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Introduction

Aujourd’hui il y a un grand nombre de plantes médicinales qui possedent des propriétés
biologiques tres importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers domaines a
savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et I’agriculture. Les plantes ont constitué donc la

source majeure des médicaments gréce a leur richesse en métabolites secondaires (1).

L’Algérie, pays connu par ces ressources naturelles, dispose d’une flore singulierement
riche et variée. On compte environ 3000 espéces de plantes dont 15% endémique et appartenant a
plusieurs familles botaniques. Parmi ces plantes médicinales, Abies numidica De Lannoy ou
sapin d’Algérie. Cette plante est 'une des especes forestieres endémiques des monts des Babors
et Tababors en Algérie, ou elle constitue I'unique peuplement du pourtour méditerranéen. Cette
espece est classée par I’Union International pour la Conservation de lanature dans la liste des
plantes rares et menacées de disparition a moyen terme (2).

C’est une espece exceptionnelle, offrant indéniablement un intérét scientifique dans la
biodiversité de la flore naturelle, un intérét sylvicole et forestier par la qualité de son bois et
phytosanitaire par I’huile essentielle de ses aiguilles, offrant a cette espeéce un pouvoir
antibactérien sur certaines souches bactériennes pathogénes. La forét des Babors conserve
quelques parties relativement vierges ou les arbres multi-centenaires de sapin meurent sur pied.
Se trouvant uniquement dans la forét du mont des Babors, cet endémisme lui confere une toute
autre valeur, c’est un bien naturel rare qu’il faut conserver et protéger pour lui éviter de compter
parmi les especes disparues (3). Ces derniéres années, beaucoup dattention a été accordée aux
especes du genre Abies, en raison de leurs diverses activités biologiques de leurs métabolites

secondaires (2).

Les métabolites secondaires appartiennent a des groupes chimiques variés qui sont tres
inégalement répartis chez les végétaux mais dont le niveau d'accumulation peut quelque fois
atteindre des valeurs élevées. La notion de « métabolite secondaire » résulte initialement de trois
groupes d'observations : d'abord une difficulté a attribuer a ces métabolites une fonction précise
dans la physiologie méme de la plante, ensuite une répartition tres inégale selon les végétaux,

quelguefois entre des especes ou variétés a l'intérieur d'une méme espéce (4).
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Dans ce contexte, I’objectif de notre travail est de définir la biomolécule responsable de
I’effet biologique testé in vitro parmi un panel de métabolites secondaires identifiés et quantifiés
par la technique de LC-MS/MS dans une fraction d’acétate d’éthyle extraite a partir des aiguilles
de la plante forestiere Abies numidica. Ce travail fait appel a la bioinformatique ou 1’étude in
silico en utilisant l'amarrage « docking » de 1’effet antibactérien et antiviral des molécules
extraites dans I’acétate d’éthyle a partir des feuilles du sapin d’Algérie vient prédire et démontrer
I’implication de chaque molécule dans I’effet antibactérien de cet extrait déja testé in vitro. Cette
étude rentre dans le cadre d’un bio-Consulting et permettra sans doute un gain d’argent et de
temps pour déterminer d’une manicre ciblée I’effet potentiel d’un principe actif avant méme
d’aller extraire chaque molécule indépendamment et tester son effet in vitro et in vivo par la

suite.

Notre travail est divisé en trois parties, présentées comme suit : la premiére partie
concerne les informations relatives a notre théme, sous le titre de recherche bibliographique. La
deuxiéme partie de ce document intitulée matériel et méthodes présente les méthodes choisies
pour 1’étude in silico ainsi que le mateériel utilise au cours de cette eétude, suivie de la troisiéme et
derniére partie qui présente et traite les résultats qui ont été obtenus au cours de cette recherche

intitulée resultats et discussion, une conclusion génerale et des perspectives sont données.
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Chapitre 1 : Le sapin d’Algérie (Abies numidica De Lannoy ex CARRIERE)

1 Aire de répartition du genre Abies

Toutes les espéces des sapins sont originaires des régions tempérées de I'némisphére nord

(Figure 1) et geographiquement elles sont réparties dans 04 régions:

e Région méditerranéenne
e Sibérie et Est de I’Asie
e Amérique du Nord

e Mexique et Guatemala

Le genre Abies se compose de prés de 80 espéces, et selon la répartition géographique qu'il

occupe, ce genre est divisé en deux catégories (5) :
e Catégorie 1:
Ce groupe contient des espéces qui occupent une grande aire de répartition:

- Abies balsamea qui occupe une partie importante de I’Amérique du nord.
- Abies alba (A. pectinata) qui couvre la plus grande partie des montagnes de 1’Europe.

- Abies siberica qui marque la limite septentrionale du genre dans I’hémisphére oriental.

e Catégorie 2:

Cette catégorie contient des espéces qui occupent une petite aire de répartition, elles forment
03 groupes géographiques :

-Un groupe américain qui est composé d’environ 20 especes. Ce groupe occupe 1’Ouest de

I’ Amérique du Nord et de la Colombie britannique jusqu’a la cote californienne.

-Un groupe asiatique qui est composé d’environ 40 especes qui se trouvent dans la chaine

himalayenne, au japon et dans les montagnes chinoises et les iles japonaises méridionales.

-Un groupe méditerranéen : qui est divisé en 02 sous-groupes, le premier se compose de 06
especes occupant les rivages Nord de la méditerranée et un autre groupe qui se compose de 4

especes.
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Figure 1 : La distribution géographique moderne et I’analyse phylogénétique des

différentes espéces du genre Abies dans le monde entier (6).

2 Preésentation des sapins méditerranéens (Abies)

Les grands travaux de reforestation ont commencé a la fin du siecle dernier avec un grand
intérét pour les foréts de la région méditerranéenne (7). Les diverses espéces de sapins végétant

sur le pourtour méditerranéen sont connues depuis le siécle dernier malgré les grandes difficultés

a les classer sur le plan taxinomique.
Les Sapins méditerranéens sont rencontrés en Afrique du Nord (A. numidica, A. marocana),

en Espagne (A. pinsapo), dans les Balkans (A. cephalonica), et en Asie mineur (A. nordmaniana,

A. bornmulleriana, A. cilicica) (Figure 2) (8).
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Figure 2 : Aire de répartitions des sapins méditerranéenne.
Les sapins méditerranéens sont divisés en deux groupes différents :
e Lessapins a aiguilles aigués
Ce groupe regroupe les especes suivantes:

- A. pinsapo qui occupe quelques milliers d’hectares et se rencontre dans Sierra et Ronda,

Bermeja et Grazallema.

- A. maroccana qui occupe environ 10.000 ha et localisé sur les montagnes des environs de
Chaouen dans le Rif Nord-Occidental marocain.

- A. cephalonica ou sapin de Grece, cette espece pousse entre 400 et 1800 m d'altitude et on

la trouve dans les régions de Macédoine-Centrale, d'Epire, du Sterea Ellas, Péloponnése,
et sur les Tles loniennes (Céphalonie) (wbl).

e Lessapins a aiguilles marginées ou obtuses

L’aire de répartition de ce groupe est fort exigiie et il se compose de:
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- A. numidica: qui apparait sur les sommets des monts des Babors et Tababors en Algérie,
et il occupe juste 300 ha (9).

- A. nebrodensis: il n’existe qu’une vingtaine d’individus vivant sur des crétes des monts de
la Madone en Sicile et pour cela, il est considéré comme tres rare (7).

- A. cilicaca: Répartis sur I’est du sillon d’Antalya sur les sommets de 1I’Amanus en
Turquie, en Syrie et dans le Nord du Mont du Liban.

- A. tazaotana et A. pardei sont localisés au sommet de Tazaot dans le Rif marocain et en
Péloponese.

- Les Sapins Nord anatoliens qui comprennent trois espéces: A. equitrojani, A.
nordmanniana et A. bornmuellerian. Ils sont situés sur les marges de la région
méditerranéenne.

- A alba: Il existe en France dans les cordilleres du Ventoux, les Préalpes de Grasse, ainsi
que les montagnes de Cagne en corse méridionale (8).

A. borisii regis: Sapin du roi Boris, ce sapin est présent dans les montagnes des Balkans.
3 Les différentes espéces du genre Abies

Les différentes especes du genre Abies sont résumées dans le tableau suivant :
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Tableau 1 : Principales espéces du genre Abies (wb2).

Abies alba
Abies amabilis
Abies balsamea

Abies beshanzuensis
Abies bifolia
Abies borisii-ragis
Abies bracteata
Abies cephalonica
Abies chayuensis
Abies chensiensis
Abies cilicica
Abies concolor
Abies delavayi

Abies densa
Abies durangensis
Abies ernestii
Abies fabri
Abies fanjingshanesis
Abies farfesii
Abies firma
Abies forrestii
Abies fraseri
Abies georgei
Abies grandis
Abies guatemalensis
Abies hickeli

Abies holophylla
Abies lasiocarpa
Abies lowiana
Abies magnifica
Abies mariesii
Abies marocana
Abies nebrodensis
Abies nephrolepsi
Abies nordmanniana
Abies nukiangensis
Abies numidica
Abies pindrow
Abies pinsapo

Abies procera
Abies recurvata
Abies religiosa

Abies sachalinensis

Abies sibirica
Abies spectabilis
Abies squamata
Abies umbellate

Abies veitchii

Abies vejari
Abies yuabaoshanensis

Abies ziyuanensis

3.1 Le sapin d’Algérie (Abies numidica De Lannoy ex CARRIERE)

3.1.1 Découverte de I’espéce

Cette espéce a été découverte en 1861 sur les montagnes des Babors par le capitaine

Deguilbert. Les botanistes Letourneux et Cosson considérent ce sapin comme une variété des

sapins espagnols, il a de ce fait été appelé Abies pinsapo baborensis. En 1861, De Lannoy décrit

pour la premiére fois ce sapin d’ou I’appellation A. numidica De Lannoy, mais la publication
valide était par Elie Abel Carriére en 1866 (10).

