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Résumé

L'objectif principal de cette étude était de découvrir, grace au criblage virtuel, de
nouveaux inhibiteurs de Shikimate kinase chez Mycobacterium tuberculosis, a partir
d’un groupe de flavonoides les plus abondants dans I'alimentation étudi¢s. L.’amarrage
moléculaire a été réalisé en utilisant GOLD, pour étudier les interactions de liaison
de 42 composés avec les cibles, seulement deux molécules ont donné de bons résultats
I’Axillarin 7-sulfate et la Quercetin 3-sulfate : a 87.27 Kcal/mol et 84.75 Kcal/mol
respectivement par rapport a le ligand original (ADP) 75.56 Kcal / mol. Le
programme d'approche de I’amarrage moléculaire avec GOLD est considéré parmi
les meilleures techniques utilisées aujourd’hui pour développer des protéines plus

efficaces.

Mots clés : GOLD, Shikimate kinase, I’amarrage moléculaire, Inhibiteur, flavonoides,

Mycobacterium tuberculosis



Abstract

The main objective of this study was to discover, through virtual screening,
new Shikimate kinase inhibitors in Mycobacterium tuberculosis, from a group
of the most abundant flavonoids in the diet studied.Molecular docking was
performed using GOLD, to study the binding interactions of 42 compounds
with the targets, only two molecules gave good results Axillarin 7-sulfate and
Quercetin ~ 3-sulfate: at 87.27 Kecal/moland 84.75 Kcal/mol respectively
compared to the original ligand (ADP) 75.56 Kcal/mol.The molecular docking
approach program with GOLD 1is considered among the best techniques used

today to develop more efficient proteins.

Keywords:  GOLD,  Shikimate  kinase, molecular  docking, Inhibitor,

flavonoids, Mycobacterium tuberculosis.
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Introduction générale

Introduction

La tuberculose (TB) est la principale des causes de déces dans le monde par les
maladies bactériennes infectieuses. Elle est causée par le complexe Mycobacterium
(M.) incluant principalement M. tuberculosis, M. bovis, M africanum, M. microti, M.

canettii, M. pinnipedii, M. caprae, M. mungi et M. orygis (Yombi & Olinga, 2015)

Bien que la tuberculose pulmonaire soit la plus répandue, il existe d’autres formes de la
maladie dans lesquelles les bacilles peuvent se propager dans d’autres tissus ou organes,
tels que le foie et les os. Ces formes sont connues sous le terme de tuberculose
extrapulmonaire. La maladie est dite miliaire ou disséminée lorsque plusieurs tissus sont

infectés simultanément (Golden & Vikram, 2005)

La tuberculose se transmet d’un étre humain a un autre par la libération de gouttelettes
des poumons ou des voies respiratoires d’une personne infectée. La propagation peut se
produire en toussant, en éternuant, en chantant, en jouant a un instrument a vent et en
parlant (dans une moindre mesure). Pour étre infecté, il faut inhaler la bactérie de la
tuberculose. La bactérie se transmet par gouttelettes dans la salive ou les crachats.Ses
victimes se localisent a la fois dans les pays en développement et dans les pays

industrialisés (Griffith ez al., 2007)

Effectivement, selon le dernier rapport de I’organisation mondiale de la santé, un quart
de la population mondiale infectée et 1,6 millions de déces en 2021, (dont 187 000
présentaient également une infection & VIH), A ’échelle mondiale, la tuberculose est la
treizieéme cause de mortalité et la deuxiéme due a une maladie infecticuse, derriére la

COVID-19 (et avant le sida).(General et al., 2022)

En I’ Algérie, la situation épidémiologique de la tuberculose est trés inquiétante, selon le

ministére de la santé, 18.420 nouveaux cas déclarés en 2022.

Depuis 1950, la découverte d’antituberculeux efficaces et I’amélioration des conditions
de vie avaient guéri beaucoup des patients tuberculeux surtout dans les pays développés
(Newton et al., 2000). Cependant, I’accroissement de la pauvreté, le non suivi de
traitement, la mauvaise observance, 1’émergence des souches multi-résistantes aux
antibiotiques (Rashighi & Harris, 2017) et 1'association de M. tuberculosis avec le Virus

d’Immunodéficience Humaine (VIH) ont provoqué la recrudescence de la tuberculose

1 Biochimie appliquée



Introduction générale

(Komrower & Thillai, 2015). En outre, le seul vaccin actuellement disponible, Bacille
de Calmette-Guérin (BCG), est qualifi¢ d’ «égoiste » car son efficacité pour offrir une
protection contre la forme pulmonaire d’adulte, la plus commune de la maladie, est
variable en allant de 0% a 80% dans les différents essais cliniques (Zahir ef al., 2018).
D’un autre coté, il entraine essentiellement une protection de I’enfant vacciné contre les
formes extrapulmonaires. Il est de ce fait, sans effet de protection collective. Tous ces
facteurs ont contribué largement a aggraver I’impact de cette maladie en la rendant un

probléme majeur de santé publique (Zahir et al., 2018).

D'autre part I'utilisation non raisonnée de 1’antituberculeux conduit a I’émergence de
souches résistantes de Mycobacterium tuberculosis. Cette bactérie présente souvent une
multirésistance importante aux différentes familles d’antibiotiques notamment

I’isoniazide et les rifampicines et les fluoroquinolones. (Yombi & Olinga, 2015)

Par conséquent, il est nécessaire de rechercher et développer de nouveaux agents
inhibiteurs de la croissance des bacilles tuberculeux en empruntant plusieurs voies de
recherches a savoir I’investigation des plantes produisant des substances a effet anti-
mycobactérien (D’ Ambrosio et al., 2015). L’exploration des microorganismes (Prince
et al., 2012), ainsi que le criblage virtuel des composés chimiques en utilisant des outils

de bioinformatique.

Or, la découverte de nouveaux médicaments est un processus extrémement long et
fastidieux, nécessitant 12 a 15 ans et preés d’un milliard de dollars. Récemment, et avec
le développement de la cristallographie par rayons X et 'outil informatique, les
méthodes de modélisation par docking moléculaire sont devenues des étapes cruciales
dans de nombreux programmes de découverte de nouveaux médicaments. Le criblage
virtuel a offert une nouvelle voie d’identification de molécules bioactives. En se basant
sur la structure 3D de la protéine cible, le criblage virtuel consiste a amarrer et a prédire
I’affinité d’un trés grand nombre de ligands (collectées en chimiotheques) pour le site
actif en question, ce qui est plus facile a mettre en place, plus rapide, pour un coit bien
moindre que les criblages expérimentaux. Par la suite, les molécules les plus
prometteuses seront sélectionnées, achetées ou synthétisées puis testées

expérimentalement. (Docking et al., 1998)
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Généralement, il existe deux catégories de criblage virtuel, basé¢ ligands et basé
structure. La premiére catégorie est utilisée lorsque la structure de la cible
thérapeutique est manquante, tandis que, dans la deuxieme catégorie, la
structure 3D de la cible est nécessaire pour mesurer le score de I’interaction
cible- ligands. Entre ces deux catégories, une hybridation « criblage virtuel
hybride » pour exploiter les avantages de chacune est possible. Une des
méthodes, la plus utilisée dans le criblage virtuel basé structure c’est
I’amarrage moléculaire « docking » qui se base sur la théorie de la serrure-clé,
ou il compare la cible a une serrure et le ligand a une clé. Le ligand doit avoir
une taille et une forme précises pour pouvoir s'adapter la cible « récepteur »

