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Introduction générale

Introduction générale :

L’usage excessif et non réglementé des antibiotiques a entrainé une propagation étendue
de la résistance a ces molécules et une apparition de souches microbiennes résistantes [1]
notamment dans les pays ou les antibiotiques sont délivrés sans ordonnance et dépourvus de
guides thérapeutiques standardisés ou ils sont prescrits excessivement. Dans ces conditions, les
bactéries ont pu développer des mécanismes pour échapper a 1’action fatale des antibiotiques : on
parle alors de la résistance [2] qui date depuis bien longtemps au début des années 1940 apreés

commercialisation des Pénicillines [1].

Durant les dix derniéres années, la résistance aux antibiotiques est déclarée comme un
probleme majeur de la santé publique en Algérie en particulier chez les bactéries a Gram négatif.
Elle est dominée par la production de Béta-Lactamases a spectre étendu (BLSE) notamment a
Constantine et a Alger [3]. Ce probléme n’est pas réglé méme par la découverte de nouveaux
antibiotiques plus efficaces et la multi-résistance s’accroit alors de plus en plus [4] vue la
plasticité du génome bactérien et les transferts horizontaux de matériel génétique entre les

différentes especes bactériennes [5].

La production de Béta-lactamases est le mécanisme de résistance le plus fréquent et
actuellement plus de 850 Béta-Lactamases sont identifiées. Ces enzymes catalysent le clivage de
la liaison amide du cycle Béta-lactame par 1’intermédiaire d’un résidu Sérine de leur site actif
entrainant I’ouverture irréversible de son noyau. [6].

Pour s’opposer a ce processus enzymatique altérant, il est quasiment impératif d’associer
a D’agent antibactérien un composé susceptible d’inhiber I’enzyme considérée [7]. La
combinaison Béta-Lactame-Inhibiteur de Béta-Lactamase a permis 1’évolution de 1’aptitude a
traiter plusieurs types d’infections communes et nosocomiales ainsi que des infections
polymicrobiennes [8]. Cependant, les inhibiteurs Béta-Lactamases développés reconnaissent, a
I’heure actuelle, des cas de résistance [8] et le nombre de ces derniers est en augmentation

continue [9].

Le présent travail vise a proposer de nouveaux inhibiteurs de la Béta-Lactamase et ce en
faisant appel aux approches de modélisation par docking moléculaire. Ces méthodes permettent
de rechercher in silico le mode d’interaction le plus favorable d’un ligand au sein de son
récepteur (cible thérapeutique) ce qui aide a la prédiction de molécules en un temps limité et
surtout parfois sans avoir a synthétiser les composés.



Introduction générale

L’objectif essentiel de notre travail est, dans un premier temps, d’évaluer la performance
du programme de docking « Surflex » en calculant le coefficient de corrélation linéaire entre les
scores de docking des inhibiteurs de la Béta-Lactamase et les valeurs expérimentales de leur
1Cso.

Dans un second temps, nous avons apporté des substitutions structurales sur un inhibiteur
approuvé choisi selon des criteres particuliers dont son score élevé et sa faible 1Cso. Ces
substitutions consistent a introduire sur la structure de départ, de nouveaux groupements
chimiques fonctionnels ayant la capacité d’établir des liaisons hydrogéne avec le site actif de
I’enzyme considérée. Le docking moléculaire des structures substituées envers le site actif de la
Béta-Lactamase nous permettra de faire ressortir les inhibiteurs les plus puissants et sélectifs vis-
a-vis de I’enzyme étudiée.

Enfin, I’application de la régle de Lipinski dite « la régle des 5» nous permettra de

vérifier la biodisponibilité des inhibiteurs proposé
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1. Béta-Lactamines :

Les antibiotiques utilisés en thérapie sont pour une part d’origine naturelle et sont produits
par des microorganismes (bactéries, champignons dont: Penicillium chrysogenum,
Cephalosporium acremonium, souches de Streptomyces...). Cependant, la plupart d’entre eux
peuvent subir des modifications chimiques pour donner des composés semi-synthétiques ou sont
synthétisés par voie chimique. La famille la plus répandue est celle des Béta-Lactamines. Il
s’agit d’antibiotiques a effet antibactérien ayant une structure de base contenant un noyau Béta-
lactame constituant ainsi la partie active de la molécule. Le cycle Béta-Lactame comprend trois
(03) atomes de carbone, un atome d’oxygéne et un azote et qui se ferme par une liaison entre la

fonction carbonyle et 1’azote [10] (voir figure N°1).

Ainsi, les modifications apportées a la chaine latérale greffée au cycle Béta-Lactame vont

changer les propriétés de I’antibiotique [11].

MH:
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Site d'acylation CH _ CH
COOH
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thiazolidine D
(@) (b)

Figure N°1 : (a) : structure d’un Béta-Lactamine, I’acide 6-aminopénicillanique. (b) : structure

du noyau Béta-Lactame [12].
Selon leur structure, on distingue différentes classes de Béta-Lactamines : [11]

Pénams = Pénicillines ;
Céphalosporines ;
Monobactames ;

Carbapénemes.
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Figure N°2 : Structure générales des différentes classes de Béta-Lactamines [12].

2. Mécanisme d’action et spectre d’activité des Béta-Lactamines :

Cette classe d’antibiotique possede une activité bactéricide en inhibant la synthése de la

paroi bactérienne en phase de croissance (au début de la syntheése de la paroi). En effet, les Béta-

Lactamines agissent en bloguant la synthése du peptidoglycane de la paroi par inhibition d’une

protéine appelée « Penicillin Binding Proteins PBP » appartenant aux transpeptidases [11].

En vue d’une meilleure couverture contre les bactéries, différentes classes de Béta-

Lactamines sont développées avec un spectre d’activité variable tel que le démontre le tableau

N°1. Le spectre d’activité, pour un antibiotique donné, regroupe 1’ensemble des bactéries qui y

sont sensibles.



Chapitre 1 Résistance aux antibiotiques et Béta-Lactamases

Tableau N°1 : Spectre d’activite des différentes classes de Béta-Lactamines [10].

B-Lactamines Spectre d’activité
Pénicillines Cocci et Bacilles Gram positif + Cocci Gram négatif
Monobactames Bacilles Gram négatif uniquement dont Pseudomonas aeruginosa

Inhibiteurs de B-Lactamases  La plupart des B-Lactamases sauf : Céphalosporinases, MBL

Céphalosporinases 1 G Cocci Gram positif, quelques bactéries Gram négatif
Céphalosporinases 2 G Cocci Gram positif, action accentuée sur les Gram négatif
Céphalosporinases 3 G Bactéries Gram négatif dont P.aeruginosa avec diminution

De la couverture pour les Gram positif
Céphalosporinases 4 G Bactéries Gram négatif dont P.aeruginosa, stables a ’action
des céphalosporinases
Carbapénemes Bactéries Gram négatif dont P.aeruginosa, stables a I’action
de la plupart des Béta-Lactamases BLSE

3. Résistance aux antibiotigues :

L’usage excessif et non réglementé des antibiotiques a entrainé une propagation étendue
de la résistance a ces molécules et une apparition de souches microbiennes résistantes [1] surtout
dans les pays ou les antibiotiques sont délivrés sans ordonnance, de méme dans les pays
dépourvus de guides thérapeutiques standardisés ou ils sont prescrits excessivement. Dans ces
conditions, les bactéries ont pu développer des mécanismes pour échapper a I’action fatale des
antibiotiques : on parle alors de la résistance [2]. Outre leur utilisation en santé humaine,
I’emploi des anti-infectieux a usage vétérinaire comme traitement curatif ou préventif a été
accentué pour intensifier la production animale. Ces médicaments donnent lieu, aprés leur
administration, a des résidus dans les tissus ou les aliments produits par ces animaux [13]. La
résistance aux antibiotiques se manifeste alors aprés consommation de volailles et autres produits
de la viande pour lesquels les antibiotiques sont utilisés a 1’¢levage animalier comme

accélérateurs de croissance (engraissage) [14].

La présence de résidus de medicaments vétérinaires, notamment les antibiotiques, dans
les denrées d’origine animale et I’absence de 1égislation qui organise le marché des médicaments
véterinaires ont contribué au développement de 1’antibiorésistance vue que certains sont utilisés

comme facteurs de croissance administrés a faibles doses dans 1’alimentation animale [13].
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Cette résistance date depuis bien longtemps, au début des années 1940, aprés
commercialisation des Pénicillines et qui s’est traduit par 1’isolement de souches de
Staphylococcus aureus pénicillino-résistantes exprimant et sécrétant des Béta-Lactamases [1].
Une bactérie qui continue a se développer en présence d’un antibiotique donné (ou de plusieurs)
est résistante a ce dernier [4] et I’effet antibactérien de I’antibiotique ne se manifeste pas en cas
d’infection [14].

Plusieurs définitions : bactériologique, clinique et génétique ont été proposé par un

comité d’expert de I’OMS pour définir la résistance aux antibiotiques [15] :

a- Un germe est dit résistant quand la concentration d’antibiotique qu’il est capable de
supporter est notablement plus élevée que celle qu’il est possible d’atteindre in vivo ;

b- Une souche microbienne ou une bactérie sont aussi dites résistantes quand elles supportent
une concentration d’antibiotique notablement plus élevée que celle qui inhibe le développement
de la majorité des autres souches de la méme espece ou de la méme culture ;

c- Une bactérie résistante est une bactérie qui échappe au traitement ce qui conduit a un échec
clinique ;

d- La présence de geénes de résistance au sein d’une bactérie définit la résistance de cette

derniére.
3.1. Types de résistance aux antibiotiques :

La résistance des bactéries aux antibiotiques peut étre de deux (02) types : naturelle ou

acquise.
3.1.1. Résistance Naturelle = Innée :

Dans ce type de résistance, le patrimoine génétique joue le grand rdle et rend toutes les
souches d’une méme espece bactérienne insensibles a 1’action d’un antibiotique donné. Donc, le
support génétique de cette résistance est le chromosome bactérien (concerne la résistance envers
un seul antibiotique). Dans ce type de résistance nous citons a titre d’exemples : Escherichia coli
vis-a-vis de la Vancomycine, Pseudomonas aeruginosa Vvis-a-vis de 1’Ampicilline et

Mycobacterium tuberculosis face a plusieurs antibiotiques [2, 4].
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3.1.1.1. Résistance enzymatique innée :

Ce type de résistance s’installe suite a la Synthése d’une enzyme appelée : Béta-
Lactamase, inactivant les Béta-Lactamine (Pénicillinase, Céphalosporinase, Imipénémase...)

[16] comme le montre la figure N°3.
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Figure N°3 : Inactivation enzymatique des Béta-Lactamines par les Béta-Lactamases [11].

3.1.1.2. Résistance non enzymatique innée :

Elle s’observe chez les bactéries possédant des protéines liant la Pénicilline « PBP » et
ayant naturellement une faible affinité pour les molécules Béta-Lactamines. Exemple : les

Streptocoques D « Enterococcus », Staphylococcus aureus [16].

3.1.2. Résistance acquise :

Se traduit par I’apparition soudaine d’une résistance a un ou plusieurs antibiotiques dont
la souche bactérienne est naturellement sensible. Elle représente le type le plus répandu (80 %),
soit via une mutation chromosomique, soit par acquisition de matériel génétique, le plus souvent
un plasmide porteur d’un ou de plusieurs genes de résistance lors des phénomeénes de transfert
horizontal de matériel génétique entre les souches bactériennes. La résistance dans ce cas

concerne plusieurs antibiotiques a la fois [2].

3.1.2.1. Résistance enzymatique acquise :

Se traduit par 1’acquisition d’un geéne codant pour des enzymes inactivant des
antibiotiques appelées : Béta-Lactamase (Pénicillinase, Céphalosporinase, BLSE...) au moyen

d’un support génétique mobile dont les plasmides [16].
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3.1.2.2. Résistance non enzymatique acquise :

Ce type de résistance s’installe soit par modification de la cible de I’antibiotique
(récepteur) chez les Gram Positif (Streptocoques alpha-hémolytiques, Pneumocoques,
Entérocoques, Haemophilus...) soit par réduction de I’affinité pour les Béta-Lactamines en
synthétisant de PBP supplémentaires ayant une faible affinité pour toutes les molécules Béta-
Lactamases : Staphylococcus aureus résistant a 1’Oxacilline, soit par modification des

transporteurs membranaires des Béta-Lactamines [16].

3.1.3. Multi-Résistance = Multi-Drug-Resistance « MDR » :

Pour certaines bactéries, la résistance est multiple : on parle de Multi-résistance a
plusieurs antibiotiques a la fois. Cependant, cette résistance peut étre absolue et on parle alors de
Toto-résistance = résistance a tous les antibiotiques existants [2]. Elle concerne au moins trois

(03) antibiotiques de différentes classes [5].