Abies numidica est communément appelé : sapin de Kabylie, sapin d'Algérie, sapin de

Numidie et sapin des Babors. Les dendrologues et les botanistes ont désigné ce sapin sous

diverses appellations dont : A. numidica De Lann, A. pinsapo baborensis Cosson, A. numidica

glauca Hort, Abies baborensis Letourneux, A. numidiensis Alphand, A. numidica aurea

——
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Blaringhen, Picea numidica Gordon, Pinus baborensis Mac Nab, Pinus pinsapo Parlatore et

Pinus baborensis Vos (10).

3.1.2 Aire de répartition

L'aire de répartition appelée aussi aire de distribution ou simplement distribution c’est la
zone délimitant la répartition géographique ou cette espéce est présente, elle peut étre continue ou
disjointe (wb3).

Le sapin de Numidie " Abies numidica " est une espece de coniféere endémique
uniquement en Algérie, ou il couvre seulement une superficie de 300 ha (11). Il a une aire de
répartition restreinte dans le massif des Babors, en Kabylie orientale entre 1300 et 2000 m
d’altitude dans 1’étage montagnard humide et en mélange avec le chéne zéen (12).

Cet arbre se trouve dans les foréts mixtes des montagnes humides. Le climat est particuliérement
humide et froid, avec des précipitations annuelles de 2500 mm, dont la grande partie tombe sous
forme de neige pendant I’hiver. Les étés sont secs et le climat est typiquement méditerranéen
avec une temperature moyenne de 18 °C et pendant en hiver la température minimale est de -1

°C, avec des gelées extrémes entre -8 a -10 ° C (13) (wb4).

3.1.3 Description botanique

Le sapin de Numidie est un arbre de forme pyramidale, trés branchu (12) (Figure 3), c’est un
conifére de la famille des pinaceées, la sous famille des abiétées et du genre Abies, arbre atteignant
23 métres d’hauteur avec un tronc lisse de 1 métre a cime conique a la fin aplatie, son écorce est
grise, les rameaux sont nombreux de couleur verte ou brune (Figure 4), les feuilles sont en brosse
de forme des aiguilles verts olives persistants et touffus. 1l a des cbnes grands, oblongs,
cylindriques et gris brunatre a maturité, de 8-18,5 cm de longueur, 4-6 cm de diamétre. Ces cones

sont divisés en écailles irréguliéres renferment des graines qui parviennent sa maturité en octobre.

Sa floraison aura lieu en avril-mai pour les inflorescences males qui ont une couleur rouge
brune et en janvier pour les inflorescences femelles qui ont une couleur verte qui deviennent des

cones plus tard (14).
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Abies numidica supporte les régions montagneuses mais aussi elle supporte mieux les

conditions des villes que la plupart des autres sapins et s'adapte a tous les types de sol.
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3.1.4 Taxonomie du Sapin d’Algérie

Tableau 2: Classification scientifique d’Abies numidica (wb5).

Classification
Région plantea
Sous-région Tracheobionta
Division Coniferophyta
Classe Pinopsida
Ordre Pinales
Famille Pinaceae
Sous-famille Abietodeae
Genre Abies

3.2 La phytothérapie de I’Abies numidica

3.2.1 Usage traditionnel du sapin de Numidie

Cette espece est tres importante dans le secteur médical en plus de leur importance
environnementale, en raison de leurs propriétés antibactérienne (15), antifongique (16),
antitussive (17), anti-inflammatoire, anti-ulcérogéne, anti-hypertension (18), et les activités de

systeme nerveux central (19).

En médecine traditionnelle, la gomme de sapin a été utilisée dans le traitement de
nombreuses maladies et est considérée comme l'un des traitements de base de la médecine

populaire (wbb5).

Cette plante a éte utilisée dans le traitement des maladies respiratoires et des compresses
de brllure, et a également été utilisée comme antiseptique dans les blessures et antiscorbutique
(14).

10
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3.2.2 Les travaux scientifiques réalisés sur I’espéce Abies numidica

Plusieurs études ont prouvé qu’Abies numidica est utilisé dans le traitement des maladies
pulmonaires, des ulcéres, des indigestions, des vaisseaux sanguins et des maladies vénériennes
(20). De plus, 'huile essentielle des aiguilles du sapin de Numidie a un effet antibactérien sur
plusieurs souches bactériennes (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsieblla

pneumonie, Acinetobacter sp. Et Staphylococcus aureus) (21).

Une autre étude a confirmé que l'extrait méthanolique et les huiles essentielles d’Abies
numidica contiennent plusieurs molécules bioactives responsables de I’activité antioxydante et

antimicrobienne (22).

D'autres études ont montré que les feuilles de sapin pourraient étre utilisees comme
source de nouveaux agents antimicrobiens contre des bactéries devenues nettement plus

résistantes aux antibiotiques traditionnels (23).

Récemment Benouchenne et al. 2020 ont étudie les propriétés antioxydantes et
antibactériennes de 1’extrait acétate d’éthyle des feuilles d’Abies numidica et ont déterminé la
composition chimique des flavonoides par analyse LC-MS/MS. Le criblage phytochimique a
montré que cet extrait est riche en flavonoides et en tanins alors que la détermination quantitative
a montré qu’il est riche en composés phénoliques totaux et en flavonoides totaux. Cet extrait a
révélé une capacité antioxydante importante a faible concentration; il présentait également une
forte activité d'inhibition antibactérienne. L'analyse LC-MS/MS a révélé que cette fraction

d’acétate d’éthyle est riche en Astragaline, Hyperoside et de Quercitrine qui agissent comme des

agents réducteurs (24).

L’extrait n-butanol des feuilles d’Abies numidica a été également étudié par Benouchenne
et al.2021. Les composés phénoliques totaux et les flavonoides totaux ont été trouvés en grande
quantité (381,15 + 22,70 ug GAE/ml ; 49,79 + 2,81 pg QE/ml, respectivement). Un effet
antibactérien avec une zone inhibitrice potentielle a été observe, en particulier contre Proteus
vulgaris (17,5 £ 0,70 mm). L'activité antioxydante a révélé que cette fraction a un pouvoir

d'élimination des radicaux et une capacité de chélation des métaux. La LC-MS/MS a montré que

11
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les principaux composes présents dans cet extrait sont I'hyperoside (399,91 ug/g), l'astragaline
(147,22 pg/g) et la rutine (102,62 pg/g).

Ainsi, les feuilles d'A. numidica peuvent étre trés utiles pour prévenir 1’effet négatif des

radicaux libres et pour éliminer les infections bactériennes (25).

12
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Tableau 3: Carte d’identité de I’espéce A. numidica De Lannoy.

Abies numidica de Lannoy Ex Carriére

Auteur De Lannoy ex Carr. 1862
baborensis (Cosson)
Abies pinsapo var. baborensis
Synonymes | pjn g pinsapo var. numidica
Pinsapo ssp numidica (de Lannoy ex Carr.)
Noms locaux | Sapin de Numidie ; sapin d’Algérie ; sapin de Kabylie ; sapin des Babors.
Distribution | Monts Babors, Tababor, en Kabylie orientale (nord Algérie) ; de 1300 a 2000 m.
Taille et pore | Peut atteindre 25 m ; port conique large, cime arrondie au sommet ; trés branchu.
1a2,5cm; sur les rameaux stériles, elles sont en demi-écouvillon, laissant un
sillon en V sur le rameau ; apex arrondi ou un peu arrondi, non piquant ; 3-8
Feuilles lignes discontinues de stomates sur la face supérieure vers I’apex ; sur les
rameaux fertiles, elles sont en brosse épaisse et relevée ; apex corné et aigu ;
stomates tres nets sur la face supérieure.
Cbnes males | Teintés de rouge, jaunes en s’ouvrant.
Cones de 12 a 18 cm sur 3 a 5, cylindriques, gris brun a maturité, résineux, a
Cones bractées incluses ; 1’écaille du cone, cunéiforme et a bord entier, de 3 cm de
femelles large, est pubescent sur la face dorsale ; graine de 1, 2 a 1, 4 centimétres, a aile
aussi longue ; 4-8 cotylédons.
Ecorce grise et lisse, un peu rose, puis brunatre et écailleuse avec ’age ; rameau
Ecorce, )
de 1 an glabre, vert brun ; rameau de 2 ans glabres, gris brun ; bourgeons brun
Rameaux 7 - e - Y 7 - 7 Y -
rouge, non résineux, ovoides, pointus, a écailles non serrées et a bord finement
Bourgeons S s S, I .
cilié, a demi dégagés des aiguilles terminales.
Habitat et Rustique mais craint les grands froids (gélivures) ; toutes terres méme calcaires
culture et seches ; supporte I’air des villes ; croissance rapide.
Divers Numidie = ancien nom de I’ Algérie ; espece en danger
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1 Généralités et historique

Kossel a éte le premier a utiliser le terme "metabolites secondaires™ en 1891 et il a dit que les
métabolites secondaires sont présents de facon ‘'accidentelle’ et ne sont pas nécessaires a la vie des
plantes, contrairement aux métabolites primaires, qui se caractérisent par leur présence dans

toutes les cellules végétales qui peuvent se diviser (26).

Kossel distingua alors les deux types de métabolites d'une maniére qui existe encore
aujourd'hui, et il a identifié les métabolites secondaires par exclusion, car il disait que ce sont des
composés qui n'appartiennent pas aux métabolites primaires, et cette identification a suscité

beaucoup de critiques.