(Sid & Batouche, 2021)

L’objectif de la présente étude consiste a évaluer les activités antibactériennes
d’un groupe de flavonoides et comprendre les mécanismes mis en jeu dans les
interactions entre les flavonoides et la Shikimate kinase chez Mycobacterium
tuberculosis par la méthode de docking moléculaire avec le programme GOLD.
II nous a paru alors important de développer cet aspect en vue d’évaluer
I’énergie d’interaction de ces composés et aussi de visualiser les liaisons qu’ils
impliquent avec le site actif de cet enzyme. Enfin nous avons tent¢ de proposer,
in silico, de nouveaux inhibiteurs naturels plus puissants envers la cible
thérapeutique en question. La présente ¢étude s’articule autour de trois
chapitres, le premier chapitre est une syntheése bibliographique sur le docking
moléculaire. Au niveau du second chapitre on étale les méthodes et les
techniques utilisées pour mener ce travail ; Les résultats obtenus ainsi que leurs
discussions sont présentés dans le troisiéme chapitre et on termine par une

conclusion et perspectives.
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Docking moléculaire

1. Généralité

De fagon générale, le but du docking est de prédire la structure du complexe formé par
un ligand et son récepteur. Plus particulierement, dans les travaux présentés ici, les
ligands sont des petites molécules destinées a inhiber 1’activit¢ d’une protéine, qui

constitue le récepteur.

Historiquement, les premiers outils de docking obéissaient au principe dit « lock-and
key » (principe « clef-serrure ») selon lequel le ligand qui représente la clef, est
complémentaire au niveau géométrique du site actif du récepteur, qui représente la

serrure (Fischer, 1894)

Les interactions protéine-protéine et protéine-ligand jouent un role clé dans
I’organisation des systemes biologiques. Elles permettent la régulation de certains
processus biologiques, la transmission des signaux ou encore la catalyse de diverses
réactions biochimiques. Connaitre la facon dont les protéines interagissent avec d’autres
entités biochimiques est une étape essentielle pour comprendre les processus

biologiques dans lesquels elles sont impliquées.

Le docking moléculaire est I'étude in silico des différents mécanismes et interactions
qui interviennent lorsque plusieurs structures moléculaires s’assemblent, 1’objectif étant
de parvenir a déterminer comment ces molécules vont s’agencer les unes par rapport
aux autres. Il existe deux grands types de docking moléculaire. Le docking rigide
consiste a obtenir la conformation préférentielle d’un systéme protéine-ligand en
considérant que chacune des deux molécules conserve une géométrie interne fixe. Dans
ce cas, la relaxation de la géométrie interne de chaque entité, en interaction dans le
complexe, n’est pas prise en compte. Cependant, il est tout a fait concevable que les
structures de la protéine et du ligand soient modifiées durant le processus de docking
moléculaire afin d’optimiser au mieux I’interaction entre les deux entités. On parle,

dans ce cas, de docking flexible (Stanzione et al., 2021)

2. Programmes du docking les plus cites

Plus de 30 logiciels de docking sont actuellement disponibles. Les trois les plus
fréquemment cités pesent 53 % du total de citations trouvées dans la littérature sont :

Glide 35, AutoDock (16 %) et GOLD (12 %). (Timo et al., 2019)
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u Glide
m Autodock (v. 3 or 4)
= GOLD
FlexX
m Surflex Dock
= Autodock VINA
= DOCK
m LibDock
m FRIGATE
u Other

Figure 1. Comparaison du programmes de docking les plus cités. (Timo et al., 2019)

Tableau 1. Principaux programmes de docking moléculaire (Taylor et al., 2003)

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




Docking moléculaire

3. Principe théorique

Docking (ancrage ou amarrage en frangais) et le nom donné aux simulations
moléculaires dans les quelles différentes approches sont combinées pour étudier les
modes d’interactions entre deux molécules. Dans la plupart des cas, il s’agit d’un
récepteur macromoléculaire (cible de docking) dont la structure tridimensionnelle est
connue et d’une petite molécule (ligand). Le récepteur macromoléculaire étant le plus
souvent une protéine. Une simulation de docking comprend essentiellement deux étapes

: le docking proprement dit et le scoring.

< La premiére (le docking) est I’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans
le site actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et
orientations (poses) possibles, en ne retenant que celle qui représentent les modes

d’interactions les plus favorables.

< La deuxieme (le scoring) est I’étape de classement, qui consiste a évaluer 1’affinité
entre le ligand et la protéine et de donner un score aux poses obtenues lors de la

phase de docking. Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles

proposées.
“ Complexe
Ligand - )
Docking Scoring
e e
Recepteur
Structure X
& AG
etc

Figure 2. Principe générale d’un programme de docking.(Férey et al., 2009)

4. Protocole Générale de Docking

Les approches utilisées actuellement sont exclusivement calculatoires et évaluées par
des outils de visualisation. Ces approches peuvent étre décomposées en quatre a cing

phases successives (figure 17) :

» 1- Choix du mode de représentation des protéines (tout atome, pseudo-atome, grille,

etc.),
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Docking moléculaire

» 2- Exploration conformationnelle (corps-rigide position/orientation du ligand et/ou
flexible position/orientation/forme du ligand),

» 3- Minimisation de la fonction d’évaluation de 1’énergie d’interaction (ou fonction
de score) des conformations issues de 1’exploration,

» 4- Regroupement par ressemblances et classification par évaluation plus fine du
score, accompagnée d’une étape non automatique d’évaluation visuelle des résultats
lorsque le score ne permet pas de discriminer la conformation native des différentes
conformations générées.

» 5- Une étape optionnelle d’affinement des complexes sélectionnés par minimisation
ou dynamique moléculaire.

> 6- Un algorithme de recherche pour explorer les possibilités de modes de liaison, un
mécanisme pour placer le ligand dans le site de liaison et une fonction de score pour

classer les différents modes de liaison.

l-représentation

{-Regroupement et classification

2-Recherche
conformationnelle

3-évaluation de |'énerge

S-Affimement des complexes

Figure 3. Protocole général de docking (Férey et al., 2009)
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Docking moléculaire

rayons X

C@ﬁsfallqgrap{fﬁ() /‘// F%M N

Détermination

des structures de structure

Préparation

Docking

Prédiction
Evaluation

Figure 4. Les étapes typiques d'un docking. (Morris & Lim-Wilby, 2008)

5. Le programme GOLD

Le programme GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking) est l'un des
programmes de docking les plus réussis et largement utilis€¢, provient d'une
collaboration entre 1'Université de Sheffield, GlaxoSmithKline plc et CCDC
(Cambridge Crystallographic Data Centre). llest basé sur trois parties majeures : un

algorithme de recherche pour explorer les possibilités de modes de liaison, un
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Docking moléculaire

mécanisme pour placer le ligand dans le site de liaison et une fonction de score pour

classer les différents modes de liaison.

5.1. Algorithme de GOLD

GOLD utilise un algorithme génétique pour le docking de petites molécules (ligand)
dans le site actif d’une protéine. Il considere le ligand comme flexible alors que la
protéine est maintenue fixe sauf pour les groupements hydroxyles de certains résidus a

savoir Tyrosine, Serine et Thréonine.

