso qui ont montré le
pouvoir inhibiteur le plus puissant avec 1’extrait AK3 de P.granatum (0,7mg), suivi de celui

de I’extrait AC d’l.hispidus (1,1mg) et finalement I’extrait HX de L.sativum (1,4mg).

Pour tester plus de molécules et essayer de proposer un modele d’inhibition en utilisant
I’outil informatique, 1’étude in silico était nécessaire sur deux molécules classées comme
alcaloides des graines de la plante L.sativum : Lepidine B et Lepidine E a fin d’avoir une
idée sur la complexité de ces deux ligands sur quatre enzymes clé dans la vie des cellules de
C.albicans : Lipase, Serine/thréonine phosphatase, phophomannose isomerase et sterol-
14alpha dimétylase.
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Conclusion

Une tres grande affinité molécule inhibitrice/ enzyme était trouvé a 1’aide du logiciel
AutoDock Vina avec des variations dans le type de liaisons et 1’énergie libre engendrée par

ce couplage.

Dans cette étude il a était prouvé pour la premiere fois que les Iépidines E et B sont actives

contre quatre enzymes sécrétées par les cellules fongiques.
A la fin et comme perspectives, nous suggérons des études complémentaires afin

e D’exploiter les résultats de 1’étude in silico car un résultat fort et positif obtenu
pourrait étre un outil puissant pour les concepteurs de médicaments et nous espérons
que nos recherches pourraient étre utiles pour comprendre les mécanismes
d'inhibition des molécules naturelles sur les enzymes.

e L’isolement et I’identification des molécules bioactives des especes étudiées ;

e Etudier in vivo les effets de ces molécules sur 1’agent pathogéne et procéder a une
expérimentation pharmacologique approfondie.

e Tester les composés inhibiteurs sur d’autres souches pathogénes du genre Candida.
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Abstract

Candidiasis or infections caused by the pathogen Candida albicans, are considered to be a real threat to people with
weakened immunity. Currently and in addition to their side effects, antifungal treatments have shown low effectiveness in
front of this resistant yeast, therefore researchers have directed their studies to natural sources in order to find more specific,
effective alternatives and with less negative action on host cells. To this end, we have identified our objective in two
complementary areas. The first part of the work was practical where we started by extracting secondary metabolites from
Lepidium sativum, Punica granatum, Atriplex halimus and Inonotus hispidus. The test of the antifungal activity of these
extracts on four strains of C. albicans using the microdilution method by the INT developer revealed the sensitivity of the
yeasts which depends on the nature of the extract and its concentration. in the medium (variation of MIC from more than
4 t0 0.125mg / ml). To confirm the previous tests, the study of the inhibitory power of C.rugosa lipase from bioactive
extracts is carried out on a microplate, the result showed the capacity of the majority of extracts to inhibit the activity of
half of the enzymes present in the reaction medium with interesting concentrations (IC50 from 2.29 to 0.78 mg / ml). In
the second part, we want to propose the mechanism of inhibition exerted by these molecules by using molecular docking
of four key enzymes in the metabolism of fungal cells namely Lipase, serine / threonine phosphatase, phosphomannose
isomerase and sterol-14alpha demethylase. We confirm that no previous study in this context has been found in the
literature, this is the originality of this work. Docking shows the affinity of the molecules for the enzymes tested, which
highlights the correlation between the in vitro results and those obtained by the in silico study.

Key words: Candida albicans,, natural extracts, alkaloids, antifungal activity, enzymatic inhibition, lepidine B, lepidine
E, molecular doking.
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