Les métabolites secondaires ont une nature chimique diverse et ont également plusieurs
fonctions physiologiques précises qui sont bien discutées, par exemple, les propriétés d'attraction
de pollinisateur, de défense contre des agents pathogenes, des prédateurs ou contre des facteurs

de contrainte liées a leur environnement direct (27).

Les métabolites secondaires sont également des composants chimiques, mais ils ne sont pas
nécessaires, et peuvent étre dispensés parce que la majorité de ces métabolites n‘ont aucun réle
dans la croissance, le développement et la reproduction, et pour cette raison, ils sont appelés

« métabolites secondaires ».

Il faut aussi savoir que la production de métabolites primaires est conservé entre les phylums
et a travers les regnes tandis que les métabolites secondaires se distinguent par leur production
qui est rarement conservée sur une large gamme taxonomique, et limitée a seulement a un groupe

d'especes ou de genres (28).

La British Nutrition Fondation a divisé les métabolites secondaires en quatre catégories

principales (29) :

1- les terpénoides (tels que les caroténoides, stérols, glycosides cardiaques et substances
volatiles végétales).
2- les phénoliques (tels que lignanes, acide phénolique, tanins, coumarines, lignines,

stilbenes et flavonoides).
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3- les composés contenant de l'azote (tels que les acides aminés non protéiques, les
glucosides cyanogenes et les alcaloides).

4- les composés contenant du soufre (tels que le GSH, GSL, phytoalexines, thionines,
défensines et lectines) (30).

2 Les métabolites secondaires et les principes actifs des plantes
2.1 Les composés phenoligues
2.1.1 Phénols simples

2.1.1.1 Les acides phénoliques

Tous les composés organiques qui ont au moins une fonction carboxyle et un hydroxyle
phénolique peuvent étre appeles acides phénoliques qui ont plusieurs proprietés biologiques
intéressantes : immunostimulants, antiinflammatoires, anti radicalaires, antiseptiques urinaires,
cholagogues, hépatoprotecteurs, cholérétiques (31) et on les trouve aussi dans un certain nombre

de plantes agricoles et médicinales (32).

Les acides phénoliques sont formés d'un squelette a sept atomes de carbone et peuvent

étre divisés en deux classes :

- les dérivés de lacide benzoique qui sont principalement représentés par les acides p-
hydroxybenzoiques, protocatéchiques, vanilliques, galliques, salicyliques et gentisiques (Figure
5) (33). Les acides protocatéchiques sont tres largement répandu, par contre les galliques sont

plus rare, ils ont des fonctions différentes dans la plante.
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R2 R1 Composeés R1 R2 | R3 | R4

@) Ac. Benzoique H H H H

R3 /< Ac. Salycilique OH | H H H
Ac. p-hydroxy-benzoique H H |OH| H

OH [Ac. Galique H |OH|OH | OH

R4 Ac. protocatéchique H |OH|OH | H

Figure 5 : Structures chimiques de quelques dérivés de I'acide benzoique.

- les dérivés de l'acide cinnamique (34) qui comprennent I’acide p-coumarique, caféique,

férulique et sinapique (35).

Ces acides possédent une structure du type C6-C3 (Figure 6) (35 ; 36).

R1 OH Composés R1 | R2 | R3
R2 Ac. Cinnamique H H H
AN O AcC. o-coumarique OH| H H
Ac.p-coumarique H H | OH
R3 Ac. Caféique H | OH | OH

Figure 6 : Structures chimiques de quelques dérivés de I'ester hydroxycinnamique.

2.1.1.2 Les coumarines

« Coumarou » est a l'origine du nom coumarine, et c'est le nom vernaculaire du fruit d'un

arbre de la Guyane « féve Tonka ».

En 1820 fat isolée pour la premiere fois de ce fruit une substance cristalline odorante
appelée coumarine (37). Les coumarines les plus fréquentes sont l'umbelliférone ou

ombelliférone, I'aesculétine, la scopolétine (Figure 7).

15

——
| —



Chapitre 2 : Les métabolites secondaires et les activités biologiques

La coumarine dérive de l'acide o-coumarique et il peut étre considéré que les différentes
coumarines dérivent des acides cinnamiques ortho-hydroxylés (38).

Figure 7 : Structure chimique de quelques coumarines.

2.1.2 Les flavonoides

Les flavonoides sont le plus grand groupe de composés phénoliques qui sont répandus
chez les végétaux et ils sont présents dans les parties supérieures: tiges, feuilles, fleurs, fruits,

grain.

Les flavonoides possédent tous un méme squelette de base a quinze atomes de carbone
(C6-C3-C6), la structure se compose de deux unités aromatiques, de cycle en C6 (A et B) reliés

par un pont de trois carbones (Figure 8) (39) (40).

Figure 8 : Squelette de base des flavonoides.
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Ces derniéres années dans le domaine médical, les propriétés des flavonoides ont été
étudiées en détail pour leurs activites antivirales, antitumorales, antiinflammatoires,

antiallergiques et anti-cancéreuses (41).

Selon le degré d'oxydation du noyau pyranique central et les structures chimiques de la
famille des flavonoides, elles peuvent étre divisées en six classes : flavanols, flavones, flavonols,

flavanones, isoflavones et anthocyanidines (42).
2.1.3 Les tanins

Les tanins sont des polyphénols qu’on trouve dans de nombreux végétaux comme les
écorces darbre et les fruits. Leur structure complexe est formée d'unités répétitives

monomériques et cela varie selon leur degré d'oxydation et leurs centres asymétriques (43).
Les tanins sont divisés en deux groupes selon la structure des molécules:
e Les tanins non hydrolysables (condenses ou pro-anthocyanidines) :

Nous pouvons les appeler polyphénols ou proanthocyanidine, ils sont utilisés dans
l'alimentation humaine (fruits, légumes, the, dattes,..). La structure complexe des tanins
condenses est formee d'unités répétitives monomériques qui varient selon leur degré d'oxydation
et leur centre asymetrique. Ces tanins sont des oligoméres ou polymeéres flavaniques constitués
d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-carbone (Figure 9). lls se
différent des tannins hydrolysables car leur molécule ne contient pas de sucre et leur structure est

voisine de celle des flavonoides.

Figure 9 : Structure chimique des tanins condensés.
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e Les tanins hydrolysables :

Ces tanins sont des esters de glucides ou d'acides-phénols, ou de dérivés d'acides-phénols. On
retrouve ce groupe chez les rosidaes dans tous les organes avant la maturité: racines, tiges,
feuilles ou fruits. Ils sont des oligo ou des polyesters d’un sucre qui est généralement le D-

glucose et d’un nombre variable d’acide phénol, soit I’acide gallique soit I’acide ellagique.

2.1.4 Les quinones

Les quinones sont des métabolites secondaires isolés des plantes, ils sont dérivé de
l'oxydation des hydroquinones et ayant un systeme aromatique (44). La structure de la quinone a
un role important dans la relation entre la constitution chimique et la couleur (wb6). On les
trouve dans certains champignons, bactéries et diverses plantes. Elles sont également présentent
chez certains animaux qui obtiennent des composes de quinone a partir des plantes qu'ils
mangent, telles que les oursins, les insectes des lacs, les pucerons et certains cochenilles (wb6).
Les quinones se présentent sous forme des biochromes (des pigments biologiques) et ils
comprennent la benzoquinone, la naphtoquinone, I'anthraquinone et les polyquinones (Figure 10)
(44).

@ O O
@)
anthraquinone naphtoquinone benzoquinone

Figure 10 : Classification des quinones.
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2.2 Les saponines

Les saponines ou saponosides sont une classe specifique de métabolites secondaires, leur
nom provient du latin sapo ce qui veut dire "savon", c'est grace a ces propriétés qui leur
permettent de former une mousse en présence d'eau, ils sont abondamment retrouvés dans le

régne végétal (45).

Les saponines produites par une variété de plantes comme la saponaire, les arbres a savon,
le lierre, le quinoa et le soja en quantité variable et on les trouve dans les feuilles, le tronc, les
fruits, les graines, les coques des noix et les racines etc..., et elles sont produites aussi par
quelques animaux (wb7). Les saponines sont hautement toxiques pour les animaux a sang froid,
en particulier les poissons et les insectes, bien qu'elles ne présentent aucun danger pour les étres

humains (wb7).

Grace a leur diverses origines biosynthétiques, les saponines ont une grande diversité
structurale, leur structure repose sur les glycosides triterpéniques c'est ce qui leur fait jouer un
réle important dans la défense chimique et les caractérise par de nombreuses propriétés

pharmacologiques (46).
2.3 Les terpénoides

Les terpénoides, appelés aussi terpénes, avec plus de 22 000 composes ils représentent une
grande catégorie de métabolites secondaires. Il est possible qu'une méme plante produise des
terpénoides différents pour des besoins et des buts différents mais ils ne sont pas seulement
spécifiques aux plantes car les sesquiterpenes et les diterpénes sont également présentes chez les

animaux malgré que les terpénoides sont synthétisés a partir de I'acétyl CoA ou le malonyl CoA.

Les terpenoides sont des composés aromatiques, volatiles de faibles poids moléculaires
(47) (48), ils sont divisés en plusieurs classes selon le nombre de leurs unités isoprene (Figure
11) (49).

C5: hémiterpenes (une wunité isopréne), C10: monoterpénes (deux unités isopreéne),

C15: sesquiterpenes (trois unités isopréne), C20: diterpénes (quatre unités isopréne),
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C30: triterpenes, C40: tetraterpénes (caroténoides), C45 et C50 : queues terpéniques des

molécules de plastoquinones et d’ubiquinone.