L’algorithme génétique est basé sur le principe de la sélection naturelle, développé
parCharles Darwin en 1838. Les algorithmes génétiques fonctionnent par une
génération successive d'individus ou structures du ligand. Chaque individu posseéde des
genes se sont ses caractéristiques. La méthode comporte trois phases : reproduction,
crossover, mutation. La phase de reproduction vise a identifier les individus pouvant

donner une autre génération.

Pour la premiére génération les éléments sont créés au hasard pour éviter la
dépendance vis avis de la structure de départ. Pour les générations suivantes elles sont
composées des meilleurs ¢léments de la génération précédente sélectionnés par une
fonction d’évaluation. Dans notre cas il s’agit souvent d’une fonction basée sur la
Fitness. Durant la phase de crossover, les geénes des individus sélectionnés sont
échangés 2 a 2 pour créer la nouvelle génération, le lieu de croisement est déterminé au
hasard. La troisieme étape est la mutation, certains individus peuvent étre le résultat de
mutations ou un gene est modifi¢ de fagon aléatoire. Le cycle de génération est répété
jusqu’a ce que soit atteint le nombre maximum de générations ou le nombre maximum

d’évaluations de 1’énergie.(Studyet al., 2022)
5.2. Le mécanisme du placement du ligand dans le site actif

GOLD utilise une méthode unique pour ce faire, qui est fondée sur les points de
fixation, il ajoute des points de fixation aux groupements de liaisons hydrogénes sur la
protéine et le ligand, puis il va cartographier les points accepteurs qui se trouvent dans

le ligand sur les points donateurs dans la protéine et vice versa. En outre, GOLD géneére
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des points de fixation hydrophobiques dans la cavit¢ de la protéine sur laquelle les

groupements CH du ligand sont mappés.

5.3. La fonction de score

GOLD utilise différentes fonctions de score pour le processus d'optimisation :
GoldScore (une fonction de score basée sur le champ de force), ChemScore, ASP
(Astex Statistical Potential), CHEM PLP (Piecewise Linear Potential) et User Defined
Score.(Singh & Villoutreix, 2022)

Cependant, Goldscore est la fonction originale pour GOLD, issue des travaux de Willet.

Cette fonction est la somme de quatre éléments :

GOLD Fitness = Shb_ext + Svdw_ext + Shb_int + Svdw_int

Shb_extest 1’énergie de liaison hydrogene entre le récepteur et le ligand.
Svdw_extest 1’énergie des forces de Van der Waals (vdw) entre le récepteur et le ligand.
Shb_intest I’énergie de liaison hydrogene interne du ligand.

Svdw _intest le résultat de la contrainte intramoléculaire dans le ligand.

Les méthodes de « scoring » permettent d’évaluer I’énergie de liaison du complexe
formé et de donner un score aux poses obtenues lors de la phase de docking. Ce score
permettra d’une part de retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposées, mais
¢galement de classer la meilleure pose de différents ligands pour identifier les meilleurs
d’entre eux. Dans les programmes de docking, on trouve différents types de fonction de
score : celles utilisant un champ de force de mécanique moléculaire, celles reposant sur

les connaissances actuelles et les méthodes empiriques.(Site et al., 2021)
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Matériel et Méthodes

Matériel

1. Microordinateur

Dans notre étude, nous avons utilisé une station puissante (processeur Intel Core 17
2.8 GHz, 8 Go de RAM, plateforme: Windows(10. Les programmes utilisés sont
installés sous le systeme d’exploitation Windows10 (64bits).

2. Programmes

2.1. PyMOL

PyMOL est un logiciel de visualisation moléculaire, utilisé pour visualiser les structures
des protéines étudiées. Il s’agit d’un logiciel libre et gratuit, géré et distribu¢ par
Schrodinger, est téléchargeable sur le site http://pymol.sourceforge.net. 1l est disponible
pour les systemes d’exploitation Linux, Mac OS et Windows. Le logiciel PyMOL
permet de réaliser des animations, des alignements de structure, de générer des
structures , etc.... Il est I'un des outils le plus utilisé dans la publication scientifique.

(Pymol, 2015)

% Th MOL Molecular Graphics Syst A — O =
? il R R Panneau de controle
File Edit Build Mowvie Display GSettng Scene Mouse Wizard Plugin Help
Tracedder mosL Feceie cail tascys oo .o o o e = =
File "C:%Python27\1ib\site-packages'pymoliparser.py”, line 464, in paPse_:J RESEti Zoom IO”E”tl Drawl Ray
exec(layer.com2+"\n",sel1f. pymoi_names,self. pymol_names) Uﬂmd<l Deselect IROd‘I Get View
File "<string>", 1ine 1, in <modules>
NameError: name ‘transparency’ is not defined |<i ﬁi Stop iny] >] >|1Mcbm
PyMOL>ray = =
Ray: render time: 0.89 sec. = 4022.3 frames/hour (0.89 S&c. accum.). Command Builder Volume
Setting: seq_wiew_Tormat set to 1. -
PyMOL > ay RebmHlAbon
Ray: render time: 0.90 sec. = 3982.3 fTrames/hour (1.80 sec. accum.). .
PYMOL = |
I — g
i oy e — ] =
~11du 31
| LEU LEU ASP
—

Ecran de visualisation

FPyMOL

Figure 5.L'interface graphique du logiciel Pymol
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2.2. GOLD

Est un programme commercial de docking développé par “Cambridge Crystallographic
Data Center” (http.//www.ccdc.cam.ac.uk/). 11 est basé sur trois parties majeures: un
algorithme génétique pour explorer les possibilités de modes de liaison, un mécanisme
pour placer le ligand dans le site actif et une fonction de score pour classer les différents
modes de liaison. La population constituant la premiére solution est obtenue
aléatoirement. (Study et al., 2022)

GOLD est un programme de calcul des modes de docking de petites molécules dans les
sites de liaison des protéines et est fourni dans le cadre de GOLD Suite, un ensemble de
programmes pour la visualisation et la manipulation des structures (Hermes v 1.4), pour
I’arrimage protéine-ligand (GOLD v 5.0.1) et pour le traitement et la visualisation des
résultats de docking

Ses principaux avantages sont sa fiabilité a prédire des structures cristallographiques
pour des complexes de type protéine-ligand et l'emploi d'un algorithme génétique
efficace. De plus, le logiciel dispose d'une interface graphique simple d'emploi, et

aisément scriptable et s'adapte particulierement bien aux environnements de calcul

paralléle.
File' Edit Selection Display View Calculate Descriptors GOLD  GoldMine Databases Help .
Highlighting [~ Depth Cueing | | Stereo Graphics Objects [V] Show hydrogens [] Show unknown atoms |- Style: ‘W\reﬁame hd k‘.olour: !bv Element '|
Picking Mode; | Pick Atoms VI-_'-:'E. Measurements |m K- X+ v y+ oz o7+ %90 %490 y90 y4E0 290 430 & S L T zom- zoom+
Ammselecﬁons:‘cawty_at v| Colors: f?l -"E'\ ﬁé Tiling: Eﬁ ?EE §§§§ ﬁ ﬁ
Molecule Explorer 8 X

| Doding Sobstons | Discly | Movable | Desaptors |

Waters
Metals
Packing

|7 llEntries
- M D

H AlD
M2

Contact Management # X
Define H-Bonds ... | ‘ Define Short Contacts ...
Ligand Sphere [
Protein H-Bonds  Short Contacts
1D E
2 AID
32