Ce probleme n’est pas réglé méme par la découverte de nouveaux antibiotiques plus
efficaces et la multi-résistance s’accroit de plus en plus [4] vue la plasticité du génome bactérien
et les transferts horizontaux de matériel génétique entre les différentes especes bactériennes [5].
La multi-résistance peut étre alors acquise et naturelle. Parmi les bactéries pathogenes multi-
résistantes, il y a: Staphylococcus aureus, Pneumocoques, Acinetobacter, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa_et bien d’autres Entérobactéries [1].

3.2. Les mécanismes de résistance aux antibiotiques :

Il existe quatre mécanismes primaires permettant aux bactéries de surmonter les antibiotiques

Béta-Lactamines :

3.2.1. Inactivation enzymatique de I’antibiotique Béta-lactame :
La production d'enzymes dont les Béta-lactamases est le mécanisme de résistance le plus
fréquent. Ces enzymes sécrétées dans le périplasme désactivent les antibiotiques Béta-lactames
[17] (voir figure N°4).
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Figure N°4 : Inactivation enzymatique par les Béta-Lactamases de I’antibiotique Béta-Lactame
[18].

3.2.2. Modification de la cible :
La modification du site actif des PBP pouvant diminuer I'affinité pour les antibiotiques

Béta-Lactames et augmenter ainsi la résistance a ces agents [17].

Figure N°5 : Modification du site des PBP liant les antibiotiques Béta —Lactame [18].
3.2.3. Altération de la production des porines :

Empéchement de I’entré des Béta-lactames a I’intérieur des bactéries par diminution de la

production de protéines membranaires externes ou par production de protéines anormales [19].
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Figure N°6 : Altération de la production des porines membranaires [18].
3.2.4. Efflux actif des Béta-Lactames :

Dans les pompes d'efflux de bactéries Gram-négatives, les Béta-Lactames sont exportées a
I'extérieur des cellules & travers la membrane externe dans le périplasme. L’antibiotique ainsi

rejeté n’atteint jamais sa cible [19].
Antibiotique Antibiotique
rejeté

Extérieur

Intérieur

|
Pompe a efflux

Figure N°7 : Efflux actifs a travers les pompes des antibiotiques Béta-Lactamines [18].
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4, Les Béta-Lactamases :

Les Béta-Lactamases sont des enzymes bactériennes qui catalysent 1’hydrolyse de la
liaison amide du cycle Béta-Lactame des antibiotiques de la famille des Béta-Lactamines. Les
génes qui codent pour ces enzymes sont d’origine chromosomique ou plasmidique. Ces dernieres
sont exportées dans le milieu extracellulaire (bactéries a Gram positif) ou périplasmique
(bactéries a Gram négatif) [20]. Actuellement, plus de 850 Béta-Lactamases sont identifiées et la
forte fréquence de mutation permet probablement aux bactéries de s'adapter aux nouvelles Béta-

lactames par I'évolution de ces Béta-lactamases [17].

Il est & noter que ces enzymes se caractérisent par une plasticité extraordinaire, de telle
sorte gu'elles finissent toujours par réussir a hydrolyser les nouveaux antibiotiques. Une autre
stratégie consiste des lors a mettre au point des inhibiteurs de Béta-Lactamases (Sulbactam,
Tazobactam, acide Clavulanique). Ces molécules, de structures voisines aux Béta-Lactames,
lient de facon irréversible la Béta-Lactamases, empéchant leur action ultérieure sur l'antibiotique

co-administré [11].

4.1. Classification :

Les Béta-Lactamases peuvent étre regroupées en fonction de la nature des acides aminés
constituant leur site actif. Dans ce type de classification (appelée classification d’Ambler), on
distingue quatre classes de Béta-Lactamases a savoir : A, B, C et D. Celles appartenant aux
classes A, C et D, également appelées Sérine-Béta-Lactamases, comme leur nom indique, se
servent d’un residu Sérine pour la désactivation des Pénicillines, des Céphalosporine et des
Oxacillines respectivement [21]. Les Béta-Lactamases de classe B, aussi appelées Métallo-Béta-
Lactamases « MBL », possedent un ion métallique de Zinc dans leur site catalytique [17].

11
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Tableau N°2 : Classification des Béta-Lactamases selon Ambler [22].

C Souvent des enzymes chromosomiques en gram-negatifs, mais certaines
sont codées par un plasmide. Non inhibé par I'acide clavulanique
A Pénicillinases staphylococciques et entérocoques
Les Béta-Lactamases a large spectre incluant TEM 1 et SHV1,
principalement en gram-négatifs
Les Béta-Lactamases a large spectre (ESBL)
TEM-Béta-Lactamases résistant aux inhibiteurs (IRT)
Enzymes hydrolysant la carbénicilline
Enzymes hydrolysant la Cloxacilline (oxacilline)
Céphalosporines inhibé par I’acide clavulanique
Enzymes d'hydrolyse de carbapéneéme inhibées par 1’acide clavulanique
B Métallo-enzymes qui hydrolysent les carbapénémes et autres Béta-
lactames a I'exception des monobactames. Non inhibé par l'acide
clavulanique

D Des enzymes diverses qui ne correspondent pas a d'autres groupes

4.2. Microorganismes producteurs de Béta-Lactamases :

Les Béta-Lactamases sont produites aussi bien par les bactéries Gram négatif que positif.

Le tableau N°3 regroupe quelques microorganismes producteurs de ces enzymes.

12
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Tableau N°3 : Les microorganismes producteurs de Béta-Lactamases [6].

Classe Exemple Type de bactéries Localisation
A TEM Gram - Plasmide
Gram - Plasmide
CARB Gram - Plasmide
Bacillus licheniformis Gram + Chromosome
Bacillus cereus | Gram + Chromosome
Staphylococcus aureus Gram + Chromosome / plasmide
Streptomyces albus G Gram + Chromosome
Streptomyces cacaoi ULG Gram + Chromosome
Actinomadura R39 Gram + Chromosome
B Bacillus cereus Il Gram + Chromosome
Aeromonas hydrophilia Gram - Chromosome
Xanthomonas maltrophilia Gram - Chromosome
Bacteroides fragilis Gram - Chromosome
Serratia marcescens
Enterobacter cloacae Gram - Chromosome / plasmide
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa Gram - Plasmide
C Escherichia coli K 12 Gram - Chromosome
Citrobacter freundii Gram - Chromosome
Serratia marcescens Gram - Chromosome
Enterobacter cloacae Gram - Chromosome
Pseudomonas aeruginosa Gram - Chromosome
D OXA Gram - Plasmide
PSE-1 Gram - Plasmide

4.3. Mécanisme de résistance induit par les Béta-Lactamases :

La plupart des bactéries peuvent produire des enzymes modifiant chimiquement
I’antibiotique Béta-Lactame : seules les Béta-Lactamases sont impliquées dans le phénomene de
résistance. Les Sérine Béta-lactamases catalysent le clivage de la liaison amide du cycle Béta-
lactame par I’intermédiaire d’un résidu Sérine de leur site actif. Les produits obtenus apres
I’ouverture irréversible du noyau Béta-lactame sont complétement dépourvus d’activité
antibactérienne. De ce fait, les Béta-Lactamases actuelles représentent une véritable menace pour
I’efficacité des antibiotiques Béta-lactames [6]. La figure N°8 (a) et (b) ci-dessous représente les

mécanismes de désactivation des Béta-Lactamines par les Béta-Lactamases.
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Figure N°8 :(a) : Mécanismes de la désactivation enzymatique des Béta-Lactamines par les
Béta-Lactamases [22]. (b) : Désactivation des Pénicillines et des Céphalosporines par les Béta-

Lactamases [23].

Les Béta-Lactamases interagissent avec I’antibiotique Béta-Lactame pour former un
complexe non covalent au départ. Le carbonyle du cycle Béta-Lactame est attaqué dans une

étape d’acylation par le groupement hydroxyle du résidu Sérine du site actif enzymatique,
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I’ensemble est lié par covalence. Enfin, une molécule d’eau préalablement activée ou
déprotonnée par un acide aminé (Lys, Glu ou Tyr) entraine la dissociation du complexe formé et

libére des composés acides inactifs (voir figure N°8b).

5. Structure des Béta-Lactamases :

Les Béta-Lactamases représentant un type d’enzymes bactériennes capables d’hydrolyser
le noyau Béta-lactame sont identifiées chez la plupart des bactéries Gram négatif [10]. Cette
action lytique se caractérise par 1’hydrolyse de la liaison amide du cycle B-lactame des Béta-
Lactamines formant ainsi un acyl-enzyme, qui sera dégradé en acide inactif comme le montre la
Figure N° 8 (b) [10]. Ces enzymes présentent un grand degré de diversité avec un profil
catalytique semblable. Les Béta-Lactamases appartenant aux classes A, C et D présentent un
grand degré d’homologie structurale et descendent de ce fait d’un ancétre commun et sont
regroupées dans les Béta-Lactamases a Sérine active alors que celles appartenant a la classe B
sont regroupées a part dans la classe des MBL car elles ont un ion métallique de Zinc dans leur
site actif qui participe dans la lyse du cycle Béta-lactame [10]. Pour une classe donnée, le site
actif contient quelques chaines peptidiques qui different d’un type a un autre au sein de cette

classe [6].

5.1. Données structurales et moléculaires :

Les Sérine Béta-Lactamases sont des protéines globulaires monomériques possédant 11
hélices alpha et 5 feuillets béta [8] ayant un poids moléculaire moyen de 34 a 40 KDa avec un

point isoélectrique entre 7 et 9 [24].

Les Sérine Béta-Lactamases AmpC appartiennent a la classe C et sont appelées
« Céphalosporinases » car elles sont résistantes au Céfazoline, Céfoxitine et a bien d’autres
Céphalosproines et Pénicillines. Elles sont codées par le géne AmpC-BL (blaampc) porté par le
chromosome bactérien ou plasmidique de Pseudomonas aeruginosa et de plusieurs
Entérobactéries. Le gene chromosomique blaampc produit un taux faible de ces enzymes (géne
réprimé). Cependant, son taux de production d’enzyme AmpC est augmenté suite a la présence

d’inducteurs dont Céfotaxime de la famille des Céphalosporines [25, 26].

L’¢tude de la structure tertiaire de ces enzymes montre 1’existence de deux (02)
domaines : un ne contient que des hélices alpha et 1’autre est formé d’un mélange alterné

d’hélice alpha et de feuillet béta [24, 26].
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Figure N°9 : Structure cristallographique de la Béta-Lactamase AmpC en combinaison
avec son ligand pdb [27].

La banque de données PDB nous a fourni des détails supplémentaires sur cette protéine
notamment sa structure secondaire (hélice o + feuillet B) ainsi que sa séquence protéique qui

indique qu’elle est constituée d’une séquence de 371 résidus d’acides aminés (voir figures N°9 et
10) [27].
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Figure N°10 : Structure secondaire (a) et Sequence protéique (b) de la Béta-Lactamase AmpC

[27].
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5.2. Site Actif :

La structure tertiaire en sandwich des Sérine Béta-Lactamases dont les Céphalosporinases
AmpC montre que le site actif se trouve dans I’espace existant entre les deux (02) domaines
décrits de cette structure au centre de I'enzyme au bord gauche du feuillet B a cinq fragments
avec le résidu Sérine réactif a l'extrémité amino de 1'hélice o centrale [24, 26]. Le site
d’interaction est plus ouvert que celui de la classe A reflétant sa plus grande capacité a accueillir
les chaines latérales plus volumineuses de Céphalosporines [26]. Le site actif contient quatre
(04) éléments contenant des séquences d’acides aminés fonctionnels ou conservés. Dans
I’¢lément 1, il y a la tétrade Lys-X-X-Ser (X = acide aminé variable). L’¢élément 2 est une triade
d’acides aminés Asp-X-Tyr. L’élément 3, est une triade également formée de : Gly-Thr-Lys

alors que I’élément 4 est formé d’un seul acide aminé Glu.

L’ensemble de ces ¢léments constituant les Sérine Béta-Lactamases participe

directement ou indirectement dans I’inactivation des Béta-Lactamines [24].

Tableau N°4 : Les résidus d’acides aminés constituant les éléments conservés du site actif des

Serine-Béta-Lactamases [24].

1 2 3 4
A KXXS NDS / SDS KTG /KRS E
C KXXS Y XN KTG nd
D KFTS YAN KTG nd

Avec :

Nd : non déterminé, K: Lysine, S: Serine, F: Phenyl-alanine, T: Threonine, N: Asparagine, D:
acide aspartique, Y: tyrosine, A: Alanine, G: Glycine, R: Arginine, E: acide glutamique, X:

acide aminé variable.
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Chapitre 1 Résistance aux antibiotiques et Béta-Lactamases

Figure N°11 : Structure 3Ddela Béta-Lactamase AmpC isolée d’Escherichia coli et liant
Ceftazidime [26].