Figure 11 : Structure de base des terpénes (I'isopréne).

3 Exemples d’activités biologiques des métabolites secondaires

3.1 Activité antivirale

Les virus sont a l'origine de toutes les épidemies mortelles de I'histoire de I'humanite, et ces
virus provoquent encore des catastrophes dans de nombreux pays jusqu'a present, tels que :
SIDA, SARS...

L'Organisation mondiale de la santé surveille et travaille sur les initiatives médicales, cette
veille ne se limite pas aux humains, mais les animaux jouent également un réle important dans la
propagation des maladies virales humaines récentes (50), Cela s'était déja produit avec I'épidémie

de grippe espagnole.

Le développement des médicaments antiviraux a commence pour limiter la propagation des
maladies virales, et en travaillant sur le développement de molécules pour déterminer leur activité
antivirale au lieu dutiliser des molécules primaires qui perturbaient le travail des cellules
lorsqu'elles empéchaient la réplication de virus, ce qui rendait difficile de les utiliser comme
traitement médical. Mais aprés avoir travaillé sur le développement de molécules, elles

deviennent plus efficaces.
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3.1.1 Définition d’un antiviral

Les antiviraux sont des molécules qui ont pour but de lutter contre des virus. Ils sont actifs sur les

virus au stade de leur multiplication et se divisent en quatre types selon leur mode d'action :
- Les antiviraux qui empéchent le virus d'entrer dans la cellule.

- Les antiviraux qui empéchent la réplication du virus.

- les antiviraux qui empéchent le virus d'utiliser la cellule.

- Les antiviraux qui inhibent la sortie du virus de la cellule (wb8).

Plusieurs études ont démontré que les flavonoides ont une activité antivirale et ont un effet
direct sur le virus ou un effet indirect lorsque les molécules améliorant le mécanisme de défense
contre le virus, les flavonoides sont des options de traitement prometteuses contre I'infection au
COVID-19 (51), et dans notre travail, nous avons essayé de prouver la possibilité que certains

d'entre eux inhibent le virus du SARS par rapport a la molécule de redmesivir.

Le redmisivir est un inhibiteur viral de I'ARN polymérase qui a montré une activité in
vitro contre le SARS-CoV-2 (52), car il a été testé pour la premiére fois sur le macaque rhésus, et
les animaux traités par le remdesivir ont montré moins de lésions pulmonaires et des taux de

virus plus faibles dans les poumons que les animaux témoins (53).

3.2 Activité antibactérienne

L'organisation mondiale de la santé « OMS » certifie que les plantes médicinales sont
constituées d’une panopliec de molécules caractérisées par des structures riches, complexes et
variées pour cela elles devraient étre étudiées intensivement afin de mieux comprendre leurs
propriétés et leurs efficacités (54).

Parallelement I'intérét est de plus en plus affirmé pour 'utilisation des plantes dans des

domaines non alimentaires, et le fait que les antibiotiques traditionnels sont devenus inopérants
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(55) a ouvert une porte a de nouveaux débouchés et axes de recherches sur des antimicrobiens et
d'autres remedes dérivants des plantes (56).

Plusieurs études épidémiologiques et cliniques attestent le rdle incontestable des composés
phénoliques dans I’inhibition d’innombrables bactéries pathogenes voir méme toxiques,
fongicides et antibiotiques (57). Ces métabolites secondaires peuvent conduire a la diminution de

’activité enzymatique ainsi qu’a la croissance microbienne (58).

Les composés phénoliques sont méme capables de neutraliser des toxines bactériennes

grace a plusieurs travaux entrepris ces derniéres années (59).

3.2.1 Définition d’un antibactérien

Un antibactérien est une substance chimique, naturelle, synthétique qui tue les bactéries ou
inhibe leurs croissance. Les antibactérien peuvent étre subdivisés en fonction de leurs mode
d’activité en bactéricides, qui tuent les bactéries et en bactériostatiques, qui inhibent leurs
croissance (60).

Son activité depend des parametres tels que la température, le pH, I’humidité, la présence

d’oxygene (58).

3.2.1.1 Modes d’action d’un antibactérien

Le mécanisme d’action des composés phénoliques est sans doute trés complexe et plusieurs
hypotheéses ont été¢ avancées afin d’¢lucider leur activité contre de nombreux microorganismes
parmi elles ; D’inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes (protéases, et des
carbohydrolases), la séquestration de substrat nécessaire a la croissance microbienne ou chélation

de métaux (tels que le fer), et I’inhibition du métabolisme microbien (60 ; 61).

o Action sur les membranes cellulaires
Les polyphénols s’adhérent a la surface de la membrane plasmique et pénétrent a ’intérieur
de la cellule bactérienne, inactivent certaines enzymes tels les perméases qui sont impliquées

dans le transport de substrats (aminoacides et des polysaccharides) ce qui peut par voie de
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conséquence entrainer une modification de la perméabilité cellulaire, induisant a la lyse de la

cellule bactérienne (62).

o Action sur les enzymes
Les composés phénoliques sont des inhibiteurs enzymatiques a 1’égard de nombreuses
enzymes (60). lIs sont capables de se complexer avec les protéines et par conséquence bloquer les
sites actifs des enzymes inhibant ainsi leur activité (63).
Tout comme les tanins condenseés les tanins hydrolysables ont la capacité de se complexer
avec les protéines. Ce processus peut inhiber et/ou immobiliser les enzymes microbiennes

extracellulaires (64).

o Chélation des métaux
Les composes phénoliques peuvent limiter la croissance des bactéries grace a leur capacité
a chélater le fer, ce dernier est un nutriment indispensable a la survie des microorganismes. Il
joue un réle important dans plusieurs fonctions y compris sa necessité pour la respiration et pour
la synthése de I’ADN (65).
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1 Introduction

Depuis la Seconde Guerre mondiale, le monde n'a pas connu de crise comme la crise du
coronavirus, qui est une crise sanitaire mondiale qui est apparue pour la premiére fois en Asie a la
fin de l'année derniere, puis le virus s'est propagé sur tous les continents, a l'exception de

I'Antarctique.

Le 25 juin 2021, I'Organisation mondiale de la santé a annoncé que le nombre de victimes du
coronavirus dans le monde avait atteint 3,8 millions de décés, avec plus de 179 millions de cas

confirmés (wh9).

Avec le début de la catastrophe qui a frappé le monde, les laboratoires scientifiques ont

commencé a chercher ce qui inhibe le virus.

Et ici le docking est utilisé pour étudier les structures moléculaires et les interactions, ce qui
nécessite beaucoup de patience pour terminer une structure pouvant contenir des milliers
d'atomes, et permettant la création et l'affichage d'infographie en quelques secondes, et la
modélisation macromoléculaire que fournit la vue la plus possible de l'interaction médicament-
récepteur par les calculs de docking pour créer une nouvelle approche rationnelle de la structure

du médicament selon les structures tridimensionnelles du site récepteur.
2 Base de Données PDB

PDB (Protein Data Bank) est l'unique archive mondiale et la principale source de données de
biologie structurale c'est aussi une collection de données sur les structures des macromolécules

biologiques et surtout les structures 3D de protéines d’intérét pharmaceutique.

La PDB contient des données obtenues par cristallographie aux rayons X et par
spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN), et des biologistes et des biochimistes
du monde entier déposent des données expérimentales sur la PDB, et tout le monde peut y

accéder gratuitement via les sites Internet de ses organisations membres:

e PDBe (Europe) (wb10).
e PDBj (Japon) (wb11).
e RCSB (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics) (Etats-Unis) (wb12).
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e BMRB (Biological Magnetic Resonance Data Bank) (Etats-Unis) (wb13).
e La banque mondiale de données sur les protéines (wwPDB) est actuellement responsable
de la PDB qui contient 179210 structures macromoléculaires biologiques (wb12).

3 Docking

L’amarrage moléculaire, ou docking, est une méthode qui prédit 'orientation d'une molécule
par rapport a une autre pour avoir le complexe le plus stable. Il est fréqguemment utilisé sur I'étude
de la cible moléculaire des médicaments et reduire les essais expérimentaux (wb14).

Le docking est globalement utilisé pour géenérer des modeles permettant de prédire le mode

d’interaction entre deux molécules a partir de leurs coordonnées atomiques (66).
Le principe du docking repose sur 3 étapes :

e Représentation des systemes moléculaires.

e FEtablissement d'un algorithme de recherche des interactions.

e FEtablissement d'une fonction permettant d'évaluer linteraction entre les partenaires
(wb15).

3.1 Récepteur (Hote)

Un récepteur est une protéine de la membrane cellulaire ou du cytoplasme ou du noyau
cellulaire qui se lie spécifiguement a un facteur spécifique (un ligand, tels un neurotransmetteur,
une hormone, une molécule médicamenteuse, une toxine, un ion calcium, ou une protéine
spécifique de la membrane d'un virus, ...), induisant une réponse cellulaire a ce ligand (wb16).

Les modifications du comportement du récepteur protéique induites par le ligand
conduisent a des modifications physiologiques qui constituent les « effets biologiques » du ligand
(wb16).

Les coordonnées atomiques des structures se trouvent dans un format de référence appelé

pdb, lu par différents logiciels de visualisation, de modélisation, de criblage virtuel....ect.
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Le fichier pdb contient diverses informations sur la macromolécule tel que le nom du
récepteur, on y retrouve aussi des informations sur la structure primaire, les hétéro-atomes
(ligand, métaux, résidus modifié...), la structure secondaire et les coordonnées atomiques X, Y

et Z qui déterminent la position exacte de chaque atomes dans une conformation donnée (67).