Figure 6. L’interface graphique du GOLD.
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3. Les banques des données

3.1. La banque de données protéiques (PDB)

En bioinformatique, les banques de données sont utilisées pour stocker et organiser les
données. Beaucoup de ces entités collectent des séquences d'ADN et d'ARN a partir
d'articles scientifiques et de projets sur le génome. De nombreuses bases de données
sont entre les mains de consortiums internationaux. Pour s'assurer que les données de
séquences sont librement disponibles, les revues scientifiques exigent que les nouvelles
séquences nucléotidiques soient déposées dans une base de données accessible au
public comme condition de publication d'un article. (Des conditions similaires
s'appliquent aux structures d'acide nucléique et de protéine.) .La principale base de
données de la structure macromoléculaire biologique est la banque mondiale de
données sur les protéines (ww.PDB), un effort conjoint du Research Collaboratory for
Structural Bioinformatics (RCSB) aux Etats-Unis, de la Protein Data Bank Europe
(PDBe) de I'Institut européen de bioinformatique dans le Royaume-Uni et la Protein
Data Bank Japan de I'Université d'Osaka. La PDB est la principale source de données
de biologie structurale et permet surtout d'accéder a des structures 3D de protéines

d'intérét pharmaceutique.

O E] httpsy/fwww.resb.org/structure/ 1 L4U B &% 9y

RCSB PDB  Deposit- Search - Visualize ~ Analyze » Download » Learn - About- Documentation ~ Careers COVID-19 | MyFDB - | Contact us

= 1l m ] = B 205,451 Structures from the
ol P ) =" PDB - 30 Stuctures @ | | Include CSM @
PROTEIN DATA BANK @ 1,068,577 Computed Structure
Models (CSH) Advanced Search | Browse Annatations He|
i PDB-101 @PDB | atnn R § wwiDE ) PDB-Dev m

30 View Annotations Experiment Sequence Genome Ligands Versions
: | PEEVRIEERA @ Download Files -
( Biological Assembly 1 @ ) 1 |_4U !

CRYSTAL STRUCTURE OF SHIKIMATE KINASE FROM MYCOBACTERIUM TUBERCULQOSIS IN
COMPLEX WITH MGADP AND PT(Il} AT 1.8 ANGSTROM RESOLUTION

PDB DO hitps:/doiorg!10.2210/pdb1L4U/pdD

Classification: TRANSFERASE

Organism{s}: Mycobacterium tuberculosis
Expression System: Escherichia coli BL21(DE3)
Mutation(s): No €

Deposited: 2002-03-05 Rel d: 2002-06-12
Deposition Author(s): Gu, Y., Reshetnikova, L, Li, ., Wu, ¥, Yan, H., Singh, S., Ji, X.
Experimental Data Snapshot wwPDB Validation & 30 Report || Full Report
Method: X-RA&Y DIFFRACTION Metric Percentile Ranks Value
Resolution: 1.30 A Afroe E—( ) S () 746
& 3D View: Structure | 1D-30 View | Electron Density R-Value Free: 0.243 Clashyopn: E— —
Valigation Report| Ligand Interaction R-Value Work: 0.221 Ramachandran sutliess ME)S — O 6

Sidechain outliers B — 1= s— 1 G

Figure 7. L’interface graphique du site web de la base de données PDB.
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3.2. PubChem

PubChem est une banque de données américaine de molécules chimiques gérée par le
National(NCBI),branche de la nationale de sous l'autorité¢ de la National Institutes of
Heath(NIH) (Kim et al., 2016)

PubChem répertoire plusieurs millions de composés en mettant en ligne, gratuitement,
pour chaque substance une grande quantit¢ de données de divers ordres chimique,

biochimique, Pharmacologique, production, toxicologie.

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

PUb©hem About  Posts  Submit  Contact

Explore Chemistry

Quickly find chemical information from authoritative sources

/

Ty covid-19 aspin  EGFR C9HB04 57-27-2 (C1=CC=C(C=C1)C=0  InChI=15/C3H6 1-2H5

D Use Ertrez

iHeIicuhadevpy\oH | AV D Tout surligner D Respectera casse D Respecter les accents et diacritiques |:| Motsentiers  Occurrence4 surd

Figure 8. L’interface graphique du site web de la base de données PubChem.

4. Structure de la Shikimate Kinase utilisée

Vingt-et-un structures tridimensionnelles pour la Shikimate kinase de Mycobacterium
tuberculosis sont disponibles sur la PDB, identifiées par les codes : 2IYV, 2IYS, 2IYT,
21YX, 21YY, 2G1K, 1L4U, 2IYQ, 2IYU, 2IYW, 2DFN, 2IYR, 1L4Y, 2G1J, 1US8A,
4BQS, 3BAF, 21YZ, IWE2, 2DFT, 1ZYU.

Nous avons choisi celle portant le code 1L4U car elle constitue un compromis entre une
bonne résolution (1.80 A) et la présence d’un ligand cocristallisé (ADP).

Les caractéristiques de ces enzymes sont regroupées dans le tableau 2 ci-dessous.
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Tableau 2: Structure des Shikimate kinase

Mateériel et Méthodes

de Mycobacterium tuberculosis disponible

dans la PDB.
Code PDB | Résolution Ligand cocristallisé Référence
2IYV 135 A ADP (Hartmann ef al., 2006)
2IYS 1.40 A Shikimate-3phosphate (Hartmann et al., 20006)
2IYT 147 A Aucune (Hartmann et al., 2006)
2IYX 1.49 A Shikimate-3phosphate (Hartmann et al., 2006)
2IYY 1.62 A Shikimate-3-phosphate (Hartmann et al., 2006)
2G1K 1.75A Shikimate-3phosphate (Gu et al., 2002)
1L4U 1.80 A ADP (Gu et al,, 2002)
2IYQ 1.80 A Shikimate-3phosphate et ADP | (Hartmann et al., 2006)
2IYU 1.85 A ADP (Hartmann et al., 2006)
2IYW 1.85 A ATP (Hartmann et al., 2006)
2DFN 1.93 A Shikimate-3phosphate et ADP (Dias et al., 2007)
2IYR 1.98 A Shikimate-3phosphate (Hartmann et al., 2006)
1L4Y 2.00 A ADP (Gu et al., 2002)
2G1J 2.00 A Aucune (Gan et al., 2006)
1USA 2.15A Shikimate-3phosphate et ADP (Dhaliwal et al., 2004)
4BQS 2.15 A Shikimate-3phosphate et ADP (Blanco et al., 2013)
Ester d'adénylate d'acide
3BAF 225A phosphométhylphosphonique et Faim et al., 2008
ADP
21YZ 2.30 A Shikimate-3phosphate et ADP (Hartmann et al., 2006)
1WE2 230 A Shikimate-3phosphate et ADP (Pereira et al., 2004)
2DFT 2.80 A ADP (Pereira et al., 2004)
Ester d'adénylate d'acide
1ZYU 2.90 A phosphométhylphosphonique et (Gan et al., 2006)
Shikimate-3phosphate
Méthodes

1. Préparation des molécules a ’arrimage

Le complexe protéine-ligand est téléchargé dans le format .pdb a partir de la banque de

données en introduisant son code pdb. GOLD utilise directement le format .pdb et n’a

pas besoin d’une préparation préalable.