Les résidus clés du site actif dans la protéine pliée en plus du résidu Ser64 pour la classe
C de ces enzymes comprennent Lys67, Tyrl50, Asn152, Lys315 et Ala318 [26].
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Figure N° 12 : Site actif d’un type de la Béta-Lactamase P99 de classe C d’Enterococcus

cloacae [28].

Il ressort que les Béta-Lactamases AmpC sont des Céphalosporinases cliniqguement
importantes codées par le chromosome de nombreuses Entérobactéries. Elles conferent une
résistance aux Céphalosporines, aux Pénicillines et a de nombreux inhibiteurs de Béta-
Lactamases d’ou nécessité de leur étude dans le présent travail en faisant appel au Docking
moléculaire et ce pour mieux comprendre les mécanismes mis en jeu dans 1’inhibition de

I’enzyme en question.

6. Epidémiologie :

Durant les dix derniéres années, la reésistance aux antibiotiques est déclarée comme un
probleme majeur de la santé publique en Algérie en particulier chez les bactéries a Gram négatif.

Elle est dominée par la production de Béta-Lactamases a spectre étendu (BLSE) [3].

Le tableau N°5 résume les différentes souches bactériennes productrices de Béta-Lactamase au

nord de I’ Algérie.
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Tableau N°5 : Souches bactériennes productrices de différents types de Béta-Lactamases au
nord de I’ Algérie. [3].

Espéces concernées Enzymes décrites Lieu
Salmonella senftenberg CMY-2 MNP

Proteus mirabilis CMY-12 Constantine
Providencia stuartii VEB-1 Alger
Salmeonella enterica CTX-M-3 Constantine
Enterobacteriaceae CTX-M-3 ; CTX-M-15 Bé&jaia
Escherichia coli CTX-M-3 ; CTX-M-15 Alger
Klebsiella pneumoniae ; CTX-M-15 NP

E. coli

S. enterica CTX-M-15 MNP
Enterobacter cloacae ; CTX-M-15 NP

K. pneumoniae

E. cloacae CTX-M-15 Bé&jaia
Pseudomonas aeruginosa TEM-110 Tlemcen

E. cloacae

CTX-M-3 ; CTX-M-15;

SHV-12 ; VEB-1

Alger ; Tizi-Ouzou ;
Tlemcen

K. pneumoniae CTX-M-3 ; CTX-M-15 Alger

S. enterica CTX-M-14 Tizi-Ouzou

Enterobacteriaceae CTX-M-15 ; SHV-12 ; Alger
CMY-2 ; DHA-1

S. enterica CTX-M-3 Constantine

Enterobacteriaceae CTX-M-28 Annaba

Proteus vulgaris ; PER-1 Alger

P. stuartii

Acdnetobacter OXA-23 NP

baumannii

Enterobacteriaceae VIM-19 Alger

E. cloacae ; CTX-M-15 NP

K. pneumoniae

A. baumannii OXA-58 Tlemcen

K. pneumoniae CTX-M-3 ; CTX-M-15 ; Alger

SHV-98 ; SHV-99 ; SHV-100

5. enterica CTX-M-15 Constantine

Salmonella CTX-M-15 Annaba

non-Typhi

A. baumannii NDM-1 NP

E. coli ; K pneumoniae ; CTX-M-15 Tlemcen

E. cloacae

Klebsiella sp. ; CTX-M-3 ; CTX-M-15 ; Annaba

Enterobacter sp. ; Serratia sp. SHV-12 ; DHA-1

A. baumannii OXA-23 ; OXA-24 NP

A. baumannii OXA-23 ; OXA-58 Annaba

A. baumannii NDM-1 Oran

Enterobacteriaceae CTX-M-15 Alger

E. coli ; K. pneumoniae ; CTX-M-3 ; CTX-M-15 Bé&jaia

E. cloacae

5. enterica CTX-M-15 ; TEM-4 ; Alger

A. baumannii

TEM-48 ; TEM-188
0XA-23 ; OXA-72

Sétif ;Tizi-Ouzou

E. coli ; K. pneumoniae ; CTX-M-3 ; CTX-M-15 Tlemcen

E. cloacae

P. aeruginosa VIM-2 Annaba

K. pneumoniae CTX¥-M-155HV-11, NP
SHV-12,5SHV-28,5SHV-110

A. baumannii 0OXA-23 ; 0XA-24 ; NDM-1 NP
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La figure N°13 démontre la répartition géographique des Béta-Lactamases au nord de 1’ Algérie
[3].

CTXM-3, CTXM-14, CTX: CTXM-3, CTXM-15.
M-15, OXA-23,

CTXM3, CTX M 15, s
TEM-4, TEM-48, TEM-188, (A .

SHV:12, SHV.98, SHV.99,
SHV-100, VEB-1, PER-1,
CMY-2, DHA-1, VIM-19,

CTXM-3, CTXM-15, CTXM 28,
SHV-12, DHA-1, OXA-23,
OXA-58, VIM-2,

CTXM-3, CTX-M-15, CMY-12,

CICM-3, CTX-M-15,
TEM-110, OXA.58,

CTX-M-15, SHV-11, SHV-12,
SHV-28, SHV-110,(MY-2,
NOM:1, OXA-23, OXA-24,

1: Tlemcen

2: Oran

3: Alger

4: Tizh-Ourou

5: Béjaia

6: Sénif

7: Constantine
8: Annaba

9: Non précisées

Figure N°13: Répartition des différentes Béta-Lactamases dans le territoire algérien et plus

particulierement en Algérie septentrionale [3].

Aprées réalisation d’une étude sur 140 souches d’Entérobactéries isolées de différents
services de centre hospitalo-universitaire de Sidi Bel Abbes entre octobre 2009 et mai 2010, il a
été démontré qu’Escherichia coli est au sommet des bactéries résistantes (37.1%) suivie de
Klebsiella pneumoniae (21.4%) puis Proteus sp. (19.3%) et enfin Enterobacter cloacae (18.6%)
[29].

Il en découle que I’analyse des phénotypes de résistance aux Béta-Lactamines est en
faveur d’une dominance des souches productrices de Béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) :
37.1%, pour lesquelles I’origine plasmidique est une source principale dont un plasmide

commun de poids moléculaire supérieur a 55 kb [29].
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A Constantine, les premiers pneumocoques de sensibilité diminuée ont été décrits et
isolés d’infections invasives, chez 1’enfant et 1’adulte avec un taux de 12%. L’étude a décrit une

résistance intermédiaire a la Pénicilline pour la majorité des infections [30].

A Alger, la résistance de 240 souches bactériennes rencontrées en pédiatrie représentait
17% pour la Pénicilline dans les infections invasives et cela dans la période entre 1996 et 2001
contre 49% dans la période allant de 2005 a 2012, ce qui confirme la nette augmentation de la

résistance aux antibiotiques notamment les Béta-Lactamines [30].

Ces chiffres alarmants expliquent les raisons ayant motivé notre choix pour étudier les
différents mécanismes d’inhibition des Béta-Lactamases afin de développer in silico de

nouveaux inhibiteurs par Docking moléculaire.
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Chapitre 2 Inhibiteurs de Béta-Lactamases

1. Développement d’inhibiteurs de Béta-Lactamases et leur

combinaison aux antibiotiques Béta-L actamines :

La synthése et la conception de puissants médicaments Béta-lactames ont été contestees
par I’isolement de bactéries synthétisant de nouvelles Béta-Lactamases avec des capacités
d’hydrolyse trés élevées confirmant ainsi la plasticité du génome bactérien et le développement
continu de résistance vis-a-vis de la plupart des nouvelles molécules de Béta-Lactamines. Pour
lutter contre la résistance aux antibiotiques dont les Béta-Lactamines, deux stratégies ont évolué.
La premicre approche consiste en la synthése d’antibiotiques Béta-Lactames résistants a
I’hydrolyse, citons a titre d’exemple: les Céphalosporines de différentes générations,
Monobactames et Carbapenemes [8]. La deuxiéme approche consiste en la mise au point
d’inhibiteurs de Béta-Lactamases couplés aux Béta-lactames et qui sont capables de se lier au

site actif en bloquant la désactivation des Béta-Lactames [8, 17].

Ces molécules, co-administrées a I’antibiotique Béta-Lactamine, ont pour la plupart une
structure homologue au noyau Béta-Lactame [16] et vont préserver D’activité des Béta-
Lactamines auxquels ils sont associés [11]. Elles sont d’origine naturelle, semi-synthétique ou
sont issues par synthese chimique. De ce fait, la combinaison antibiotique Béta-Lactame /
inhibiteur Béta-Lactamase a connu un grand essor et une large utilisation vis-a-vis des cibles

thérapeutiques appartenant a différentes classes de Béta-Lactamases (A, B, C et D) [31, 32].

La figure N°14 illustre le mode d’action des inhibiteurs de Béta-Lactamase.

- Lbshoiea

~. “Ihibiteur =
des béta-lactamases

\AAAAAARRAAANAN
VVVVVVVVVVY

xxxxxx

Figure N°14: Mode d’action des inhibiteurs de Béta-Lactamases [18].
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2. Tvypes d’inhibiteurs de Béta-L actamases :

Les inhibiteurs des Béta-Lactamases peuvent étre classés soit en fonction de leur
structure chimique (contenant ou pas un noyau Béta-lactame) soit en fonction de leur mode

d’action.

2.1. Selon la structure de I’inhibiteur :

Selon leur structure chimique, on distingue deux classes d’inhibiteurs de Béta-Lactamases :

2.1.1. Inhibiteurs type Béta-Lactames :

Ces composés approuvés en clinique des les années 1970 [22] possédent dans leur
structure un noyau Béta-Lactame mais sont dépourvus de toute activité antibactérienne [16]. Ce
type de molécules, également appelées « inhibiteurs suicides », inhibe 1’enzyme Béta-Lactamase
en faisant intervenir une liaison covalente (inhibition irréversible) entre I’inhibiteur et le site actif
enzymatique. Ainsi, la molécule Béta-Lactame préserve son réle antibactérien [31, 32]. Dans
cette famille d’inhibiteurs, nous citons I’acide clavulanique (naturellement produit par
Streptomyces clavuligerus), Sulbactam et Tazobactam [22] agissant principalement sur les Béta-

Lactamases appartenant a la classe A [32].

2.1.2. Inhibiteurs non Béta-Lactames :

Le développement de ces inhibiteurs a permis d’éviter 1’évolution de tout mécanisme de
résistance car ces derniers ne contiennent pas dans leur structure de noyau Béta-lactame et par
conséquent ne sont pas hydrolysés par les Béta-Lactamases [31].

Exemple : Avibactam, les acides boroniques et leurs dérivés, les inhibiteurs protéiques ...etc.

2.2. Selon le mode d’action de I’inhibiteur :
On peut classer les inhibiteurs de Béta-lactamases en fonction de leur mode

d’interaction aux Béta-Lactamases :

2.2.1. Inhibiteurs Irréversibles :

Les inhibiteurs de cette classe bloquent complétement I’enzyme en faisant intervenir une
liaison covalente lors de leur interaction avec le site actif notamment avec 1’hydroxyle du résidu
Sérine (Enzyme-Ser-OH-Inhibiteur de Béta-Lactamase) pour les classe A, C et D de Béta-
Lactamases, avec ouverture de la structure cyclique de I’inhibiteur ce qui empéche I’enzyme

d’attaquer I’antibiotique Béta-Lactame. Dans cette classe d’inhibiteurs, nous citons :
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a- L’acide clavulanique isolé a partir d’une bactérie tellurique Streptomyces
clavuligerus est le premier inhibiteur utilisé en clinique pratique en association avec
I’ Amoxicilline. Il désactive les Pénicillinases produites par Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Haemophilus influenzae, Klebsiella sp [22].

b- Sulbactam est un inhibiteur synthétique dont I’absorption par voie orale est
faible d’ou la nécessité de son administration par voie parentérale en association avec
I’ Ampicilline [22].

c- Tazobactam est utilisé en association avec Piperacilline [22].

La Figure N° 15 illustre le mécanisme d’inhibition irréversible de 1’acide clavulanique.

B
ul I

Figure N°15 : Mécanisme d’inhibition induit par I’acide clavulanique sur les Sérine Béta-
Lactamases appartenant aux classes A, C et D [33].