3.2 Ligand (Invité)

Un ligand est une molécule qui se lie de maniére réversible a une macromolécule ciblée,
protéine ou acide nucléique, le ligand tres utilisé pour I'étude de protéines, désigne les molécules
qui interagissent avec la protéine de maniere non-covalente et spécifique et qui jouent un réle
dans ses fonctions (wb17).

En docking moléculaire, le choix du ligand et une étape trés importante. Ce choix doit étre
pertinent en raison de la spécificité du site actif de la cible évitant de tester inutilement des
molécules (68).

3.3 Approche

L'approche d'amarrage moléculaire peut étre utilisée pour modéliser I'interaction entre une
petite molécule et une protéine au niveau atomique, qui permet de caractériser le comportement
de petites molécules dans le site de liaison des protéines cibles ainsi pour élucider les processus
biochimiques fondamentaux (wb14).

On utilise l'approche comme une solution potentielle aux problémes d'amarrage des
récepteurs flexibles, cette approche est utile si une interaction importante est déja connue avant

I'amarrage (wb14).

3.4 Algorithmes

Il existe différentes méthodes qui permettent de prendre en compte la flexibilité du ligand
notamment des méthodes systématiques et des méthodes aléatoires ou stochastiques (69).
Les algorithmes de méthode systématique explorent ’ensemble des degrés de liberté d’un

ligand. Certaines approches systématiques sont dites exhaustives dans la mesure ou elles visent a
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explorer I’ensemble des conformations possibles d’un ligand. Pour cela, chaque angle diédre du
ligand est incrémenté de facon discréte, et toutes les combinaisons d’angles autorisées sont
¢chantillonnées. Si cette approche a le mérite d’évaluer 1’ensemble des conformées possibles,
leur quantité croft rapidement lorsque le nombre de degrés de liberté d’un ligand augmente (69).
Les algorithmes de recherche stochastique visent a réduire la complexité combinatoire en
explorant I’espace conformationnel de maniére aléatoire. Cela implique que, contrairement aux
algorithmes de recherche systématiques, deux simulations indépendantes peuvent générer des
résultats différents. De plus, la recherche n’étant pas exhaustive, le risque de ne pas générer de

solutions optimales est d’autant plus important que la complexité du systeme d’intérét augmente
(69).

3.5 Fonction Score

Le score est une donnée numérique utile pour quantifier le degré avec lequel un ligand se
complexe a un récepteur et pour une estimation de 1’affinité entre la macromolécule et la petite
molécule organique, la fonction de score utilisée correspond aux différentes classes de scoring
utilisées dans les methodes de docking. Ces fonctions de score sont construites a partir de régles
fondées sur une analyse statistique des complexes protéine-ligand résolus expérimentalement
(70).

Cette fonction de score prend en compte I’énergie des liaisons hydrogeéne, I’énergie
électrostatique et de Vander Waals, les interactions eventuelles avec des métaux et une pénalité
en fonction de la torsion du ligand (71).

La fonction de score joue un réle essentiel dans tout logiciel de docking, car c’est cette
fonction qui est minimisée par 1’algorithme de recherche (72).

Les fonctions de score utilisées pour le docking donnent une estimation de I’affinité de
liaison entre un ligand (L) et son récepteur (R) (66).

Enfin, plusieurs fonctions de score de nature différente peuvent étre combinées pour

former des fonctions de score dites de consensus.
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1 Matériel biologique

1.1 Les molécules biologiques

Le matériel biologique qui est I’objet de notre étude est un ensemble de biomolécules en
I’occurrence des polyphénols. Ces composés phénoliques ont été extraits dans le solvant Acétate
d’éthyle a partir des feuilles du sapin d’Algérie (Abies numidica) au laboratoire de Génétique
Biochimie et Biotechnologies Végétales de 1’Université Freres Mentouri Constantine 1. Plusieurs
activités biologiques de cet extrait ont été évaluées (24), et I’extrait a montré des résultats trés
satisfaisants. L ’identification et la quantification des polyphénols présents dans cet extrait ont été
réalisées par la méthode LC-MS/MS. Un ensemble de 12 molécules a été identifié (Figure 12 et
tableau 4).
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Figure 12 : Le profil LC-MS/MS de I’extrait acétate d’éthyle analysé.
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Tableau 4 : Identification et quantification des polyphénols présents dans I’extrait acétate

d’éthyle.

No Analytes Retention Time EAF (ug/0)
1 Protocatechuic acid 7.00 71.62
2 Chlorogenic acid 8.03 15.59
3 Luteolin-7-gluside 13.20 43.17
4 Rutin 13.67 27.58
5 Hesperidin 13.68 7.83
6 Hyperoside 13.69 3370.96
7 Apigetrin 14.54 192.56
8 Quercitrin 14.98 2300.33
9 Astragalin 15.13 3391.36
10 Quercetin 17.10 24.75
11 Luteolin 17.78 241
12 Apigenin 19.20 6.64
13 Pseudohypericin 26.34 N.D.

14 Hyperforin 28.97 N.D.

15 Hypericin 30.18 N.D.

L’activité antibactérienne de ces molécules biologiques évaluées contre les différentes
bactéries pathogénes Gram positif et négatif a révélé que cet extrait acétate d’éthyle des feuilles
du sapin d’Algérie a un pouvoir antibactérien potentiel en inhibant la croissance de toutes les

bactérie et a faible concentration (24).

Ce dernier constat trés intéressant se rapportant a ’utilisation potentielle de cet extrait
comme un antibiotique puissant contre les bactéries pathogeénes, il convient donc de déterminer la
ou les molécules responsables de cet effet et qui seront les futurs principes actifs naturels. C’est
dans ce contexte que la bioinformatique et les analyses in silico sont importantes pour nous
guider dans le choix des molécules antibiotiques d’intérét parmi les 12 molécules identifiées par

LC-MS/MS. Ces méme molécules seront également testées in silico contre le virus de la COVID
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19 dans le but de vérifier si cet extrait des feuilles d’Abies numidica est capable d’inhiber le virus

responsable de cette pandémie.

1.2 Les bactéries utilisées dans les tests in silico

1.2.1 Staphylococcus aureus

Stapylococcus aureus est une cocci a Gram positif, de forme sphérique, avec un diamétre
de 0.8 @ 1 um. L’espéce appartient a la famille des Staphylococcacaea. L’espéce S.aureus est
I'une des espéces redoutées du genre Staphylococcus. Ces cellules sont des coques regroupées en
amas (grappes de raisin). Ce sont des Gram positif, immobiles, anaérobies facultatives, non
exigeantes. C’est une bactérie productrice de I’enzyme coagulase, et d’un ensemble de toxines
responsables des symptomes cliniques observes lors des infections invasives, des toxicoses et des
formes mixtes causées par cette espece (73). Ces types de bactéries sont asporules,
habituellement sans capsule. De nombreuses souches de Staphylococcus aureus produisent un

pigment jaune doré. S. aureus est la cause de méningite, ostéomyélite et la diarrhée (74).

1.2.2 Escherichia coli

Escherichia coli est un bacille a gram négatif, cette espece appartient a la famille des
Enterobacteriaceae. C’est une bactéric de forme non sporulée, de type anaérobie facultative,
généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est
de 1,1a1,5 um (74).

L'habitat naturel d'E.Coli est le tractus intestinal des humains et des animaux. Il est donc
considéré comme un organisme indicateur de la contamination fécale de I'eau et des aliments.
E.coli est I'agent pathogéne le plus fréquent responsable des infections bactériennes humaines
(73).

30

——
| —



Chapitre 4: Matériel et méthodes

1.3 Le virus et les composantes utilisés dans les tests in silico

1.3.1 SARS-COV-2

Le SARS-CoV-2 est un virus responsable de la maladie Covid-19, il est le septieme
coronavirus pathogene pour 'Homme et il est aussi une épidémie dont le monde souffre encore

jusqu'a présent.

Comme tous les coronavirus le SARS-CoV-2 est un virus entouré d’une enveloppe, et il a
un ARN code pour la synthese de 4 protéines responsables de la structure du virus: une protéine
de surface (protéine Spike ou S), une protéine de membrane (M), une protéine d'enveloppe (E) et
une protéine de nucléocapside (N) (Figure 1), et pour 16 protéines non structurales qui

participent a la réplication du virus (75).

\ . QA Glycoprotéine de surface
| \
’{\‘ ) (S, spike)

Protéine de membrane (M)
Protéine d'enveloppe (E)
. Phospholipides

Protéine de nucléocapside (N)

ARN génomique (monocaténaire
de polarité positive)

Figure 13: Structure schématisée du virus SARS-CoV-2.

1.3.2 La protéase principale du SARS-CoV-2

La protéase principale du SARS-CoV-2 est I'une des cibles les plus importantes pour les
actions pharmacologiques antivirales et il est trés important pour le virus a cause de son

traitement protéolytique des polyprotéines.
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Topologiquement la protéase principale du SARS-CoV-2 est similaire a celle du SARS-

CoV-1et les deux protéases ne different que par par 12 acides aminés (76).

Mpro est nécessaire pour le processus de traduction de ’ARN du SARS-CoV-2 et pour

cette raison, des recherches sont en cours pour inhiber son activité et lutter contre le virus (77).

1.3.3 4PRV pour Escherichia coli

C'est un complexe de: Fragment N-terminal 43-kDa de E. coli GyrB avec ADP, la

structure 3D a été téléchargée a partir de RCSB PDB comme un fichier pdb.

Citation principale des structures connexes: 4PRV, 4PRX, 4PU9, 4R1F (wp18).

1.3.4 4URO pour Staphylococcus aureus

C'est un complexe de: novobiocine avec les domaines N-terminaux de la gyrase B de

Staphylococcus aureus (24 kDa).