15
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Mateériel et Méthodes

2. Préparation des ligands

Les structures des 42 flavonoides retenues pour le docking: Axillarin7-sulfate,
Pinocembrin, Rutin, Isosaponarin, Caflanone, Neohesperidin, Nicotiflorin, Flavonoid
LP, Isorhamnetin 3-glucuronide, Curcumin, Quercetin 3-glucuronide, Amorphin,
Flavonoid Ip, Icariin, Kaempferol 3-glucuronide, Garcinia biflavonoid, Lonicerin,
Artocarpin, kurzichalcolactone, Naringin, Kaempferol, Myricitrin, Morin, Elatin,
Isoquercitrin, Laricitrin, Astragalin, Apigenidin, Icaritin, Epigallocatechin Gallate,
Baicalein, Catechin, Epicatechin, Acacetin, Sakuranetin, Propolis neoflavonoid,
Quercetin  3-sulfate, Pectolinarine, Nepitrin, Rhamnetin 3-O-sulfate, Datiscin,
Persicarin, Sanggenol O ont été¢ téléchargées de la base de données PubChem
(http.//PubChem.ncbi.nlm.nih.gov/) du National Center for Biotechnology Information,
sous format SDF (2D).

Les structures ont été converties au format 3D par le programme LigPrep. Elles sont
ensuite transformées dans le format. mol2 par I’intermédiaire du programme disponible
gratuitement mol2mol.

Toutes les structures chimiques des composés ligands utilisés dans 1’étude ont montré

sur le tableau 3.

Tableau 3. Représentation des structures 2D et les formules des flavonoides.

Structures 2D Formule Nom des flavonoides

;\ZJ:L > : /ﬁ{a C17H14011 S Axillarin 7-sulfate

:' O O O C15H190q0 S Quercetin 3-sulfate

O AR
(N} \%Q\/)f)@\ C0H34015 Pectolinarine
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Mateériel et Méthodes

C,H,012 Nepitrin
Rhamnetin3-O-sulfate
Ci6H12010S
C,7H30015 Datiscin
Ci6H12010S Persicarin
C25H2406 Sanggenol O
C15H1,04 Pinocembrin

17
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5 £
g% y ® ¢ C17H30 Rutin
- RGO O
P
o
(5{4 )\?,@\O/% C,7H30015 Isosaponarin
;@ L °
C21H3006 Caflanone
¥ U
yed
’ O 0 CysH34015 Neohesperidin
i 6 ‘ E‘ﬂ
"
WA
» @ Cy7H30015 Nicotiflorin
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Mateériel et Méthodes

C,7H3,0)5 Flavonoid LP
Isorhamnetin 3-
C2H2013 _glucuronide
C,1H205 Curcumin
C2Hi5013 Quercetin_3-glucuronide
£,
FUh® ¢
253 Zos CasHi0O16 AmorphinFlavonoid
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C33H49015

Icariin

C11H3012

Kaempferol 3-glucuronide

C30H2,01,

Garcinia biflavonoid

Cy7H30015

Lonicerin

C16H2806

Artocarpin
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Mateériel et Méthodes

g_’i § % C3,H300, kurzichalcolactone
Lo
C27H3,014 Naringin
C15H1005 Kaempferol
C21H20012 Myricitl‘in
O Ci5H1007 Morin
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C33Hs50NOq Elatin
C,1H20012 Isoquercitrin
C16H1205 Laricitrin
C,1H,001; Astragalin
Cy1H,004+ Apigenidin
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CisH1106 Icaritin
C2,H15011 Epigallocatechin Gallate
C23H326010 Andrographidin A
Ci5H1005 Emodin
LA
O C17H 1406 Ladanein
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Mateériel et Méthodes

Pinocembrin-7-

[’ o104 methylether

XX
KJHJ/Q«U SF C16H1406 HeSperetin

10 s

>
C15H1005 Baicalein
C15H1405 Catechin

j:b & f

J\L/Q O,\‘/ C15H1406 Epicatechin
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K}\O/QSNJ\K/ Ci6H1205 Acacetin
' E)/
(Q{
#
il
o )Il_l P\Iﬂu
Wi & ook ,';%%(‘ECT‘ C1sHg4O5 Laurifolin
\ A ( “"r y i i
* \f\;ﬁ-,g{fﬁqﬂ Ve
CisH1407 Epigallocatechin
@ O r C15H160; Propolis neoflavonoid
%-E'\—
Ci16H1405 Sakuranetin
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3. Les différentes étapes de docking

Aprés ’ouverture du visualiseur Hermes. On ouvre la fenétre GOLD setup wizard, en
cliquant sur Wizard. Le complexe enzyme-ligand.pdb sera téléchargé, en cliquant sur le
bouton Load Protein.

Les étapes suivantes sont nécessaires :

3.1. Addition des hydrogénes

Tous les atomes d'hydrogeéne doivent €tre présents dans le fichier d'entrée des protéines.

3.2. Suppression des molécules d’eau

Les molécules d'eau dans les cavités des protéines peuvent parfois étre un élément
fondamental. Elles sont capables d’assurer le relais entre le récepteur et le ligand et ainsi
créer des réseaux de liaisons hydrogene. Dans nos études, nous n’avons pas mis en
évidence l’intérét d’introduire des molécules d’eau. Un clic sur D'option Delete

Remaining Waters permet I’élimination des molécules d’eau.

3.3. Suppression des ligands

Le fichier protéine peut avoir un ou plusieurs ligands occupant le site de liaison qui doit
étre enlevé avant de pouvoir effectuer un docking. En cliquant sur Delete Ligands de la
liste des options proposées, puis sur le bouton Extract. Le ligand extrait est enlevé du
fichier de la protéine et automatiquement rechargé dans Hermesde sorte qu'il puisse étre
employé pour définir le site de liaison. Le ligand est sauvegardé sous forme ligand

.mol2.

3.4. Définition de site de liaison

Il est nécessaire de préciser le site de liaison de ’enzyme, en cliquant sur Define
Binding Site de la liste Global Options puis choisir I’option One or more ligands. Une
liste de ces ligands actuellement chargés dans le visualiseur Hermes sera montrée.

Choisissez le ligand de référence que vous souhaitez utiliser a partir de cette liste.

3.5. La sélection du Ligand
Pour sélectionner le ligand, appuyer sur Add. Choisir ligand. mol2 puis cliquer sur

Open. Le ligand .mol?2 sera inscrit au Ligand File.
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3.6. La fonction de score
La fonction Goldscore est utilisée dans le cadre du docking, pour 1’évaluation de

I’énergie des systémes protéine-ligand.
3.7. Run GOLD

Avant de terminer la mise en place de notre arrimage, cliquer surl’optionddvanced,
sélectionner Output Options. Cette page est séparée en trois vues tabulées : File Format
Options, Information in File et Selecting Solutions, permettent de contrdler les

informations des fichiers de sortie.

Enfin, le choix de I"option Run GOLD dans le menu permet de lancer les calculs. Une

fois le travail termingé, le message FinishedDocking Ligand apparaitra dans la fenétre

RunGOLD. Les résultats de docking sont présentés sous forme de 5 fichiers de sortie,

pouvant étre observés dans la fenétre Run GOLD:

& Les fichiers contenant des informations sur la protéine et le ligand initialisé
(gold_protein.mol?2 et gold ligand.mol2) .