2.2.2. Inhibiteurs Réversibles :

Il s’agit d’inhibiteurs compétitifs se liant au site actif de I’enzyme via de faibles
interactions. C’est le cas de 1’ Avibactam utilisé en association avec les céphalosporines [34, 35].
Il contracte de multiples liaisons hydrogenes avec des résidus d’acides aminés conservés du site
actif. Ces liaisons sont dues au groupement sulfate a caractére polaire. L’ Avibactam se lie a
I’enzyme aussi rapidement que possible et le complexe E-I se dissocie plus lentement offrant

ainsi une caractéristique remarquable a cette inhibition [36].

L'anneau de 1’Avibactam ouvert conserve une conformation semblable a celle de sa
forme native permettant ainsi un mécanisme de régénération pour cet inhibiteur et 1’absence
d’hydrolyse est une caractéristique unique de ce nouveau inhibiteur approuvé en clinique parmi
ceux de Béta-Lactamases : I’Avibactam régénéré étant intact et compétent pour initier un autre

cycle d’inhibition [31, 36] (voir figure N°16).
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Figure N°16 : Mécanisme d’inhibition induit par I’ Avibactam sur les Sérine- Béta-Lactamases
appartenant a la classe A [34].

3. Mécanisme d’inhibition :

Les inhibiteurs des Sérine Béta-Lactamases (classe A, C et D) agissent pour désactiver
I’enzyme considérée en deux (02) étapes successives. Dans un premier temps, 1’inhibiteur Béta-
Lactamase est reconnu comme un substrat a 1’enzyme Béta-Lactamase. Cette reconnaissance
conduit a la formation d’un complexe Enzyme-Inhibiteur dans un second temps (voir figure
N°13). Ainsi, en thérapeutique, 1’objectif recherché est la formation permanente du complexe

enzymatique inactif Enzyme-Inhibiteur (E-I) [8].

Pour la classe B des Béta-Lactamases, le mécanisme d’inhibition est différent et les
inhibiteurs des Béta-Lactamases de classe A, C et D sont sans effet sur la classe B. I’inhibition

est assurée par plusieurs mécanismes dont la chélation du Zinc au niveau du site actif [24].

4. Combinaison Béta-Lactame-Inhibiteurs de Béta-L actamase :

Pour les antibiotiques type Béta-Lactames, 1’inactivation enzymatique de ces composés
est un obstacle pour ’efficacité du traitement, mécanisme par lequel les bactéries deviennent
résistantes aux différents antibiotiques. Pour s’opposer a ce processus enzymatique altérant, il est
quasiment impératif d’associer a I’agent antibactérien un composé susceptible d’inhiber
I’enzyme considérée [7]. La combinaison Béta-Lactame-Inhibiteur de Béta-Lactamase a permis
I’évolution de I’aptitude a traiter plusieurs types d’infections communes et nosocomiales ainsi

que des infections polymicrobiennes [8].

Dans cet usage clinique courant, il y a cing (05) combinaisons commerciales disponibles

tres rependues : Amoxicilline-clavulanate, Ticarcilline-clavulanate, Ampicilline-sulbactam,
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Piperacilline-Tazobactam et Cefoperazone-sulbactam [17] auxquelles s’ajoute la combinaison
Ceftazidime-Avibactam [17]. Ces combinaisons sont mises en ceuvre sous forme de
compositions pharmaceutiques couramment utilisées en thérapeutique, en mélange avec des
excipients inertes et sous différentes formes galéniques avec différentes voies d’administration

[7] (Voir Tableau N° 6 ).

TableauN°6 : Quelques combinaisons commerciales disponibles de Béta-Lactame-Inhibiteurs
Béta-Lactamase [37, 38, 14].

Acide clavulanique Amoxicilline Orale, Parentérale GlaxoSmithKline
« AUGMENTIN »
TicarcillineParentérale GlaxoSmithKline

« TIMENTIN »
Sulbactam Ampicilline Orale, Parentérale

«UNASYN » Pfizer

« SULTAMICILLINE » (pro-drogue)
Tazobactam Piperacilline Parentérale

« ZOSYN » Wyeth/Pfizer
Ceftolozane

« ZERBAXA »

Avibactam Ceftazidime, Ceftaroline Parentérale Allergan
«AVYCAZ »

5. Résistance aux inhibiteurs de Béta-L_actamases :

A T’heure actuelle, les inhibiteurs Béta-Lactamases développés reconnaissent des cas de

résistance et le nombre de ces derniers est en augmentation continue [9].

En effet, aprés plusieurs années de I’introduction des combinaisons de clavulanate pour
usage en clinique pratique, des résistances vis-a-vis de 1’Amoxicilline-clavulanate et de
Ticarcilline-clavulanate ont été observé dans des souches d’Escherichia coli et de Klebsiella
pneumoniae produisant des Béta-Lactamases insensibles aux inhibiteurs. Cette résistance peut se
traduire par une hyperproduction de Béta-Lactamases qui est due a une mutation d’une région du
gene codant pour ces enzymes et/ou par I’existence d’un nombre élevé de copies de plasmides

porteurs du géne bla codant pour ce type d’hydrolases [17].

28



Chapitre 2 Inhibiteurs de Béta-Lactamases

Les causes de I’acquisition de résistance a de telles combinaisons par Escherichia

coli sont les suivantes :

v Hyperproduction de Pénicillinases qui est due a la présence de multiples petits

plasmides contenant des copies de gene codant pour ces enzymes ;

v Production excessive de Céphalosporinases AmpC ;
v Présence d’enzyme type OXA (Oxacillinases) ;
v Développement de résistance aux inhibiteurs par évolution des enzymes en mutants

plus complexes [22].

Dans la classe A de Béta-Lactamases, des mutations par substitution au niveau de
positions particuliéres d’acides aminés permettent d’expliquer cette résistance notamment :
Arg244, Met69, Trpl65, Metl82, Val216, Arg275 et Asn276. A titre d’exemple, pour 1’ Arg244
la perte de la charge positive du groupe guanidinium contribue a 1’acquisition de cette résistance
alors que pour d’autres types de mutation, 1’acquisition de charge positive par un autre site

confére une résistance a un inhibiteur particulier [8].

1. Les nouveaux inhibiteurs prometteurs de deuxiéme génération :

Parmi les inhibiteurs naturels produits par Streptomyces clavuligerus, il n’y a pas
seulement 1’acide clavulanique mais également une protéine inhibitrice de Béta-Lactamases a été
mise au point = BLIP= Beta-Lactamase Inhibitor Protein, un puissant inhibiteurs de Béta-
Lactamases de classe A chez les Gram négatifs et positifs et I’étude de 1’ingénierie de cet

inhibiteur va permettre le développement de nouveaux puissants inhibiteurs [39].

Plusieurs caractéristiques sont considérées et doivent étre prises en compte pour
I’optimisation du développement de ces nouveaux inhibiteurs aprés apparition de résistance aux

inhibiteurs classiques [17] :

v Avoir une grande affinité pour le site actif de I’enzyme Béta-Lactamase cible pour
une action efficace qui se traduit par une valeur de Kj et/ou d’ICso trés faible. Les inhibiteurs
prometteurs sont ceux qui maintiennent une grande affinité vis-a-vis de plusieurs groupes de
Béta-Lactamases, ex : LN-1-255, Phosphonates, etc...;

v Imiter le substrat naturel dont les analogues de Béta-Lactames qui sont pour la

plupart actifs sur la classe A de Béta-Lactamases ;
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v Stabiliser ’interaction au site actif : prolonger 1’étape intermédiaire de la liaison
Enzyme-Inhibiteur est primordial pour la réussite de I’inactivation par cet inhibiteur, role

approuve par Tazobactam et Avibactam (figure N°17) ;

-lactamase non-covalent acyl-enzyme
(free enzyme) complex (inhibited)

Figure N° 17 : Inhibition de TEM-1 par Avibactam [40].

v Pénétrer rapidement dans la cellule pour atteindre aussi t6t que possible leurs
cibles enzymatique (les Béta-Lactamases) dans le périplasme ex : BAL30072 ;
v Faible probabilité d’induction d’expression de Béta-Lactamases ex : Sulfonamides ;

v Avoir une bonne corrélation d’inhibition quantifiable a 1’échelle cellulaire.

Pour les nouveaux inhibiteurs synthétiques développés, 1’acide boronique RPX7009
représente une nouvelle classe d’inhibiteurs non Béta-Lactames -avec d’autres acides boroniques
et leurs dérivés- contre plusieurs classes de Sérine-Béta-Lactamase en combinaison avec les

Meropenemes [9].

La connaissance des détails moléculaires et de 1’ingénierie des Béta-Lactamases permet
I’amélioration des interactions entre ces cibles thérapeutiques et leurs inhibiteurs dans le but
d’avoir de nouvelles applications pratiques. Afin de comprendre les mécanismes mis en jeux
dans I’inhibition des Béta-lactamases par différents inhibiteurs, nous avons fait appel aux
approches par docking moléculaire et ce dans I’espoir de proposer in silico de nouveaux

inhibiteurs plus puissants.
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Chapitre 3 Docking moléculaire

1. Introduction :

Le développement d'un nouveau médicament est un processus long et colteux, allant de
I'identification d'une cible biologique d'intérét thérapeutique jusqu'au patient, dans lequel les

essais cliniques succedent au développement pré-clinique [41].

Avec le développement de la cristallographie aux rayons X et 1’outil informatique, les
méthodes de modélisation par docking moléculaire sont devenues des étapes cruciales dans de
nombreux programmes de développement de nouveaux médicaments. Ces méthodes consistent a
rechercher in silico le mode d’interaction le plus favorable d’un ligand au sein de son récepteur.
L’avantage majeur de ces méthodes est d’aider a la prédiction de molécules en un temps limité et
surtout parfois sans avoir a synthétiser les composés (lorsque ceux-ci proviennent de

chimiotheques commerciales) [42].

2. Les outils du Docking moléculaire :

Les éléments indispensables pour pratiquer un docking moléculaire se limitent en un
récepteur macromoléculaire de nature protéique appelée : cible, une petite molécule appelée
ligand et un programme de docking qui prédit la conformation la plus favorable du ligand au sein

du récepteur choisi [41].

2.1. Les Récepteurs :

Pour I’obtention des récepteurs, on utilise les structures 3D des protéines qui sont
accessibles gratuitement dans la banque de donnée PDB (Protéine Data Bank). Il s’agit d’une
grande archive de données structurales de macromolécules biologiques : protéines et acides
nucléiques (ADN, ARN) [42]. Les donneées structurales sont obtenues par cristallographie aux
rayons X, spectroscopie RMN et sont accessibles gratuitement sur internet via des sites Web
définis de ses organisations membres dont : wwPDB, RCSB PDB, PDBj, PDBe,...etc. En mois
d’Auvril 2017, la PDB compte plus de 129000 structures de bio-macromolécules [27].

Les différentes conformations tridimensionnelles sont téléchargeables sous extension pdb
lisibles par les logiciels de docking et contenant diverses informations sur la protéine en
question. Par exemple : le nom du récepteur, 1’équipe qui a résolue la structure, la méthode
expérimentale, ...etc. On y retrouve aussi des informations sur la structure primaire, les
hétéroatomes, la structure secondaire et les coordonnées atomiques X, Y et Z qui déterminent la

position exacte de chaque atome dans une conformation donnée.
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Dans certains cas, lorsque la structure 3D de la cible souhaitée n’est pas encore
disponible dans la PDB, on doit faire appel dans ce cas a la modélisation par homologie pour

construire cette structure a partir d’une protéine avec des séquences similaires [42].
2.2 Le(s) ligand(s) :

Pour un docking moléculaire, le ligand doit étre egalement sous forme 3D. Pour y

obtenir, il existe deux moyens :

Le premier moyen consiste a utiliser des programmes de construction moléculaire 3D tels
que ChemDraw, Arguslab, Titan, Marvin, Sybyl...etc. [42]. Chacun de ces programmes contient
une banque d’atomes permettant de dessiner le ligand tout en tenant compte de I’état
d’hybridation de chaque atome et du type de liaisons simple, double ou triples. Ensuite, la

géométrie du ligand doit étre optimisée a 1’aide d’un algorithme semi-empirique.

Le second moyen d’obtenir un ligand 3D est souvent d’aspect commercial, consistant a
consulter des banques de données de ligands appelées chimiotheques. Les chimiothéques
virtuelles comportent un ensemble d'informations plus ou moins organisées et hiérarchisées
regroupant des données (structure, activité, propriétés physico-chimiques....) de différents
ligands. Dans ce type de chimiotheques, la structure 3D de chaque composé est enregistrée dans
de fichiers avec les formats SMILES, SDF, MOL2 et PDB. Parmi les chimiothéques virtuelles

nous citons : La chimiotheque Nationale Frangaise, la chimiotheque ZINC, PubChem.....etc.