Nous avons téléchargé la structure 3D comme un fichier pdb a partir de RCSB PDB, et

nous n'avons travaillé que sur une seule chaine (chaine A).

Citation principale des structures connexes : 4URL, 4URM, 4URN et 4URO (wp19).

2 Programmes et méthodes

2.1 HyperChem

HyperChem est un environnement de modélisation moléculaire sophistiqué développé par
Auto desk, distribué par hyper cube et se caractérise par une interface de haute qualité qui est

flexible et facile a utiliser. 1l rassemble un ensemble d'outils dédiés a la modélisation moléculaire
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tels que la visualisation, I'animation 3D, calculs de chimie quantique, la mécanique et la

dynamique moléculaires.

Il possede des méthodes de calculs (mécanique moléculaire, semi-empirique, ab initio,
QSAR et recherche conformationnelle) (Figure 14).

Nous avons utilisé HyperChem dans notre travail pour dessiner et optimiser les molécules
c'est-a-dire faire une stabilisation des structures des molécules par la minimisation de I'énergie

potentielle, chaque molécule est enregistrée comme un fichier nommé "Hin".

I, HyperChem - (untitled)

File Edit Build Select Display Databases Setup Compute Annetations Script Cancel Help

glele|ol+wlsla o0l Dl=al /= & 2

Mo bond under cursor. Mm+

Figure 14 : Interface du HyperChem.

2.2 Avogadro

Avogadro est un logiciel libre qui permet la visualisation et I'édition des structures

moléculaires et il contient une palette d'outils destinés a la modélisation moléculaire.
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Il contient également un ensemble d'outils qui permettent d'ajouter facilement différentes
sortes de molécules, d'acides aminés et de peptides, et il permet la visualisation de la molécule en

enregistrant un petit film de la molécule en rotation dans I'espace.

Avogadro se caractérise également par la présence d'outils spécialisés en cristallographie,
en rubans de protéines ou encore en conception de nanotubes, lI'une de ses caractéristiques est
également la compatibilité avec les formats de fichier CML, OUT, CIF, G98, G03, MOL, PDB
ou encore HIN.

"% Luteolin_pm7_opt.mol2 - Avogadro

File Edit View Build Select Extensions Crystallography  Settings  Help

Onew beiOpen fdseve ©cCose Edqut || k2 & K D § % o [ToolSetings...] pisplay Settngs...

Navigate Settings J X
View 1

Display visual cues

;% 2

>

Messages

Dans ce travail nous avons utiliseé le logiciel Avogadro pour faire un recherche de
conformation et puis en obtenir la liste des coordonnées cartésiennes des différents atomes pour

créer un fichier au format MOP (Figure 15).

Figure 15 : Interface du Avogadro.
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2.3 MOPAC

MOPAC est un logiciel d'orbitales moléculaires semi-empiriques a usage genéral pour
I'étude des réactions moléculaires, des structures et I'état solide. MOPAC calcule les quantités
thermodynamiques, les spectres vibrationnels, les effets de substitution isotopique et les

constantes de force pour les molécules, les radicaux, les ions et les polymeéres.

Bien que ce programme soit basé sur des mathématiques avancées et plusieurs concepts tels
que la théorie quantique et la thermodynamique, son utilisation est trés facile pour l'utilisateur car
les données d'entrée sont tres simples et ne nécessitent pas que l'utilisateur connaisse les détails

des concepts du programme.

Dans notre travail, nous avons utilisé la version actuelle d'un programme qui effectue des

calculs sur de petites molécules et des enzymes en utilisant PM7, PM6 (wp20) (Figure 16).

State  Window Help Shutdown

MOPAC in WINDOWS: To run MOPAC 2016 within WINDOWS, see:

nttp://0penMOPAC. net/manual/Running_ MOPAC.html

Figure 16 : Interface du MOPAC.
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2.4 COVID-19 Docking Server

COVID-19 Docking Server est une interface accessible a tous gratuitement pour la
prédiction des interactions cible-ligand de COVID-19 et la découverte ultérieure de médicaments
pour COVID-19.

Elle est utilisée pour la visualisation moléculaire sur les pages de résultats et pour prédire
les modes de liaison entre les cibles de COVID-19 et les ligands telles que les petites molécules,
les peptides ou les anticorps. COVID-19 Docking Server est écrit en PHP, HTML et JSMol (78)
(Figure 17).

" covID-19 Docking Server

A web server for docking small molecule, peptide or antibody to COVID-19 protein targets.

Submit | CheckResult | Job Status | Result Example | Target Annotation | Tutorial | Citations

rAdditional Notes

For small molecule docking, mo metal ions, free ions or salt form should be included in the upload files. Or it will cause the failure of the
jobs.

Do not submit the peptide molecules to the small molecule docking section. It will take a lot of computational time and no proper results
will be generated due to the limitation of small molecule docking precedure.

—Small Molecules

= nCoV Protein Targets: @ Main Protease Papain-like protease ) Nsp3(207-379, AMP site) O Nsp3(207-379, MES site)
RARp(RTP site) 'RARp(RNA site) U Helicase(ADP site) ' Helicase(NCB site)
Nspl4(ExoN) C'Nspl4(N7-MTase) O Nspl5(endoribonuclease) O Nspl6(GTA site)
Nspl6(MGP site) (' Nspl6(SAM site) N protein(NCB site) [Explanation]

+ Computational Type: ® Docking (1 Molecule) © Batch Docking (10-20 Molecules) [Explanation]

- InHut Small Molecule: | Choisicun fichier L Aucun fichier choisi Do:kmﬁ examE\e Batch Dockmﬁ examEIe ExRIanatmn'\

Figure 17 : Interface du COVID-19 Docking Server.

2.5 Dockthor server

Le site web DockThor, développé par le groupe GMMSB/LNCC, a obtenu des résultats
prometteurs dans des études comparatives avec d'autres programmes d'amarrage bien établis pour

prédire les modes de liaison expérimentaux, en considérant plusieurs cibles moléculaires et
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classes chimiques de ligands. Le programme DockThor a mis en ceuvre une méthode basée sur
une grille qui utilise un algorithme génétique en régime permanent pour plusieurs solutions en
tant que moteur de recherche et le champ de force MMFF94S en tant que fonction de notation
pour I'évaluation de la pose. Le serveur web fournit les principales étapes de préparation du
ligand et de la protéine, étant possible de changer les états de protonation des résidus et de définir

le degré de flexibilité du ligand (wp21).

Il existe deux types d'entrées d'amarrage dans DockThor: I'entrée définie par l'utilisateur
et I'amarrage aveugle. Ici, nous avons utilisé la deuxiéme entrée Amarrage aveugle; cela fait
référence a l'amarrage d'un ligand a toute la surface de la protéine sans aucune connaissance
préalable de la poche cible. L'amarrage aveugle implique plusieurs essais/séries et plusieurs
calculs d'énergie avant qu'une pose de complexe protéine-ligand favorable ne soit trouvée (wp21)
(Figure 18).

MOoA

n recepror-igand docking program

Docking  References  About  Support v

COVID-19: We provide to the DockThor users

Guedes, |. A. et al. Drug design and repurpos 'S web se
riants. Sci Rep 11

Welcome to DockThor

A Free Web Server for Protein-ligand Docking

Figure 18 : Interface du Dockthor server.

2.6 Discovery Studio

Discovery Studio Visualiser (DS) est I'un des meilleurs logiciels de modélisation et de

simulation. Ses outils permettent la visualisation des structures et des séquences biomoléculaires,
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de construction, ainsi que d’alignement multiple de séquences et superposition de structures
spatiales. 1l est facile a utiliser méme s'il contient différentes applications logicielles

sophistiquées.

Dans notre cas, nous l'utiliserons pour prédire la conformation la plus favorable d'un ligand
au site actif du récepteur dans le but de I'inhiber, et déterminer les interactions entre le ligand et

le récepteur (Figure 19).

13 Discovery Studio Visualize
Fie Edt View Chemisty Stucte Sequence Chart Scripts Tooks Window Help
Y remtoremn oo L N R AR
“Grew - BRSE ® > XLF D @ [Eosobyste.. v | Nonbond Interactons... v

# [ [Sloswecome [ | [t R D [ [ Topl2 (3 |

Hydrophobic  Tonizabiity SAS
Expan Contract

Define and Edit Binding Site

Enable Additional Features

Figure 19 : Interface du logiciel Discovery Studio
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1 Détermination de la structure des molécules

La structure moléculaire des biomolécules préalablement identifiées et quantifiées par la
technique LC-MS /MS dans I’extrait Acétate d’¢thyle des aiguilles du sapin de Numidie (Abies

numidica) (Benouchenne et al. 2020) (24). Les résultats sont présentés dans le tableau suivant.

Tableau 5 : Structures des molécules.

Molécules Structures

e
Hespéridine ' -

2=

[
ot
Acideprotocatéchique ¥ < &4
v A

Acidechlorogénique

Lutéoline-7-glucoside
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Hypéroside

Rutine

Apigétrine

Quercitrine

Astragaline
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_ 4 g
Quercétine %%Egj’?‘

g
Lutéoline p_%*‘n CE: 60"
*

e
C 49 5
Apigénine q;l:ab-‘;g_(f L

2 Evaluation in silico de I’activité antivirale: anti-SARS-CoV-2

Aprés la pandémie de Corona qui s'est propagée dans le monde au cours des deux derniéres
années, la recherche de ce qui inhibe le virus est devenue I'un des enjeux pharmacologiques
majeurs, c'est pourquoi nous avons choisi l'activité antivirale dans le cadre de notre travail pour
montrer l'effet des polyphénols particulierement les flavonoides sur la protéase principale (MPro)
du virus SARS-CoV-2 et en utilisant la molécule de redmisivir comme référence. Cette

interaction est mise en évidence in silico en appliquant le programme COVID-19 docking Server.
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Figure 20 : La superposition de la molécule Redmisivir et les interactions intermoléculaires

dans le complexe avec la protéase principale du virus COVID-19 (Mpro).