& Les fichiers contenant le ligand docké (gold _soln_ligand m1_n.mol?2).

&(

Les fichiers contenant le score de Fitness (ligand ml.rnk et bestranking.lst) : les
tentatives d'amarrage sont énumérées selon le score de Fitness. Donc, la meilleure
solution est placée en premier.

& Les fichiers log des protéines et de ligand (gold_protein.log et gold_ligand ml.log).

& Les fichiers contenant les messages d'erreur (gold.err).

4. Reégle de Lipinski

Chaque médicament éventuel doit de se conformer a plusieurs critéres de base, tel son
faible colt de production, étre soluble, stable, mais doit aussi se conformer a des
barémes associés a ses propriétés pharmacologiques d’absorption, de distribution, de
métabolisme, d’excrétion et de toxicité. Dans ce contexte, « la régle de 5 »
communément appelé «regle de LIPINSKI» permet de déterminer si un composé
chimique ayant des propriétés médicamenteuses est susceptible d’étre administré par
voie orale chez les humains. Selon cette régle, un composé est capable d’étre administré
par voie orale s’il remplit au moins trois (3) critéres des cinq suivants :

% Un poids moléculaire < 500g/mol.

& Le nombre de donneurs de liaisons hydrogéne un maximum de 5 (< 5).
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& Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogéne un maximum de 10 (< 10).

% Le nombre de fonctions rotables (flexibles et linéaires) < 15

& Un coefficient de partition (IogP) ou une lipophile < 5.

*LogP est égal au logarithme du rapport des concentrations de la substance
¢tudiée dans l'octanol et dans 1'eau.

Le LogP = Log(C oct /C eau), doit &tre compris entre -2 et 5. Cette valeur
permet de déterminer le caractére hydrophile ou hydrophobe (lipophile) d’une
molécule. S’il est positif et trés ¢€levé, cela exprime le fait que la molécule
considérée est bien plus soluble dans I'octanol que dans I’eau, ce qui refléte

son caractere lipophile, et inversement (Ntie-Kang, 2013).

Dans notre travail, ces paramétres ont été calculés en utilisant le serveur

Molinspiration se trouvant en réalisant les étapes suivantes sur le site web :
http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties

& Quverture du site web indiqué au-dessus.

< Entrer I’inhibiteur dans la case « Enter SMILES ».

@ Click sur le bouton « calculate properties ».
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1. Description structurale de la Shikimate kinase bactérienne

La Shikimate kinase appartient a la famille des kinases nucléosidiques monophosphates
(NMP). Le ceeur de sa structure (Fig. 9, code PDB : 1L4U, résolution 1.8 A) est
composé de cinq feuillets B paralléles entourée de huit hélices a.

La Shikimate kinase se compose de trois domaines : (1) le domaine CORE contenant les
cinq feuilles P paralleles et la boucle P (résidus 9— 17), qui forme le site de liaison des
nucléotides ; (2) le domaine LID (résidus Glyl12 a Aspl124), qui se ferme sur le site
actif et a des résidus qui sont essentiels pour la liaison de I'ATP, (3) le domaine de
liaison au substrat (SB) (résidus Thr33 a Glu61), qui fonctionne pour reconnaitre et lier

le Shikimate. (Ojeda-May, 2022)

Figure 9. Mod¢le tridimensionnel de la Shikimate kinase chez Mycobacterium tuberculosis,
le domaine CORE en rouge, le domaine LID en bleu, et le domaine de liaison au
substrat(SB) en bleu ciel, (code pdb : 1L.4U). Le substrat cocristallisé (ADP) est démontrés en

sticks (les atomes de carbones colorés en orange. Image générée par PyMOL.
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Figure 10.Mod¢le tridimensionnel de la Shikimate kinase chez Mycobacterium tuberculosis,
avec le site catalytique marqué (la région bleu marine). (Code PDB 1L4U). Le substrat
cocristallisé (ADP) est démontrés en sticks (les atomes de carbones colorés en bleu). Image

générée par PyMOL.
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A laide du programme PyMOL, nous avons pu définir les résidus de la cavité
catalytique de la Shikimate kinase (Code PDB :1L.4U) en visualisant ceux entourant

ligand ADP dans un périmetre de 6A.

La figure (11) montre les résidus du site actif de la Shikimate kinase en complexe avec
le ligand ADP, ces résidus sont : SER13, GLY14, LYSI15, THR16, THR17, ARG110,
ARG117, ARG153.

Figure 11. Mode de liaison de la ADP avec le site actif de Shikimate kinase chez
Mpycobacterium tuberculosis (code pdb : 1L4U). Les résidus entourant le site actif sont

démontrés en vert. Image générée par PyMOL.

2. Fiabilité de programme utilisé

Avant d’aborder I’étude de I’inhibition de la Shikimate kinase par diverses molécules,
nous avons tenté d’évaluer la fiabilité du logiciel GOLD utilis¢ dans cette étude. La

performance de ce programme est jugée au moyen de deux critéres différents :

& L’écart quadratique moyen ou le RMSD (Root Mean Square Déviation).

& L’analyse visuelle.
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2.1. Le test RMSD

La déviation quadratique moyenne ou RMSD (root mean-square dérivation) est la
mesure de la distance moyenne entre les atomes des molécules superposées. Il est
souvent utilisé pour valider le protocole du docking en comparant la conformation d’un
complexe protéine-ligand congu par le logiciel du docking vis-a-vis de la conformation
cristallographique de référence (observée expérimentalement). Un seuil maximal de 2A
est souvent utilis¢é pour discriminer une bonne position d’une mauvaise position

(Castro-Alvarez et al., 2017)

Dans notre cas, le test de fiabilité du programme GOLDpar le RMSD a été réalisé sur le

complexe de la Shikimate kinase 1L4U. (Le tableau N°01).

Tableau 4. Valeur de RMSD de complexe Shikimate kinase -ligand étudié

Code PDB Ligand co-cristallisé RMSD(A)

1L4U ADP 0.550

Sur le complexe Shikimate kinase-ligand étudié, le programme GOLD simule

correctement les interactions, avec des valeurs de RMSD inférieurs a 2A.

Ceci prouve davantage que ce programme est bien adapté a I’étude in silico de

I’inhibition de la Shikimate kinase qui nous intéresse ici.

2.2. L’analyse visuelle
Pour confirmer les résultats du RMSD, I’analyse visuelle par GOLD permet de

déterminer si un ligand simulé se superpose avec le ligand cocristallisé. (Figures 12).
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Figure 12. Superposition des géométries de I’ADP donnée par rayons X (carbone coloré en

vert) et par docking avec GOLD (carbone coloré en rose). (Code pdb 1L4U. RMSD = 0.550 A).

Image générée par GOLD.