2.2.1. PubChem :

C’est une banque de données de molécules chimiques et de leurs bioactivités. Le systeme
est maintenu par le « NCBI » (National Center for Biotechnology Information) des Etats Unis.
Cette chimiothéque est consultée gratuitement via une interface utilisateur Web
(http//: pubchem.ncbi.nim.nih.gov). Elle contient des descriptions de substances et de petites
molécules avec moins de 1000 atomes et 1000 liaisons et offre des données d’ordre chimique,

biochimique, pharmacologique, toxicologique...etc. [43].

2.2.2. Drugbank .:

C’est une base de données en ligne (https://www.drugbank.ca), accessible gratuitement et
contenant des informations sur les médicaments et leurs cibles. Elle est largement utilisée en

industrie pharmaceutique et en chimie médicale et combine les données chimiques,

32



Chapitre 3 Docking moléculaire

pharmacologiques et pharmaceutiques avec des informations completes sur le médicament
(nomenclature, description, métabolites, séquence des cibles, données sur les brevets,
prix,...etc). Sa derniére version est 5.0 contenant 8227 entrées de médicaments [44], [57], [58],
[59].

2.3. Programmes :

Pour cribler une chimiothéque d’une dizaine de composés, ’'utilisation des méthodes
lentes et précises est recommandée (GLIDE, GOLD). Cependant, si le criblage virtuel concerne
des millions de produits, il ne pourra pas étre accompli avec les algorithmes lents mais plutdt des
codes plus simples, dans lesquels les approximations engendrent un gain de temps de calcul
(LigandFit, FlexX) [45, 46]. Dans la simulation par Docking, rapidité et précision conditionnent
I’obtention d’un résultat correcte pour un nouveau composé lead. Pour cela, plusieurs
programmes peuvent étre utilisés: DOCK, AUTODOCK, GOLD, FLEXX, ZDOCK, M-
ZDOCK, MSDOCK, SURFLEX, MCDOCK et bien d’autres [47, 48].

Le premier algorithme développé pour le docking de petites molécules vis-a-vis du site de
liaison d’une macromolécule est I’algorithme DOCK avec ceux les plus largement utilisés :
AUTODOCK, GOLD, FlexX et plus récemment : GLID, ICM, FRED et SURFLEX. Tous ces
programmes contiennent 02 composantes : un algorithme de docking permettant au ligand
d’adopter plusieurs conformations et plusieurs positions au niveau de son récepteur afin de
retenir celle la plus favorable. Une fonction de score qui tant a coincider avec 1’énergie libre
minimale globale du systeme cible-ligand et une méthode de recherche utilisée pour positionner
I’interface de recherche dans laquelle le score est optimisé [49]. Le Tableau N°7 résume les

différents programmes du docking moléculaire.

Tableau N°7 : Les programmes de Docking moléculaire [48].

Auto Dock Scripps http://www.scripps.edu/mb/olson/doc/autodock/

Dock UCSF http://dock.compbio.ucsf.edu/

FlexX BioSolvelT http://www.biosolveit.de/FlexX/

Fred Open Eyes 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.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html

Ligand Fit Accelrys http://www.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html
Surflex Biopharmics http://www.biopharmics.com/products.html
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Chapitre 4 Matériel et Méthodes

1. Matériels :

L’objectif essentiecl de notre travail de Master est de s'initier aux approches de
modélisation par docking moléculaire afin de proposer in silico de nouveaux inhibiteurs de la

Béta-Lactamase. Pour ce faire, nous avons utilisé le matériel suivant :
1.1. Microordinateur :

Nous avons utilisé microordinateur ayant une mémoire vive de 4.00 Go et 1.00 Go

respectivement. Tous les programmes utilisés sont installés sous le systéme d’exploitation

Windows 7- 64 bits version 2009.

1.2. Programmes :
Plusieurs programmes ont été utilisés pour la réalisation de notre partie pratique :

- Le premier programme utilisé : « Titan » version 6.0.2 (1999), nous a permis de construire les

ligands issus de la littérature tout en minimisant leur énergie intramoléculaire.

- Concernant le programme du docking moléculaire, nous avons utilisé « Surflex » version 1.3
(2005).

- Nous avons utilisé également le programme « VMD » (Visual Molecular Dynamics), version

1.9.1 (2012), afin de préparer et visualiser aussi bien I’enzyme que les ligands étudiés.

- Le programme « OpenBabel » version 2.0.2 nous a facilité I'inter conversion des données

chimiques d'un format a un autre de fichiers de divers types (pdb, mol, mol2, sdf, smi...etc).

- Grace au programme « ViewerL.ite » version 4.2, nous avons pu visualiser les interactions
hydrophobes et les liaisons hydrogénes formées entre les différents inhibiteurs et le site actif de

I’enzyme étudiée.

- Le dernier programme utilisé dans cette étude « Microsoft Excel 2013 » nous a permis de

tracer la courbe de corrélation linéaire servant a tester la fiabilité du programme « Surflex ».
1.3. Banques de données :
Plusieurs collections de données ont été interrogees afin de realiser notre partie pratique :
- Protein Data Bank « PDB » : pour obtenir la structure 3D de la Béta-Lactamase, objet de

notre étude.
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- Pubchem et Drugbank : pour rechercher des inhibiteurs de la Béta-Lactamase.

2. Meéthodes :

2.1. Préparation des Ligands :

Les inhibiteurs de la Béta-Lactamase tirés de la littérature ont été dessinés par le
programme Titan en tenant compte de 1’état d’hybridation de chaque atome. Par la suite, une
¢tape de minimisation d’énergie intramoléculaire (en appliquant la méthode semi-empirique
AMI) est nécessaire afin d’optimiser géométriquement les molécules dessinées. Enfin, les

ligands construits sont enregistrés sous format .pdb.

2.2. Préparation du Récepteur :

La structure 3D de la Béta-Lactamase, faisant 1’objet de notre étude, a été obtenue via la
banque de donnée PDB. Cette derniére nous a proposé 35 structures cristallographiques de
complexes Béta-Lactamases-Inhibiteur, avec une résolution inférieure a 2 A et appartenant a des

classes différentes notamment A, B, C et D (voir annexe N°1).

Parmi ces complexes, nous avons choisi les codes 2ZD8, 1M2X, 3S1Y et 5DTK
correspondant respectivement aux classes A, B, C et D de la Béta-Lactamase (voir tableau N°8).

Ce choix est dicté par leur faible valeur de résolution.

Tableau N°8 : Les complexes pdb choisi représentant les classes A, B, C et D avec leur ligand

correspondant.
o CLASSE B-LACTAMASE / COPMLEXE
N ENZYME PDB LIGAND PDB
08 A (SHV-1) 27D8 MER
MCO ICso

11 B (MBL- BlaB-1) 1M2X =70 UM

10 C (AmpC) 351y S1Y ICs50=0.6
pM

09 D (Oxa-48) 5DTK 5F3

Par la suite, nous avons gardé, pour chaque complexe, la chaine A uniquement tout en
éliminant les molécules d’eau et les différents ligands et ce pour une utilisation plus aisée de
I’enzyme lors du docking moléculaire. Les protéines ainsi préparées sont enregistrées dans des

fichiers de format .mol2 que reconnait le programme Surflex.
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A T’aide du programme VMD, nous avons pu définir les résidus d’acides aminés de la
cavité catalytique des quatre complexes retenus en visualisant ceux entourant leur inhibiteur de
référence dans un périmetre de 6A. Pour ne prendre que I’exemple du code 3S1Y, les résidus
d’acides aminés de la cavité catalytique représentée en mode « Surf» dans la figure N°18
sont les suivants : 11e88, Gly89, Ser90, Val91, Lys93, Leul45, GIn146, Tyrl77, Asnl179, Val239,
Gly240, Pro241, Gly242, Pro243, Asp245, Gly248, Tyr249, Glu299, Asn314, Ser315, Ala319,
Lys342, Thr343, Gly344, Ser345, Thr346, Asn347, Asn370, Asn373 et Arg376.

Cavité catalytique

Protéine 3S1Y

Ligand S1Y

Figure N°18 : Représentation par VMD de la protéine 3S1Y avec le ligand pdb S1Y positionné
dans la cavité catalytique.

Les quatre ligands de référence correspondant aux quatre protéines préparées 3S1Y,

2ZD8, 5DTK et 1M2X sont représentés dans la figure N°19.
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1

“D

Ligand
S1Y

Ligand MER Ligand 5F3

Ligand MCO

Figure N°19 : Représentation des ligands de référence S1Y, MER, 5F3 et MCO.

2.3. Génération du protomol

Le programme Surflex utilise 1’algorithme de Hammerhead modifié pour réaliser le

docking semi-flexible des ligands dans le site actif d’une cible donnée. Dans un premier temps, il

génére une pseudo-molécule idéale pour interagir avec le site de liaison étudié, communément

appelé «protomol» [49, 50].

Dans notre travail, nous avons généré le protomol des quatre protéines retenues en

utilisant leur ligand de référence sous format .pdb et les fichiers de chacune des enzymes

préparées sous format .mol2 selon la commande suivante :

surflex-dock proto ligand.pdb proteine.mol2 pl
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Figure N°20 : Protomol généré pour le complexe 3S1Y.

2.4. Docking Moléculaire :

Cette étape nécessite la disponibilité de la protéine format .mol2, le protomol généré dans
I’étape précédente et les ligands sous format .pdb. Le docking moléculaire par « Surflex » permet
d’avoir les dix (10) meilleures positions (conformations) de chaque ligand au sein du site actif

étudié, classées par leur score [49, 50]. Cette étape a été réalisée en utilisant la commande suivante :

surflex-dock dock ligand.pdb pl-protomol.mol2 proteine.mol2

2.5. Régle de Lipinski :

Chagque medicament potentiel 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 baremes
associés a ses propriétés pharmacologique d’absorption, de distribution, métabolisme,
d’excrétion et de toxicité. Dans ce contexte, « la regle de 5 » communément appelé « Regle de
LIPINSKI »permet de déterminer si  un composé chimique ayant des propriétés
pharmacologiques ou biologiques quelconques possede des propriétés qui en feraient de lui un
médicament susceptible d’étre administré par voie orale chez les humains [51].

Selon cette régle, un composé est capable d’étre administré par voie oral s’il remplit les
cing (05) criteres suivants [51]:

« Le poids moléculaire du composé ne doit pas étre supérieur a 500 daltons (Da) ;
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* Le logarithme décimal du coefficient de partage Octanol / eau (log P) doit étre
inférieur ou égal a cinq (£ 5) ;
» Le nombre de donneurs de liaisons hydrogéne (groupements OH et NH : n OHN)

doit étre inférieur ou égal a cinq (< 5) ;

* Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogéne (atomes O et N : n ON) doit étre

inférieur ou égal a dix (< 10) ;

« Le nombre de liaisons rotables (flexibles et linéaires) doit étre inférieur ou égal a

quinze (< 15).

Selon Lipinski, tous les composés ne validant pas au moins trois (03) de ces conditions

sont susceptibles de poser des problémes d’absorption par voie orale [41, 51].

Dans notre travail, ces parametres ont été calculés en utilisant le serveur
« Molinspiration » version 2013 utilisant la commande « Calculate Properties »: voir
Figure N°21 [52].

(- - www.molinspiration.com/cgi-bin/properties 120% Recherchel ﬁ E ‘ i U
Fraeed Y ([=ly’ Calculation of Molecular Properties and BioactivityScore

Enter SMILES

Char
or draw molecule below

el x| | |7 0lo)x]m
EI.‘ ==~ JAlO Q D O O O"El Calculate Properties |
c
T Predict Bioactivity |
o]
| Galaxy 3D Generator |
]
(o]
- Molinspiration home
|Br]
T Molinspiration products and services
Molinspiration services FAQ

Figure N°21 : Représentation de I’interface du serveur Molinspiration pour le calcul des

parameétres décrits par Lipinski [52].
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Chapitre 5 Résultats et Discussion

1. Test de fiabilité du programme Surflex :

1.1. Test de fiabilité du logiciel Surflex et coefficient de corrélation « r » :

Afin de vérifier si le protocole du docking moléculaire décrit ci-dessus est fiable, nous
avons jugé utile de tester la performance du programme « Surflex » utilisé. Pour cela, nous avons
fait appel au test de corrélation linéaire consistant a évaluer le degré de corrélation existant
entre les scores de docking des inhibiteurs simulés avec Surflex et les valeurs de leur ICso

déterminées expérimentalement.

Au total, 41 inhibiteurs appartenant aux quatre (04) classes de Béta-Lactamase (A, B, C
et D), connus a travers la littérature, ont été retenus pour cette étude. La disponibilité des valeurs
de leur ICso est parmi les critéres de choix de ces molécules. Les scores des inhibiteurs étudiés
ainsi que les valeurs de leur ICso sont représentés dans le tableau N°9 (les structures 2D de

chaque composé sont représentées dans I’annexe N° 2).