Les résultats montrent que les résidus du site actif de la protéine Mpro qui ont interagi
avec le ligand du redmisivir sont: Ser144, Thr190, Met165, Met49, His41, Cys145, GIn189
(Figure 20). Les différentes caractéristiques énergétiques et les propriétés physicochimiques des

interactions entre la protéine et le ligand sont résumés dans le tableau suivant :
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Tableau 6 : Interactions entre les ligands et le récepteur.

Polypr,lénols. préspnts Score Met His Met Leu His GIn His Gln Leu His Leu
- lgf(éttr;;tl:cetate (ealimo :1%5 A4l | A4 :1611 :1%4 :1%9 :1%3 :SZ :1%7 :32 A2l
Hypéroside 8.8 + + B [ ] ] ) - ) - . .
Quercitrine -8.8 + + ] ) ] ) i ) ) - )
Astragaline -8.6 - ++ 3 ) ) ) [ | . . . )
Rutine 8.4 + | + - - - - - - - .
Hespéridine -8.2 ] _ _ - B _ - B H _ ;
Apigétrine -8 + - - ] - ] - - . _ .
Quercétine -8 + + ¥ ] ] ] - - ; - .
Apigénine -7.9 + + B ] ] - ] - . _ .
Lutéoline -7.9 + + + [ ] ] - - - - - -
Lutéoline-7-glucoside 7.9 B - - - - B [ | ; - ; ;
ciorons remisiir | | B[ B | - | - el - - -] - -
Acide chlorogénique 7.4 + - - ] - - - - - . .
Acide protocatéchique -5.3 - - - ] - . - - - . _
+ Van der Waals + Pi-Cation Unfavorable Acceptor -Acceptor
+ Pi-Donor Hydrogen Bond + Pi-Sulfur I Pi-Sigma
J Conventional Hydrogen Bond + Sulfur -X + Pi-Alkyl
(2]
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Dans cette partie du travail, nous avons réalisé le docking de 12 molécules de polyphénols
avec le récepteur du SARS-CoV-2 pour trouver de nouveaux inhibiteurs plus efficaces de
COVID-19 Mpro.

Le COVID-19 docking Server a été utilisé ou le ligand est mis en format mol2 et la
principale protéase du virus est choisie. Par la suite, les résultats sont compléteés et téléchargés
dans un fichier ZIP, I'énergie de liaison est également calculée, plus cette énergie est basse, plus
I'affinité du ligand et sa cible est élevée.

Le tableau ci-dessus montre I'énergie des liaisons pour chaque molécule dans l'ordre
croissant, il contient également les résidus les plus présents dans le site actif lors de I'amarrage

entre la protéine Mpro et chaque ligand sur lequel nous avons travaillé.

Nous avons remarqué que I'hypéroside et la quercitrine sont les meilleurs inhibiteurs avec
une énergie d’interaction=-8.8 kcal /mol par rapport a la molécule de référence sur laquelle nous
avons travaillé, qui est le redmisivir avec une énergie d’interaction = -7.70 kcal /mol. Nous
pouvons donc prédire que ce sont les deux molécules qui peuvent étre responsables de l'activité
antivirale de I’extrait d’acétate d’éthyle des feuilles du sapin d’Algérie parmi toutes les molécules

présentes.

HIS PRO :T
AZ172 A168

-
2SN é\
Al42 ~,
T 1] GLN
| A129
HIS 0
e PRCE
As140 ARG
AslsE
LEU o "
AT141 4
SER ]
5 GLU
L AZ1EE 4 "
Azlag
HIS AsP
AlES L
GLY,
A143 e MET  T¥R
= e A48 ASS
A
Interactions
D van der Waals D Pi-Donor Hydrogen Bond
[ conventional Hydrogen Bond [ Fisulfur
|:| Carbon Hydrogen Bond :l Pi-Alkyl

|:| Pi-Cation

Figure 21 : La superposition de la molécule quercitrine et les interactions intermoléculaires

dans le complexe avec la protéase principale du virus COVID-19 (Mpro).
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Le complexe Mpro-Quercitrine est plus stable par 9 liaisons des résidus dont les résidus
de la Mpro impliqués sont : Thr190, Asp187, Met165, Met49, His41, His164, Cys145, Cys145,

His163 (Figure 21).

Nous pouvons remarquer qu’il existe des interactions communes entre le complexe Mpro-

Quercitrine et Mpro-Redmisivir en I’occurrence: Thr190, His41, Met49, Met165.

PRO
A168 GLN
Al92
P &
i
3‘\ LEU
3 ? i o A187
HIS [
A163 ¥ T
“eea
PHE "
Al40
ARG
e ' A188
_____ H H
@ . . e
o ew . A187
His A166 3
@ Al164
3
G B
s HIS MET
Al45 A3l A49
MET
AlsS
nteractions
] van der Waals ] Pi-Donor Hydrogen Bond
I I Conventional Hydrogen Bond Pi-Sulfur
Unfavorable Acceptor-Acceptor :‘ Pi-Alkyl
Pi-Cation

Figure 22 : La superposition de la molécule hypéroside et les interactions intermoléculaires

dans le complexe avec la protéase principale du virus COVID-19 (Mpro).

Le complexe Mpro-Hypéroside est plus stable par 10 liaisons dont les résidus de la Mpro
impliqués sont : Thr190, GIn189, Metl165, Met49, His4l, Hisl64, Cysl145, Leuldl, Serl44

(Figure 22).

Nous avons remarqué également 1’existence des interactions communes entre le complexe

Mpro-Hypéroside et Mpro-Redmisivir ou les résidus Serl144, His41, Met49 sont concernes.
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3 Evaluation in silico de P’activité antibactérienne

Apreés I'évaluation in vitro de I’activité antibactérienne de 'extrait Acétate d’éthyle provenant
des feuilles du sapin d’Algérie : Abies numidica (Benouchenne et al. 2020) (24), l'étude a
conclu que I'extrait a une forte activité antibactérienne, et sur la base de cette étude, notre travail
est venu dans le cadre d’un bio-consulting aider dans I’identification de la ou les molécules
responsable(es) de cet effet antibactérien qui sera le principe actif d’un antibiotique naturel
développé a partir de cette plante en faisant intervenir les outils de la bioinformatique, cette
derniére permettra un gain de temps et d’argents. L’évaluation in silico pour étudier l'activité
antibactérienne de chacune des 12 molécules présente dans cet extrait et la détermination de la
molécule responsable de cette activité a €té réalisée dans le cas d’une bactérie gram négatif
(Escherichia coli ) en utilisant comme référence I'antibiotique Tigécycline, et dans le cas d’une
bactérie gram positif ( Staphylococcus aureus ) en utilisant I'antibiotique Pénicilline comme

référence.

3.1 Etude insilico de Peffet antibactérien sur Escherichia coli

L’interaction moléculaire entre la molécule de réérence en I'occurrence 1’antibiotique
tigécycline et le récepteur en ’occurrence la protéine 4PRV de E.coli est représentée dans la

figure suivante :

FHE 8
A185
ors GLU
A264 <t A189
FRO A186

PHE
GLN £:37

TVR. ILE
#:263 A182

| ]
o

THR
A:30 s
A:29

ARG
A:360 A:272

LEU
A278

| ven der waals ] FiFistacked

Bl Conventonal Hydrogen Bond :l Alkeyl
|| carbon Hydrogen Bond :l Pi-Alkyl

Figure 23 : La superposition de la molécule tigécycline et les interactions intermoléculaires

dans le complexe avec 4PRV.
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Les résidus du site actif de la protéine 4PRV d’E.coli qui ont interagi avec le ligand du
tigécycline sont: Arg272, Phe265, Pro270, Tyr263, Cys264, 11e262, Asn261, GIn271 (Figure
23). Les différentes caractéristiques énergétiques et les propriétés physicochimiques des

interactions entre la protéine et le ligand sont résumés dans le tableau suivant :
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Table 7 : Interactions entre les ligands et le récepteur (4PRV).

. , Glu | Arg | Lys | Arg | lle His | Phe | Thr | Thr Phe Phe
Polyphénols présents Score
dansPextraitacttate | (kalimol) | A | A [ A | A | A |ABal A| A laz0| A | A
Y :189 | :272 | :185 | :186 | :182 :37 | :319 1265 221
Lutéoline-7-glucoside -9.109 B - -| 8| - | |- - ; ]
L’antibiotique de -9.027 - + - - - - - - - 5 -
reference: Tigecycline
Rutine -8.547 | - - - - - - . - ; ;
Apigétrine -8.483 ++ | +# - - - - - - - - -
Hypéroside -8.451 ] - - - - - - - - . .
Hespéridine -8.443 B - |i+ - - - - . - . .
Astragaline -7.890 E|F | B | - - - ; ; [ ; ]
Quercitrine -7.765 BB - - | B - S - ; ;
Lutéoline -7.656 B\ B | F | - - - B - ; ; ]
Quercétine -7.632 Bl +| - F|B - - ; ; ; ;
Apigénine -7.614 B+ - B B | - . - - -
Acide chlorogénique -7.544 E IR | B - - - - ] ] ] ]
Acide protocatéchique -7.030 - - - ] - | - [ | - - _
Van der Waals Pi-Cation ] Unfavorable Acceptor -Acceptor
+ Pi-Donor Hydrogen Bond + Pi-Sulfur | Pi-Sigma
N Conventional Hydrogen Bond + Sulfur -X + Pi-Alkyl
( ]
L v )
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Nous avons réalisé le docking de 13 ligands (les 12 molécules de composés phénoliques
et ’antibiotique de référence) avec le récepteur de la bactérie Escherichia coli qui est la protéine
4PRV pour déterminer la molécule responsable de l'activité antibactérienne de cet extrait dans le
cas des bactéries a Gram-négatif. Nous avons utilisé le DockThor Server ou le récepteur et le
ligand sont mis en format mol2, le serveur donne par la suite la meilleure position pour le ligand
et le récepteur et calcule I'énergie des molécules. Le méme processus a été réalisé pour toutes les

molécules ligands. Les résultats sont présentés dans le tableau ci -dessus.