En effet, ’analyse visuelle par GOLD réalisée sur le complexe Shikimate kinase-ADP

montre que le modele de ligand simulé par GOLD est correctement placé dans le site

actif de la Shikimate kinase du Mycobacterium tuberculosis. 1l présente une

conformation spatiale trés proche voir méme superposable a celle déterminé

expérimentalement par cristallographie qu’on retrouve dans la PDB.
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3. Le docking des diverses molécules sur le récepteur 1L4Upar GOLD
3.1. Le complexe Shikimate kinase-ligand (ADP)

L’analyse visuelle réalisée par GOLD montre que I’ADP est bien placé dans le site actif
de la Shikimate kinase ou il est stabilisé par onze liaisons hydrogenes grace aux acides
aminés suivant : GLY12, GLY 14, LYS 15, SER 16, THR17, ARG110, ARG 117, ARG
153.(Tableau 5 et figure 13).

Tableau 5. Les interactions hydrogenes entre la Shikimate kinase et le ADP.

Résidus impliqués | Atome du Résidus Atome du ligand Distance (A)
GLY12 N O 2.993
GLY 14 ) O 2.810

0 0 2.906

LYS 1> o 0 2.550
SER 16 N O 2.883
THR17 N 0 2.949
THR17 0 0 2.948
N N 2.977

ARGLHIO N N 2.794
ARG 117 N O 3.068
ARG 153 0 N 2. 835

Figure 13. Mode de liaison de la ADP avec le site actif de la Shikimate kinase (code pdb :
1L4U). Le ligand est en représentation « batonnets » de différents couleurs, et les acides aminés

du site actif de I’enzyme sont représentés en «wireframe ». Image générée par GOLD.

34 Biochimie appliquée



Résultats et discussion

3.2. Le docking des différents flavonoides sur le récepteur 1L4U

Le docking de 42 flavonoides est effectué sur la structure de la protéine cocristallisée
avec I’ADP.

Nous avons jugé intéressant de tester ces flavonoides, de comparer leurs scores (GOLD
score) par rapport au ligand cocristallisé (ADP), pour proposer le meilleur inhibiteur de

I'enzyme Shikimate kinase. Les résultats de docking sont présentés dans le tableau 6.

Tableau 6. Résultats de docking avec le programme GOLD.

Molécules GOLD score (Kcal/mol)
1 ADP (ligand cocristallisé) 100.82
2 Axillarin7-sulfate 87.27
3 Quercetin3-sulfate 84.75
4 Pectolinarine 81.66
5 Rhamnetin 3-O-sulfate 71.03
6 Nepitrin 69.50
7 Datiscin 69.56
8 Persicarin 67.91
9 Sanggenol O 67.44
10 Pinocembrin 67.02
11 Rutin 65.68
12 Isosaponarin 65.54
13 Caflanone 65.30
14 Neohesperidin 64.12
15 Nicotiflorin 63.18
16 Flavonoid LP 62.93
17 Isorhamnetin 3-glucuronide 62.04
18 Curcumin 61.78
19 Quercetin 3-glucuronide 60.38
20 AmorphinFlavonoid 60.08
21 Icariin 60.05
22 Kaempferol 3-glucuronide 59.65
23 Garcinia biflavonoid 57.47
24 Lonicerin 57.65
25 Artocarpin 56.35
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26 kurzichalcolactone 56.03
27 Naringin 55.11
28 Kaempferol 56.10
29 Myricitrin 55.77
30 Morin 55.50
31 Elatin 55.44
32 Isoquercitrin 55.40
33 Laricitrin 55.33
34 Astragalin 55.23
35 Apigenidin 54.32
36 Icaritin 53.01
37 Epigallocatechin Gallate 51.77
38 Baicalein 49.35
39 Catechin 49.20
40 Epicatechin 49.54
41 Acacetin 49.78
42 Sakuranetin 49.55
43 Propolis neoflavonoid 48.44

Parmi les complexes qui figurent dans le tableau 6, nous avons retenu les meilleurs
résultats uniquement. C'est-a-dire ceux qui présentent un meilleur score de docking
(Valeur d’énergie d’interaction) supérieures ou proches a celles du ligand de référence

(cocristallise).

L’Axillarine 7-sulfate et la Quercetin 3-sulfate ayant des Goldscore excellents :
(87.27 Kcal/mol et 84.85 Kcal/mol) respectivement (le score de ligand cocristallisé
ADP est 100.82 Kcal/mol), pourraient avoir une activité potentielle trés puissante

contre la Shikimate kinase.
3.2.1. Etude des interactions du I’ Axillarine 7-sulfate avec la Shikimate kinase

Le mode d’interaction de ce composé¢ avec le Shikimate kinase chez Mycobacterium

tuberculosis a été étudié avec GOLD.
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L’analyse visuelle (figure 14) montre que L’Axillarine 7-sulfate forme sept liaisons

hydrogene avec le site actif de Shikimate kinase. (Tableau 7 et figure 14).

Tableau 7. Les ponts hydrogenes entre le Shikimate kinase et la Axillarin 7-sulfate.

Résidus impliqués Atome du ligand Distance (A)
GLY 12 (N) O 2.985
GLY 14 (N) O 2.644
LYS 15 (N) O 2.923
SER 16 (N) O 2.873
THR 17 (O) O 2.826

ARG 117 (N) O 2.635
O 2.922

Figure 14. Représentation de liaison hydrogéne formée par 1I’Axillarin 7-sulfate. Image

générée par GOLD.
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Figure 15. Emplacement de I’ Axillarin 7-sulfate dans le site actif de Shikimate kinase chez

Mycobacterium tuberculosis. Image générée par PyMOL.

3.2.2. Etude des interactions du Quercetin 3-sulfate avec la Shikimate kinase

Le mode d’interaction de ce composé avec le Shikimate kinase chez Mycobacterium

tuberculosis a été étudi¢ avec GOLD. L’analyse visuelle (figure 16) montre que la

Quercetin 3-sulfate forme onze liaisons hydrogene avec le site actif de Shikimate

kinase. (Tableau 8).

Tableau 8. Les ponts hydrogénes entre le Shikimate kinase et la Quercetin 3-sulfate

Résidus impliqués Atome du ligand Distance (A)

O 2.687

GLY12 (N) 0 2.634
(0 3.029

(0] 2.673

SER 13 (N) o 3.030
GLY14 (N) 0 2.987
O 2.826

LYS15(N) 0 2.646
0 2.480

SER 16 (N) (0] 2.848
ARG 117 (N) 0 2.613
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N G112

Figure 16. Représentation de liaison hydrogéne formée parla Quercetin 3-sulfate. Image

générée par GOLD.

Figure 17. Emplacement de la Quercetin 3-sulfate dans le site actif de Shikimate kinase chez

Mpycobacterium tuberculosis. Image générée par PyMOL.
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Figure 18. Superposition entre le substrat ADP (les atomes de carbones colorés en vert) et
Axillarin 7-sulfate (Les atomes de carbones colorés en rose) et la Quercetin 3-sulfate (les
atomes de carbones colorés en bleu ciel) dans le site actif de Shikimate kinase chez

Mycobacterium tuberculosis (code PDB : 1L4U) Image générée par GOLD.
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Figure 19. Superposition entre le substrat ADP (les atomes de carbones colorés en
vert) et les composés Axillarin 7-sulfate (Les atomes de carbones colorés en rose) et
la Quercetin 3-sulfate (les atomes de carbones colorés en bleu ciel) dans le site actif
de Shikimate kinase chez Mycobacterium tuberculosis (code PDB: 1L4U) Image
générée par PyMOL.
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4. Application de la regle S du Lipinski :

Dans notre travail, il était trés important de compléter cette ¢tude par
I’application de la méthode de filtre ADME qui est basée sur la régle de cinq
de Lipinski afin de nous renseigner sur les propriétés pharmacocinétiques
(ADME) des deux alcaloides ¢étudiés précédemment. Les résultats sont

présentés dans le tableau 13.