Tableau N°9 : Résultat du docking de 41 inhibiteurs et les valeurs de leur log ICso

(Classe A : jaune, classe B : vert, classe C : bleu, classe D : mauve).
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Conformément aux travaux de Bensegueni A. (2007) « r = 0.828, r = 0.747 » [53], Chikhi
A. et Bensegueni A. (2010) «r =0.83, r =0.90, r = 0.84 » [54], Mokrani E.H.(2012) «r = 0.86 »
[41], Boucherit H., Chikhi A. , Bensegueni A., Merzoug A., Hioual k. S. et Mokrani E. H.
(2014) «r = 0.76 »[55] et Merzoug A., Mermoum S., Khaled S., Chikhi A., Bensegueni A.,
Boucherit H. (2015) «r = 0.728 » [56] concernant les résultats du coefficient de corrélation
utilisant un programme de docking donné, un programme de docking moléculaire est performant
quand la valeur absolue du coefficient de corrélation linéaire «r » dépasse 0.5. Ce qui est en
parfait accord avec les résultats trouves. Comme le montre la figure N°22, il existe une
corrélation significative entre les scores donnés par « Surflex » et les ICso des inhibiteurs étudiés
(Log ICsp), avec un coefficient de corrélation « r » égal a 0.7776. Par conséquent, nous pouvons
conclure que le programme « Surflex » est suffisamment performant pour étudier in silico
I’inhibition de la Béta-Lactamase

par différents inhibiteurs.

SCORE DOCKING

L e * r=0.7776

-2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
LOG IC50

Figure N°22 : Corrélation entre I’activité biologique « Log ICsp » et le score de docking
définissant 1’affinité de 41 inhibiteurs de Béta-Lactamases.
1.2. Etude des interactions du composé N°29-Béta-Lactamase AmpC :

L’étude de corrélation linéaire menée sur 41 inhibiteurs envers les 04 classes de Béta-

Lactamase montre que le composeé N°29 (un acide boronique appelé : Glycylboronate) inhibant
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la classe C de Béta-lactamase se présente comme meilleure inhibiteur connu pour cette classe

avec un meilleur score de 4.51 et une forte affinité exprimée par une 1Cso de 0.0093uM.

Figure N°23 : Structure du « Composé N°29 ».

En regard des références bibliographiques énoncées ci-dessus, aucune référence
bibliographique ne fait état sur le mode d’interaction de ce composé envers le site actif de la
Béta-Lactamase, ni encore moins sur celui de n’importe quel composé envers la classe C de
Béta-Lactamase. De ce fait, il sera donc trés intéressant d’envisager une étude in silico plus
poussée et approfondie, portée sur les mécanismes d’inhibition mis en place par les inhibiteurs
de la Béta-Lactamase de classe C afin de rationaliser au mieux la conception de nouveaux

inhibiteurs encore plus affins envers la classe précitée.

1.3. Etude des interactions du composé N°29 envers le site actif de la Béta-
Lactamase AmpC :

La reconstruction du complexe Béta-Lactamase AmpC-composé N°29 par docking
moléculaire avec « Surflex » montre un bon positionnement de ce composé dans la cavité
catalytique de 1’enzyme (voir figure N°24) avec un score s’évaluant a 4.51. Ce score résulte de la

mise en place de 7 liaisons hydrogéne lors de la formation de ce complexe (Voir figure N°25).

En Effet, le premier oxygene de la fonction carboxylique portée par le C2 de I’inhibiteur
établit deux liaisons hydrogéne avec la fonction amine du résidu Gly344 (distance = 3.06A)
d’une part et la fonction amine liée au C-alpha du résidu Ser345 (distance = 3.17A) d’autre part.
De son coté, le deuxiéme oxygene de la méme fonction carboxylique établit un autre pont
hydrogene avec la fonction amine appartenant au radical du résidu Thr343 (distance = 2.97
hauA).L’hydroxyle du radical du résidu Ser90 s’engage par deux liaisons hydrogéne avec les
hydroxyles portés sur les carbones en positions C9al et C9a2 (distances = 2.99 Aet291 A
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respectivement). La sixieme liaison hydrogéne est constatée entre 1’hydroxyle en position C9a2
et la fonction amine du radical du résidu Asn179 (distance = 2.90A). Enfin, la fonction amine en
position C10a de I’inhibiteur forme une derniere liaison hydrogéne avec I’hydroxyle du radical

du résidu Ser345 (distance = 1.93A).

Il est également important de noter que de nombreuses interactions hydrophobes
participent a la stabilité du complexe Béta-Lactamase-Composé N°29 faisant intervenir les
résidus Ser90, Leul45, GInl46, Tyrl77, Asnl79, Gly248, Tyr249, Thr343, Gly344, Ser345 et

Thr346 comme le montre la figure N°26.

Figure N°24 : Représentation du positionnement du composé N°29 dans le site actif de la Béta-

Lactamase AmpC.
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Figure N°25 : Analyse visuelle des liaisons hydrogene entre le composé N°29 et le site actif de la

Béta-Lactamase AmpC.

/N

T‘S T
\ 2\

Figure N°26 : Analyse visuelle des liaisons hydrophobes entre le composé N°29 et le site actif

de la Béta-Lactamase AmpC.

45



Chapitre 5 Résultats et Discussion

2. Mono-Substitutions :

Dans la perspective de proposer de nouveaux inhibiteurs plus puissants de la Béta-
Lactamase AmpC, nous avons pris le composé N°29 comme structure de départ sur lequel nous
avons d’abord réalis¢ une mono-substitution en introduisant de nouveaux groupements
chimiques fonctionnels. Il est a noter que les groupements ajoutés présentent la capacité d’établir
des liaisons hydrogene avec le site actif de 1’enzyme, citons a titre d’exemple : (-OH), (-COOH),

(-CO), (-CON), (-CHO), (-NHy), (-NHO) et (-NO>).

Dans cette partie, nous avons réalisé 120 substitutions, a raison de 15 substitutions par
groupement chimique ajouté. Le docking moléculaire des composés mono-substitués envers le
site actif de la Béta-Lactamase considérée fait ressortir 19 inhibiteurs ayant présenté un score

supérieur a celui du composé de départ, soit > 4.51.

Le tableau N°10 regroupe les scores de docking des meilleurs composés mono-substitués (les

résultats non significatifs n’ont pas été reportés y compris ceux des groupements« CO »et « NHO, »).
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Tableau N°10 : Score de docking des nouveaux inhibiteurs théoriques de la Béta-Lactamase type

AmpC obtenus aprés mono-substitutions du composé de départ N°29.

MONO-SUBSTITUTIONS
c
=l
z
o
{0
@
3
o
£
o
O
4 a b
Score
c3 |ca |cs |cr ceb [Cob |clob|cl2 |c13 |ci4 |c15 |ci6 | cloal | c10ad Docking :
Affinité
1 OH 4.85
2 OH 5.01
3 oH 281
4 OH 5.02
5 OH 4.76
6 COOH 4.57
7 COOH .98
8 | coN 5.00
9 CON 471
10 CON 4.58
1 CON 457
12 CHO 6.08
13 CHO 4.81
14 CHO 4.67
15 NH2 4.66
16 NH2 5.03
17 NH2 5.37
18 NH2 | TP
19 NO2 4.54
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Le tableau N°10 montre que, suite & la mono-substitution, I’introduction de la fonction
carboxyliqgue COOH dans la position C12 du compose de départ N°29 améliore davantage son
score pour atteindre une valeur de 5.98 dans le cas du composé N°7 avec une bonne pose dans la

cavité (voir figure N°29).

L’analyse visuelle montre que ce dernier établit six (06) liaisons hydrogénes avec le site

actif de la Béta-Lactamase (voir figure N°27).

Deux liaisons sont formées entre les deux oxygeénes du groupement carboxyle porté par le C2 de
I’inhibiteur et : la fonction hydroxyle du résidu Thr343 (distance de 2.89 A) et la fonction amine du
résidu Gly344 (distance de 3.17 A). De méme, ’oxygéne du groupement hydroxyle porté par C9
s’engage par une liaison hydrogéne avec I’oxygéne du Ser90 (distance =2.86 A). Nous constatons
¢galement la présence d’une quatriéme liaison hydrogene entre 1’hydroxyle 1ié au C9 de I’inhibiteur et la
fonction C=0 du résidu Ser345 (distance =1.95 A). Une cinquiéme liaison hydrogéne est observée entre
la fonction amine en C9 et la fonction C=0 du résidu Ser345 (distance =2.33 A). Enfin, la fonction C=0
du résidu Asn347 établit un pont hydrogéne avec le groupement carboxyle portés par le C12 de

I’inhibiteur (distance =1.98 A).

Il est également important de noter que de nombreuses interactions hydrophobiques
participent a la stabilité du complexe Béta-Lactamase-composé N°7. Ces interactions sont
formées entre I’inhibiteur et les résidus Gly89, Ser90, GIn146, Tyr177, Asnl179, Tyr249, Thr343,
Gly344, Ser345, Thr343, Thr346 et Asn347 (voir figure N°28).
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Figure N°27 : Analyse visuelle des liaisons hydrogene entre le composé N°7 et le site actif de la

Béta-Lactamase AmpC.
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ASN17

Figure N°28 : Analyse visuelle des liaisons hydrophobes entre le composé N°7 et le site actif de

la Béta-Lactamase AmpC.

Figure N°29 : Représentation du positionnement du composé N°7 dans le site actif de la

Béta-Lactamase AmpC.
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Il ressort également du tableau N°10 que I’introduction du groupement CHO dans le
carbone 7, pour le composé N°12, améliore le score qui passe de 4.51 dans le cas du composé de

départ jusqu’a 6.08 avec un bon positionnement dans la cavité (voir figure N°32).

L’analyse visuelle montre que le composé N°12 inhibe la Béta-Lactamase en formant 08 liaisons

hydrogéne avec la cavité catalytique de I’enzyme (voir figure N°30).

Le premier oxygéne de la fonction carboxyle portée sur le C2 de I’inhibiteur forme une
liaison hydrogéne avec la fonction amine du radical du résidu GIn146 (distance = 2.83A). La
premiere fonction hydroxyle en position C9al forme trois liaisons hydrogéne avec I’hydroxyle
du résidu Ser90 (distance = 2.40 A), ’azote de la fonction amine liée au C-alpha du résidu
Ser345 (distance =3.05 A) et I’oxygéne 1i¢ au C-alpha du résidu Ser345 (distance =2.08 A). De
son c6té, I’oxygene en position C9a2 forme deux liaisons Hydrogéne : 1’une avec I’hydroxyle du
résidu Ser90 (distance = 2.72 A) et I’autre avec I’hydroxyle du résidu Tyr177 (distance = 2.80
A).

Enfin, la fonction amine en position Cl0a I’inhibiteur forme deux liaisons hydrogene avec
’oxygene lié au C-alpha du résidu Asn373 (distance = 3.01A) d’une part et I’hydroxyle du
résidu Ser345 (distance = 2.73 A).

Le complexe Béta-Lactamase-composé N°12 est stabilisé également grace aux
interactions hydrophobiques faisant intervenir les résidus Ser90, Leul4d5, GInl46, Tyrl77,
Tyr249, Ser315, Ala319, Thr343, Ser345, Thr346 et Asn373 (voir Figure N°31).
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Figure N°30 : Analyse visuelle des liaisons hydrogéne entre le composé N°12 et le site actif de

la Béta-Lactamase AmpC.
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Figure N°31 : Analyse visuelle des interactions hydrophobes entre le composé N°12 et le site
actif de la Béta-Lactamase AmpC.
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Figure N°32 : Représentation du positionnement du composé N°12 dans le site actif de la Béta-

Lactamase AmpC.

3. Bi-substitution :

Dans un deuxiéme temps, nous avons procédé a une substitution en prenant les deux
meilleurs inhibiteurs issus de la mono-substitution (le composé N°7 et le composé N°12), sur
lesquels nous avons introduit les groupements (-OH), (-COOH), (-CO), (-CON), (-CHO),
(-NH2), (-NHO3) et (-NO2) dans différentes positions. Au total, nous avons effectué 240 bi-
substitutions dont 120 pour chacun des deux composés de départ.

Le docking moléculaire de ces composés bi-substitués envers le site actif de la Béta-
Lactamase choisie fait ressortir 22 inhibiteurs ayant présenté un score supérieur a celui des
composés N°7 et N°12, dont 2 inhibiteurs (composés N°30 et 34) ayant un score supérieur a
celui du composé N°12 issu de la mono-substitution soit > 6.08. (Voir tableau N°11). Les
résultats non significatifs n’ont pas été reportés y compris ceux des groupements « CO » et

« NHO2 ».
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Tableau N°11 : Score de docking des nouveaux inhibiteurs de Béta-Lactamase type AmpC obtenus

apres bi-substitutions.

BI-SUBSTITUTIONS

S

i,

é o o

€

o

o

= Composé N°7 Composé N°12

Score
C3 C4 C5 Cc7 C8a C8b | C12 C13 C14 | C15 | C16 | Cl0al | C10a2 | Docking
Affinité

20 COH OH 5.43
21 COH OH 5.14
22 COH OH 4.55
23 COOH COH 4.71
24 COH COOH 4.81
25 COH COOH 4.93
26 COH COH 4.56
27 COH NH2 5.09
28 COH NH2 4.90
29 COH NO2 4.76
30 OH | COOH 6.67
31 COOH OH 4.61
32 COOH OH 5.29
33 | COOH COOH 5.35
34 COOH COOH 6.37
35 co COOH 5.00
36 CHO COOH 5.60
37 NH2 COOH 5.10
38 NH2 COOH 5.83
39 COOH | NH2 5.05
40 COOH NH2 4.90
41 NO2 | COOH 4.87
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Les résultats obtenus apreés bi-substitution présentés dans le tableau N°11 montrent que
I’introduction d’un groupement OH dans la position C8b et un groupement COOH dans la
position C12 améliore davantage le score du composé obtenu N°30 s’évaluant a 6.67. Ce score
se traduit par la formation de six (06) liaisons hydrogéne entre I’inhibiteur et le site actif de la

Béta-Lactamase comme le montre la figure N°33.

La premiére liaison hydrogene est formée entre 1’hydroxyle en position C8b et la fonction
amine de 1’Asn373 (distance = 3.14 A). Le premier oxygene porté par le Bore en position C9al
forme deux liaisons hydrogénes, 1’une avec I’hydroxyle du résidu Ser345 (distance = 2.85 A) et
’autre avec ’oxygéne du résidu Asn370 (distance = 2.39 A). Quant au deuxiéme oxygene porté
par le Bore en position C9a2, il forme une liaison Hydrogéne avec la fonction amine du résidu
Asn370 (distance = 2.86 A). La fonction amine en position C10a de I’inhibiteur forme deux
liaisons Hydrogeéne : ’une avec ’oxygéne du résidu Asn370 (distance = 2.03 A) et I’autre avec

la fonction amine du résidu Asn373 (distance = 3.15 A).

De nombreuses interactions hydrophobes contribuant a la stabilisation du complexe Béta-
Lactamase-Composé N°30 sont constatées entre I’inhibiteur et les résidus Ser315, Ala319,
Ser345, Asn370, Asn373 et Arg376 (voir figure N°34).

/
Figure N°33 : Analyse visuelle des liaisons hydrogene entre le composé N°30 et le site actif de la

Béta-Lactamase AmpC.

55



Chapitre 5 Résultats et Discussion

@3’376

Figure N°34 : Analyse visuelle des interactions hydrophobes entre le composé N°30 et le site
actif de la Béta-Lactamase AmpC.

Figure N°35 : Représentation du positionnement du composé N°30 dans le site actif de la
Béta-Lactamase AmpC.
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Il ressort également du tableau N°11 que I’introduction d’un groupement COOH dans les
positions C8a et C12 améliore le score du composé N°7 qui passe de 5.98 a 6.37 pour le
composé N°34. L’analyse visuelle faisant suite au docking moléculaire montre que ce composé
bi-substitué obtenu inhibe sélectivement la Béta-Lactamase en formant dix (10) liaisons

Hydrogéne (voir figure N°36) avec un bon positionnement dans la cavité (voir figure N°38).

L’oxygene en position Cla de la fonction carboxyle portée par le carbone C2 de cet
inhibiteur s’engage par deux ponts hydrogénes : 1’'une avec la fonction amine du radical de
Asn347 (distance =3.16 A) et I’autre avec la deuxieme fonction amine liée au C-alpha du méme
résidu Asn347 (distance = 3.08 A). L’oxygéne en position C1b de la fonction carboxyle portée
par le carbone C2 de I’inhibiteur forme une liaison hydrogéne avec 1’azote du radical du résidu
Asn347 (distance = 2.96 f&). Le premier hydroxyle porté par le Bore en position C9al établit
trois liaisons hydrogéne avec I’hydroxyle du résidu Ser90 (distance = 2.40 A), la fonction amine
liée au C-alpha du résidu Ser345 (distance =3.05 A) et I’hydroxyle du résidu Ser345 (distance
=2.13 A).

Le deuxieme oxygene en position C9a2, forme deux liaisons hydrogéne, 1’une avec
I’hydroxyle du résidu Ser90 (distance = 2.79 A) et I’autre avec ’oxygéne appartenant au radical
du résidu Tyr177 (distance = 2.83 A). La fonction amine portée sur le C10 de I’inhibiteur forme
deux liaisons hydrogéne, la premiére avec 1’hydroxyle du résidu Ser345 (distance = 2.771&) et la

deuxiéme avec I’oxygene du résidu Asn373 (distance = 1.97 A).

Il est également important de noter que de nombreuses interactions hydrophobiques
participent a la stabilité du complexe Béta-Lactamase-composé N°34. Ces interactions sont
formées entre 1’inhibiteur et les résidus Gly89, Ser90, Leul45, GIn146, Tyr177, Tyr249, Ser315,
Ala319, Gly344, Ser345, Thr346, Asn347 et Asn373 (voir figure N°37).
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Figure N°36 : Analyse visuelle des liaisons hydrogéne entre le composé N°34 et le site actif de
la Béta-Lactamase AmpC.

ASN373

Figure N°37 : Analyse visuelle des interactions hydrophobes entre le composé N°34 et le site
actif de la Béta-Lactamase AmpC
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Figure N°38 : Représentation du positionnement du composé N°34 dans le site actif de la Béta-
Lactamase AmpC.

4. Tri-Substitution :

Rappelons que le composé N°30 se présente comme meilleur inhibiteur de la Béta-

Lactamase obtenu suite a une bi-substitution avec un score de 6.67.

Afin d’améliorer davantage son score et notamment son mode de positionnement au sein

de la cavité catalytique de la Béta-Lactamase (voir figure N°41), nous avons procédé a une tri-

substitution (voir tableau N°12).
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Tableau N°12 : Score de docking du nouvel meilleur inhibiteur de Béta-Lactamase type AmpC

obtenus apres tri-substitution du composé N°30.

TRI-SUBSTITUTION
a? al
COOH ™~~~ , o
S
i
g
g
o
O
4
Score
C3 C8a | C8h | C9b | C10b C12 | C13| C14 | C15| C16 | C10al | Cl0a2 | Docking
Affinité
42 ; 3I/COOH OH COOH 7.91

En effet, I’introduction, en position C3, d’un cycle benzéne- 3’-COOH au composé N°30
améliore nettement son score qui passe a 7.91 pour le composé N°42 avec une parfaite pose dans

la cavité (voir figure N°41).

L’analyse visuelle montre que ce composé est bien positionné au sein de la cavité
catalytique de I’enzyme en formant de nombreuses interactions hydrophobiques avec les résidus
Gly89, Leuld5, Asnl79, Val239, Gly240, Pro241, Gly242, Pro243, Ser345, Gly248,Tyr249,
Asn314, Ala319, Gly344, Asn347 et Asn373 du site actif de la Béta-Lactamase (voir figure
N°40).

De méme, la figure N°39 montre que I’inhibiteur obtenu forme huit (08) liaisons

hydrogenes avec le site actif de I’enzyme.

L’oxygene en position C1b I’inhibiteur établit trois liaisons hydrogéne : la premiere est

constatée avec I’hydroxyle du radical de Ser345 (distance = 2.70 A), la deuxiéme est observée
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avec I’oxygene 1i¢ au C-alpha du résidu Asn314 (distance = 6.21 A), la troisiéme est formée avec
1’oxygéne du résidu Asn373 (distance = 1.83 A).

Le premier oxygéne porté par le Bore en position C9al établit une liaison hydrogéne avec
I’oxygeéne lié¢ au C-alpha du résidu Ser345 (distance = 1.96 A). De son c6té, I’oxygéne en
position C9a2 de I’inhibiteur s’engage par un autre pont hydrogéne avec 1’oxygene li¢ au C-

alpha du résidu Ser345 (distance = 1.96 A).

La fonction amine portée sur le carbone C10 forme une liaison hydrogéne avec I’oxygéne
lié au C-alpha du résidu Ser345 (distance = 2.47 A). La fonction carboxyle portée sur le carbone

C12 de I’inhibiteur forme une liaison Hydrogéne avec 1’oxygene appartenant au radical du résidu

Asn347 (distance = 1.96 A).

Enfin, la fonction carboxyle greffée en position C3’ au niveau du noyau benzéne
substitué en position C3 de I’inhibiteur forme une liaison hydrogéne avec ’azote li¢ au C-alpha
du résidu Ala319 (distance = 2.88 A).

61



Chapitre 5 Résultats et Discussion

Figure N°39 : Analyse visuelle des liaisons hydrogene entre le composé N°42 et le site actif de
la Béta-Lactamase AmpC.

y
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ASN373

Figure N°40 : Analyse visuelle des interactions hydrophobes entre le composé N°42 et le site
actif de la Béta-Lactamase AmpC.
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Figure N°41 : Représentation du positionnement du composé N°42 dans le site actif de la
Béta-Lactamase AmpC.

5. Réqgle de Lipinski :

Il était important de compléter notre étude par I’application de la méthode de filtre
ADME qui est basée sur la regle de 5 de Lipinski [51], afin de nous renseigner sur les propriétés
pharmacocinétiques (ADME) des composés N°7, 12, 30, 34 et 42 issus de la substitution
structurale du Glycylboronate « composé N°29 ».

Rappelons que la régle de Lipinski a été appliquée en utilisant le serveur Molinspiration
[52]. Les résultats sont représentés dans le tableau N°13.
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Tableau N°13 : Critéres de Lipinski des meilleurs inhibiteurs de la Béta-Lactamase AmpC

obtenus apres mono, bi et tri-substitution.

Nbr
Nbr Donneurs
Accepteurs de Nbr
N° PM Score
de liaisons liaisons Liaisons :
Composé « Dalton » Docking
H:nON H: rotables
nOHNH
Composé
29 1.37 299.141 5 5 6 451
de départ
7 0.90 343.151 7 6 7 5.98
12 0.75 327.151 6 5 7 6.08
Mono
substitution 30 ) 359.147 8 7 7 6.67
0.10
34 0.41 387.161 9 7 8 6.37
Tri-
42 1.22 463.251 10 8 9 7.91

substitution

Il ressort du tableau N° 12 que les composés 7, 12, 30, 34 et 42 peuvent étre proposés
comme étant de nouveaux inhibiteurs de la Béta-lactamase AmpC sans poser de problemes

d’administration par voie orale et ce conformément aux travaux de Lipinski et al. [51].
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives :

Ce travail de master avait pour objectif d’acquérir des connaissances en simulation
informatique, notamment le docking moléculaire par « Surflex » afin de contribuer au
développement in silico de nouveaux inhibiteurs de la Béta-Lactamase : cible thérapeutique
validée pour le traitement des infections induites par de nombreuses bactéries résistantes aux

antibiotiques Béta-Lactamines, notamment Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae.

Au préalable, nous avons testé la fiabilité du programme « Surflex » par le biais du test
de corrélation linéaire qui existe entre les valeurs expérimentales de 1’ICso de 41 inhibiteurs de la
Béta-Lactamase et leur score de docking par Surflex. Avec un coefficient de corrélation linéaire
égale a 0.7776, ce test nous apporte la preuve de la fiabilité du programme Surflex pour étudier

in silico I’inhibition de la Béta-Lactamase.

Dans I’espoir de proposer de nouveaux inhibiteurs plus affins et plus puissants de la Béta-
Lactamase, nous avons choisi le Glycylboronate ; un inhibiteur trés puissant de 1’enzyme
étudiée, auquel nous avons apporté des modifications structurales en introduisant des
groupements a différentes positions. Le docking moléculaire par Surflex des composés substitués
envers le site actif de la Béta-Lactamase fait ressortir de nouveaux inhibiteurs davantage plus

puissants.

En effet, I’introduction d’un groupement hydroxyle en position C8b, d’un groupement
carboxyle en position C12 et d’un cycle benzéne-3’-COOH a amélioré nettement le score qui
passe de 4.51 dans le cas du composé de départ (Glycylboronate) jusqu’a 7.91 pour ce qui est du

composé N°53 (composé tri-substitué).

Enfin, I’application de la régle de Lipinski nous renseigne positivement sur les propriétés
ADME de ce compose tri-substitué qui se présente comme nouvel inhibiteur théoriqguement plus

puissant de la Béta-Lactamase.