Tableau 9 : Propriété pharmacocinétique des flavonoides (1’ Axillarin 7-sulfate et la Quercetin3-

sulfate).
Poids Liaisons
Donneur de H | Accepteur de H Logp
moléculaire routable
Axillarin 7-sulfate 426.36 4 11 (Violation) 5 0.19
Quercetin3-sulfate 382.30 5 10 3 0.46

A l’issu de ce test, les deux flavonoides (1’Axillarin 7-sulfate et la Quercetin3-sulfate)
peuvent €tre proposés comme étant de nouveaux inhibiteurs théoriques de Shikimate
kinase bactérienne, pouvant étre administrés par voie orale, ce conformément a la régle

de Lipinski.
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5. La discussion

Au vu de la propagation du phénoméne de résistance et du nombre limité
d’antibiotiques en cours de développement, la découverte de nouveaux agents
antibactériens est devenue plus qu’indispensable. Pour étre innovants et contourner les
mécanismes de résistance bactériens, les antibiotiques de demain devront viser de
nouvelles “cibles” d’action chez les bactéries. Les pistes de recherche sont nombreuses
mais I’exploration des ressources naturelles apparait comme des plus prometteuses car
celles-ci constituent de par leur biodiversité, la plus grande réserve de substances

actives. (Pereira et al., 2004).

La réémergence de la tuberculose constitue une menace pour la santé publique, et la
forte sensibilit¢ des personnes infectées par le VIH et la propagation de souches
multirésistantes conduisent a la nécessité de développer de nouveaux médicaments. La
Shikimate kinase et d'autres enzymes de la voie Shikimate sont des cibles intéressantes
pour le développement de médicaments antibactériens, car la voie est essentielle chez

ces especes mais absente chez les mammiferes. (Pereira et al., 2004).

Dans cette étude, nous avons évalu¢ l'affinité de 50 flavonoides pour la Shikimate

kinase de Mycobacterium tuberculosis en fonction de 1'énergie de liaison.

D’apres les résultats de docking, nous avons constaté que les meilleures conformations
pour la I’Axillarin 7-sulfate et la Quercetin 3-sulfate dans le site actif de la Shikimate

kinase simule parfaitement celle observée par le substrat (ADP)

Nous avons observé la formation de onze liaisons hydrogénes entre le substrat (ADP) et
les acides aminés : GLY12, GLY14, LYS15, SER16, THR17, ARG110, ARG117 et
ARG153 de la Shikimate kinase. En revanche Nous avons observé la formation de sept
liaisons hydrogeéne entre 1’ Axillarin 7-sulfate et les résidus GLY12, GLY14, LYSI15,
SER16, THR17 et ARG117 de la Shikimate kinase et onze liaisons hydrogene entre la
Quercetin 3-sulfate et les résidusGLY12, SER13, GLY14, LYS15, SER16 et
ARG117

Nous avons remarqué que les résidus GLY12, GLY 14, LYS 15, SER 16 et ARG117 de la
Shikimate kinase forment des liaisons hydrogeénes aussi bien avec I’ADP qu’avec

I’Axillarin 7-sulfate et la Quercetin 3-sulfate, sachant que les liaisons hydrogénes
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jouent un réle trés important dans la stabilité de I’interaction entre 1’enzyme et son
ligand.

Les résultats montrent que I’ Axillarin 7-sulfate et 1a Quercetin 3-sulfate présentent les
meilleures affinités (87.27 Kcal/mol et 84.75 Kcal/mol respectivement) vis a vis la
Shikimate kinase. D’autre part, les résultats de superposition entre I’ADP et les
composés I’Axillarin 7-sulfate et la Quercetin 3-sulfate ont montrés les mémes
orientations au niveau du site actif, chose qui peut expliquer les valeurs proches du
Goldscore.

Nos résultats corroborent des études expérimentales montrant que les flavonoides sont
de puissantes molécules antimicrobiennes (Boniface & Ferreira, 2020 ; Shamsudin et
al., 2022), etil a été rapporté¢ par Cao et al. (2019) qu'un mélange de flavonoides
présentait un puissant effet anti-mycobactérienne. (Cao et al., 2019). En effet, les
polyphénols sont reconnus comme des molécules antibactériennes et

antifongiques.(Kumar et al., 2021)
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Notre travail avait pour but de nous initier aux outils de la simulation informatique et de
développer nos compétences en particulier en docking moléculaire par GOLD afin de
contribuer au développement in silico de nouveaux inhibiteurs plus puissants de la
shikimate kinase et traiter de maniére plus efficace la tuberculose.

Pour atteindre cet objectif nous avons réalisé deux étapes :

> Ktape 1: La fiabilité du programme GOLD peut étre testée en appliquant le test
pour calculer la valeur RMSD de complexe enzyme-ligand téléchargé a partir de la
PDB le résultat était satisfaisante. Ce test nous a fourni des preuves de la grande
efficacité¢ de la procédure GOLD et a conclu qu'elle peut étre utilisée de maniére

fiable pour modéliser les interactions des inhibiteurs de la shikimate kinase.

> Ktape 2: consiste & comprendre le mécanisme de l'interaction entre le ligand et son
récepteur, en l'occurrence la shikimate kinase et son substrat (ADP). L'amarrage
moléculaire 8 GOLD nous a permis d'observer que, parmi les 42 flavonoides les
plus abondants dans l'alimentation étudiée, I’ Axillarin 7-sulfate et la Quercetin 3-
sulfate ¢étaient les meilleurs inhibiteurs de la shikimate kinase avec des scores de

87,27 Kcal/mol et 84,75 Kcal/mol respectivement.

Nous avons complété notre travail par I’étude des interactions des molécules retenues
(PAxillarin 7-sulfate et la Quercetin 3-sulfate) avec le site actif de shikimate kinase
en visualisant les différents types de liaisons faibles mis en jeu, notamment les liaisons

hydrogenes.

A travers I’ensemble de ces résultats, nous pouvons conclure que ces composés
(PAxillarin 7-sulfate et la Quercetin 3-sulfate) peuvent étre proposés comme de
nouveaux  inhibiteurs  potentiels de 1’enzyme la  shikimate  kinase.
Par ailleurs, nous envisageons de poursuivre ce travail par une étude approfondie de
I’effet de ces composés sur l'inhibition de la shikimate kinase, en faisant appel a d'autres

programmes de docking et de simulation in silico.

Notre étude n’étant que préliminaire, des tests complémentaires in vitro s’imposent

pour valider ces résultats théoriques.
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De tous ces résultats, nous pouvons conclure que ces (I’Axillarin 7-sulfate et la
Quercetin 3-sulfate) peuvent agir comme de nouveaux inhibiteurs potentiels de la

shikimate kinase.

De plus, nous prévoyons de poursuivre ce travail en utilisant d'autres programmes de
docking (amarrage) et de simulation informatique pour approfondir les effets de ces
composés sur l'inhibition de la shikimate kinase. Comme notre étude est préliminaire,
des expériences in vitro supplémentaires sont nécessaires pour vérifier ces résultats

théoriques.
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