Il conviendrait dans le prolongement de ce travail de tester 1’activité biologique du

composé proposé afin de pouvoir vérifier les résultats théoriques obtenus in silico.
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Annexe N°1 : Classe et code PDB des 35 complexes de Béta-lactamase-inhibiteur étudies

[27].
Complexe Classe i ) . )
o Inhibiteur Résolution : Chaines
N° pdb / type Béta- - Organisme .-
enzyme Lactamase {gemelpels) proteiques
SHH4 Serratia
01 (enzyme= B 60M (phosphonates) 2.0 MArcescens A B
MBL IMP-1)
5HH5
(enzyme= B3 Stenotrophomonas
02 MBL L1) B 60M (phosphonates) 1.8 maltophilia A
SHH6 Stenotrophomonas
03 | (enzyme= B3 B 60N (phosphonates) 1.8 maltcE)phiIia A
MBL L1)
SLSC 752 Pseudomonas
04 (enzyme= B (triazolyl- 1.5 2eruginosa A B
MBL VIM-2) thioacetamide) g
SEVB 3R9 (Bisthiazolidine Stenotrophomonas
05 (enzyme= B 1.84 ltophili A
MBL L1) D-CS319) maltophilia
5EVD T
06 (enzyme= B VC2 (bisthiazolidine 18 Stenotropho_rr_lonas A
MBL LI) D-VC26) maltophilia
5EVK(enzym 3C7 (bisthiazolidine Stenotrophomonas
07 | z=MBL L1) B L-CS319) 1.63 pnom A
maltophilia
08 | 2zD8(SHVL) | A MER 1.05 Klebsiella A
pneumoniae
5DTK Klebsiella A, B, C,
09 (Oxa-48) D SF3 16 pneumoniae D
10 3S1Y C s1y 14 Pseudomonas A
(AmpC) ' aeruginosa
1M2X
11 (MBL- B MCO 15 Elizabethkingia A, B, C,
carbapenema (D-Captopril) ' meningoseptica D
se BlaB-1)
4ZAM .
12 | (enzyme= A NXL104 1.42 Klebsiella A
SHV-1) Avibactam pneumoniae
5DTS .
13 | (enzyme= D 5F8 1.94 pﬁﬁiﬁ:ge A E’)’ <
OXA-48)
5EEC : .
14 (enzyme= A ZXM (802_030 acide 187 Kleb5|el_la A B
boronique) pneumoniae

KPC-2)



http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=40324
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=40324
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=40324
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=40324
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=287
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=287
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=40324
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=40324
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=40324
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=40324
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=40324
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=40324
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=573
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=573
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=573
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=573
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=287
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=287
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=573
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=573
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=573
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=573
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=573
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=573
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Complexe

Classe

~ Inhibiteur Résolution . Chaines
N° pdb / type Béta- - Organisme e
enzyme Lactamase (st pels) A proteiques
4ZAM .
5| mames | A | N g | Keel o,
SHV-1) P
4ZBE .
o lmgmes | A | N gg | Keel
KPC-2 P
5EE8 : .
0| e | A | DMEEOke | g | Kl |,
SHV-1 9 P
SFAS Klebsiella
18 (enzyme= D 5VR (FPI-1523) 1.74 : A B
OXA-48) pneumoniae
5ACW .
o] e |5 | FHOEREINO g, | Penoe | g
MBL VIM-2) g
5ACX WL3 (SPR acide Pseudomonas
20 (enzyme= B fluorophenyl 1.8 2eruginosa A B
MBL VIM-2) benzoique ) g
4QHC 33V (methylidene Mycobacterium
21 (enzyme= ¢ eneme) 1.96 tuberculosis A
BlaC) P
29 4)(_68(enzym C _ OP(_J (OP0595 168 Pseudo_monas A B
e= AmpC) diazabicyclooctane) aeruginosa
40PZ g s
23 (enzyme= A 2ULb(S$IOYI.e ljie)a cide 1.45 Escherichia coli A
TEM-1) g
40Q0 g o
24 (enzyme= A 2ULé§§;lo\.’|.e tjie)a cide 1.42 Escherichia coli A
TEM-1) g
40QH i n Ar o
25 (enzyme= A ZULb(Sﬁggl.e Jle)a cide 1.7 Escherichia coli A
TEM-1) g
4PVT L
w| Eomes || SOl | g | P | e
MBL VIM-2) -propanoiq g
4U4L
(enzyme= e Klebsiellapneumon | A, B, C,
27 MBL NDM- B 3C7(Bisthiazolidine) 1.9 iap D
1)
4LV0 .
28 (enzyme= C 'g‘gr%n(?cdgf 1.65 Escherichia coli A B
AmpC) g
4LV1 :
29 (enzyme= C NL9 (?C'de 1.74 Escherichia coli A B
boronique)

AmpC)



http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=573
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=573
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=573
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=573
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=573
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=573
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=573
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=573
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=287
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=287
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=287
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=287
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=1773
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=1773
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=287
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=287
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=562
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=562
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=562
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=287
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=287
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=573
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=573
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=562
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=562
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Complexe

Classe

~ Inhibiteur Résolution . Chaines
N° pdb / type Béta- - Organisme e
enzyme Lactamase (gt [els) A proteiques
4LV3 .
30 (enzyme= C ﬁngorg?CSg 1.42 Escherichia coli A B
AmpC) g
AMBK . .
31 (enzyme= A MA4SE£\n25iI{25|de) 146 KlebS|eIiIZ£>neumon A
SHV-1)
32 4KZ3
(enzyme= C 1U1 (thiophene) 1.67 Escherichia coli A B
AmpC)
13T BDS (dérivé de Pseudomonas
33 (enzyme= B I’acide succinique) 1.8 aerudinosa A B
MBL IMP-1) ICs0= 0.009M g
2QDS MCO (D-Captopril) Aeromonas
34 (MB'—l‘) MP- B Ki= 72uM 1.66 hydrophila A
35 1LLB C PCN ICso= 0.9uM 1.72 Escherichia coli A

(AmpC)
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http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=562
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=287
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=287
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=562
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TYPE BETA-

N LACTAMASE CLASSE STRUCTURE INHIBITEUR
NH,
1 | ] b
) B '
HO OH
COOH
(JJH
1 GLycylboronate
2 [”; 0 l . et boronate analogues
N ['N‘I
~N H oo B
” N HO  OH
H
'*--‘-“'"‘“s'N“]
3 J oo
SHV A ucmc"'J"""”' Y 1{0'8‘0n
4,7-dichloro-
1-benzothien-2-yl
4 o sulfonylaminomethyl
-f"xBf
DSABA
Ou
5 ﬁ‘* Oxapenem AM-112
COO-
OH H (CH,);NH;
H 0. ’/\\N ) 0 ‘
) H/\ﬂ
6 CaEDTA
H_OJ\,/NJ
0™ o a
NHCOMe COOH
S N
7 Ho0C j%:[ jj Phenazine SB212305
HO N
MBL : oowme
NDM B COOH 2-w-phenylalkyl-3-
8 Q CH, SH mercaptopropionic acids
(MF2) PhenylC4SH
HS._
9 : D-Captopril
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10

11
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13
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16

17

18
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20

21

22

23

24

Analogues dérivés
Captopril : Acide 3-
Mercapto-2-
methylpropanoic
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NH,
j_o'
0
25
NaO,C CO,Na Dérivés de I'acide
0 maléique
26 NH,
NaQ,C CO,Na
j NXL104
M trans-7-oxo6(sulfooxy)-
27 jrj 1,6diazabicyclo[3.2.1]octan2-
M carboxamide
o DS 0.
(Inhibiteur non B-lactam)
AmpC
0
NH{”"-- Avibactam
28 uTN
NH Inhibiteur non B-lactame
Sers 050, H
NH,
29 | b
HO OH
COOH
(J)H
1 GLycylboronate
30 0 0 l - et boronate analogues
Os - S
N. J I\i [ [|
- HO o OH
H
AN N
31 J ‘ o o E;
HOOC™ ™7 HO OH
4,7-dichloro-
1-benzothien-2-yl
32 o sulfonylaminomethyl
-f‘“xBf
DSABA
Ou
R Ho thiophenyl
33 s N };' oxime-derived
‘l) [ phosphonate
0
34 “'1;’11' Q Avibactam
T' NH Inhibiteur non B-lactame
050, H
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Cyclobutanone

35
4 7-dichloro-
1-benzothien-2-yl
36 sulfonylaminomethyl
OXA D DSABA
A L
37 K___q,\s.p 2 LI LN-1-255 penem
N N sulfone
2N

R i Ho thiophenyl
38 Wh Y \(;L oxime-derived
- CN

fl) phosphonate
NN
SN BRL 42715
L Ce(N1i-methyl-1,2,3-
39 - X
, triazolylmethylene)
0¥ N methylidene penem
COOH
4G .0
8 Ro 48-1220 penem
40 ¥,  CN
& N sulfone
COooH

41 Oxapenem AM-112

Annexe N°2 : Nom, classe et structure des 41 inhibiteurs de Béta-Lactamase expérimentalement

approuves.
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Résumé

Résumé :

Le docking moléculaire « in silico » est une nouvelle approche théorique qui permet la
prédiction du mode d’interaction le plus favorable d’un ligand au sein de son récepteur (cible
thérapeutique) en un temps limité et surtout parfois sans avoir a synthétiser les composés.
Dans notre recherche, le programme Surflex a été utilisé pour développer in silico de
nouveaux inhibiteurs de la Béta-Lactamase de classe C « AmpC » désactivant plusieurs
antibiotiques Béta-lactames y compris les céphalosporines. Par tri-substitution, d’un
composé référé N°29, nous avons pu améliorer nettement son score de 4.51 a 7.91 et ce par
I’introduction d’un groupement hydroxyle en position C8b, d’un groupement carboxyle en
position CI12 et d’un cycle benzéne-3’-COOH au niveau de son carbone C3. Enfin,
I’application de la reégle de Lipinski nous a permis de vérifier la biodisponibilité du composé
résultant de la tri-substitution qui se présente comme nouveau inhibiteur théoriquement

puissant et sélectif envers la Béta-Lactamase « AmpC ».

Mots clés : Docking moléculaire, Béta- Lactamase « AmpC », cible thérapeutique,

Surflex, score, Tri-substitution, Régle de Lipinski.



Résumé

Abstract:

"In silico” molecular docking is a new theoretical approach in pharmaceutical
chemistry that allows the prediction of the most favorable mode of interaction of a ligand
within its receptor (therapeutic target) in a limited time and especially sometimes without
having to synthesize these compounds. In our research, the molecular docking program,
Surflex, has been used to develop "in silico™ new inhibitors of « AmpC», class C Beta-
Lactamase deactivating several beta-lactam antibiotics including Cephalosporins. By tri-
substitution of a compound N°29, we were able to improve significantly its score from 4.51
to 7.91 by introducing a hydroxyl group at the C8b position, a carboxyl group at the C12
position and a benzene-3'-COOH ring at its C3 carbon. The application of the Lipinski rule
allowed us to verify the bioavailability of the compound resulting from the tri-substitution
that is considered as a new powerful theoretical inhibitor and selective for Beta-lactamase
"AmpC".

Key words: Molecular docking, « AmpC » Beta-Lactamase, therapeutic target,

Surflex, score, tri-substitution, Lipinski rule.
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Théme : Conception in silico de nouveaux inhibiteurs de la Béta-Lactamase de classe C
par docking moléculaire.

Résumé :

Le docking moléculaire « in silico » est une nouvelle approche théorique qui permet la prédiction du mode
d’interaction le plus favorable d’un ligand au sein de son récepteur (cible thérapeutique) en un temps
limité et surtout parfois sans avoir a synthétiser les composés. Dans notre recherche, le programme
Surflex a été utilisé pour développer in silico de nouveaux inhibiteurs de la Béta-Lactamase de classe C
« AmpC » désactivant plusieurs antibiotiques Béta-lactames y compris les céphalosporines. Par tri-
substitution, d’un composé référé N°29, nous avons pu améliorer nettement son score de 4.51a 7.91 et ce
par I’introduction d’un groupement hydroxyle en position C8b, d’un groupement carboxyle en position
C12 et d’un cycle benzéne-3’-COOH au niveau de son carbone C3. Enfin, ’application de la régle de
Lipinski nous a permis de vérifier la biodisponibilité du composé résultant de la tri-substitution qui se
présente comme nouveau inhibiteur théoriquement puissant et sélectif envers la Béta-Lactamase

« AmpC ».

Mots clés : Docking moléculaire, Béta- Lactamase « AmpC », cible thérapeutique, Surflex,

score, Tri-substitution, Régle de lipinski.
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