Nous avons remarqué que le lutéoline-7-glucoside est le meilleur inhibiteur avec 1’énergie
d’intéraction la plus faible = -9.109 kcal /mol par rapport a la référence sur laquelle nous avons
travaillé, qui est le antibiotique tigécycline qui a une énergie d’interaction égale a -9.027 kcal
/mol. Nous pouvons dans ce cas prédire que le lutéoline-7-glucoside pourra s'agir de la molécule

responsable de l'activité antibactérienne de l'extrait acétate d’éthyle sur les bactéries a Gram

négatif
LEU PHE
A225 PHE A265
A221 s
THR
TVR asls LHEC L
A263
GLU
" A7189 o~ I
g A270 A34
S~ A\
TN .
\_/‘U H
= ;."
N
C( J:| |r ASP
—~ 0. A Ll A4l
T e N,
5 \.l"" ".\"‘ ¢ \|
Al85 J |
N
I
| 1 ARG
ILE L a ALE6
Algl PHE
A37
ARG
A272 THR
A0
iteractions
- van der Waals D Pi-Pi T-shaped
. Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-Alkyl
- Pi-Pi Stacked

Figure 24 : La superposition de la molécule lutéoline-7-glucoside et les interactions

intermoléculaires dans le complexe avec 4PRV.
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Comme nous pouvons le voir sur la (figure 24), le complexe 4PRV-lutéoline-7-glucoside
est le plus stable par 11 liaisons impliquant les résidus : Tyr263, Glu189, Pro270, 11e269, His34,
Asp4l, Argl86, Phe37.

Nous remarquons aussi que le résidu Pro270 de la protéine 4PRV d’E.coli est impliqué
dans une interaction commune entre le complexe 4PRV-lutéoline-7-glucoside et 4PRV-
tigecycline.

3.2 Etude insilico de Peffet antibactérien sur Staphylococcus aureus

L’interaction moléculaire entre la molécule de référence en 1’occurrence 1’antibiotique
Pénicilline et le récepteur en 'occurrence la protéine 4URO de S.aureus est représentée dans la

figure suivante :

TRP
A:24 ARG
H'S A:154 ASP
e o A28
GLU bew
A:25 /p
GLY o——/
A:83 o \ o
AN X
. ; < }(/
H
~ \
. p— _I_J -
:"' - /
¢ >——
\: W
\O
ILE
A:l1l
VAL
A:86 TYR
A:10
wvan der Waals D Carbon Hydrogen Bond
Conven tional Hydrogen Bond - Pi-Sigma
I

Figure 25 : La superposition de la molécule pénicilline et les interactions intermoléculaires

dans le complexe avec 4URO.

Les résidus du site actif du récepteur 4URO de la bactérie a gram positif S. aureus qui ont

interagi avec le ligand de la pénicilline sont: Val82, Glu25, Argl54, Asp28 (Figure 25). Les

49

——
| —



Chapitre 5 : Résultats et discussion

différentes caractéristiques énergétiques et les propriétés physicochimiques des interactions entre

la protéine et le ligand sont résumes dans le tableau suivant :

Table 8 : Interactions entre les ligands et le récepteur (4URO).

Polyphénols présents | Al G | asp | e | ag | oy | o | ey | me |GV
dans I’extrait acétate (keal/mol) A Al A
d’éthyle 454 A25 | A32 ] A6l | AB9 | A8l | A33 | A83 | Al g | 77
Hespéridine -7.941 - - - 4 i - B - - - .
el BT I T N I I I N A I R
Quercétine -7.678 ++ - - - - - - - - - -
Apigétrine -7.645 - B+ ++ B - ++ . | _ . -
Quercitrine -7.598 - - ] ++ ] - ] - . _ .
Hypéroside -7.473 B+ ] - - - . - ; ; |-
Apigénine -7.471 - - ] ++ - - B - - - .
Acidechlorogénique | -6.798 ] B B+ - - | ; [ ; -] -
re?e’rzrrzt(i:leg:iogtié?]lilsi ﬁ?ne -6.704 4 ! ) ) ) ) ) ) ) ) )
Lutéoline -6.660 ++ B - - - - - ; [ I
Astragaline -6.587 - - - - - - - - - - -
Rutine -6.340 | | B - - - ; - ; A
Acideprotocatéchique | -5.926 - - - - - - - - - - -
[ =)
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i Van der Waals i Pi-Cation
+ Pi-Donor Hydrogen Bond I Pi-Sigma
] Conventional Hydrogen Bond + Pi-Alkyl

Avec la bactérie a gram positif Staphylococcus aureus, nous avons également utilisé
DockThor Server pour faire le docking de 13 ligands (la pénicilline et 12 composés phénoliques)
avec le récepteur 4URO de la bactérie Staphylococcus aureus pour déterminer la molécule
responsable de l'activité antibactérienne dans le cas des bactéries & Gram-positif, le tableau ci-

dessus résume les résultats que nous avons obtenus.

Nous avons remarqué que la hespéridine est le meilleur ligand qui interagit avec le récepteur
bactérien avec I'énergie d'interaction la plus basse = -7.941kcal /mol par rapport a la pénicilline

avec une énergie d’interaction=-6.704 kcal /mol.

Nous pouvons donc prédire que le hespéridine pourrait étre de la molécule responsable de

l'activité antibactérienne de I’extrait acétate d’éthyle sur les bactéries a Gram positif.

GLY
ABL

WAL
AEBZ

van der Waals D Amide-Pi Stacked
Conventional Hydrogen Bond |:I Alkeyl

Carbon Hydrogen Bond I:I Pi-Alkoyl

Pi-Cation

Figure 2 : La superposition de la molécule hespéridine et les interactions intermoléculaires dans le

complexe avec 4URO.
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Le complexe 4URO-hespéridine est le plus stable par 12 liaisons impliquant les résidus :
Arg59, Arg100, Pro62, Glu33, 1le61, Gly60, Asp56, Asp32 (Figure 26).

Dans ce cas de figure, nous remarquons que les interactions moléculaires des deux
molécules : ’'Hespéridine et I’antibiotiques de référence la Pénicilline avec le recepteur protéique
4URO de S. aureus sont différentes et n’ont aucun résidu en commun impliqué dans les
complexe 4URO-hespéridine et 4URO-pénicilline.
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Conclusion

Les feuilles d'’Abies numidica sont utilisées comme remede traditionnel depuis longtemps,
et les études ont montré que son extrait d'acétate d'éthyle contient des flavonoides, I'un des
métabolites secondaires les plus importants qui posséde d'importantes activités biologiques,

notamment l'activité antibactérienne.

Il a également été constaté que cet extrait contient 12 molécules de flavonoides, et le but
de notre étude est d'identifier la molécule responsable de I’activité antibactérienne par docking, et
en raison de la situation sanitaire récente et catastrophique dans le monde entier, nous avons

également testé l'activité antivirale de ces molécules contre le coronavirus : le SARS -CoV-2.

Pour tester I'activité antivirale des molécules flavonoides, nous avons utilisé la protéase
principale du virus SARS-CoV-2 pour montrer I'inhibition des molécules flavonoides du virus
par rapport a la molécule de référence le redmisivir dont I’effet sur le virus a été prouvé dans

plusieurs études précedentes.

Et pour lactivite antibactérienne, nous avons choisi deux types de bactéries
Staphylococcus aureus gram + et Escherichia coli gram -, en utilisant les antibiotiques Pénicilline
et Tigecycline comme des antibiotiques de réferences pour les deux bactéries, respectivement,

pour la comparaison.

Les résultats que nous avons obtenus ont montré que les molécules de flavonoides ont une
activité antivirale importante, en particulier I'nypéroside et la quercitrine, qui présentent de fortes
interactions et une bonne affinité de liaison avec la protéase principale du virus et ont une énergie
de -8,8 kcal/mol par rapport a la molécule de Redmisivir, qui a une énergie de -7,70 kcal /mol. Il
est important de mentionner qu'elles sont les molécules les plus abondantes d’un point de vue

quantitatif dans l'extrait.

Pour l'activité antibactérienne, d'aprés les résultats que nous avons obtenus, la molécule
Lutéoline-7-glucoside est responsable de I'activité antibactérienne contre Escherichia coli a gram
négatif, elle a de fortes interactions avec la protéine 4PRV de ce type de bactéries et a la plus
faible énergie a -9.109 kcal/mol par rapport a l'antibiotique Tigecycline, qui a une énergie de -
9,027 kcal/mol.

Pour la Staphylococcus aureus a gram positif, la plupart des molécules ont montré une

meilleure activité antibactérienne que la Pénicilline et de fortes interactions avec la protéine
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4URO, en particulier la molécule d'Hespéridine, qui a montré la plus faible énergie parmi les
molécules qui est égale & -7.941 kcal/mol, et c'est donc probablement la molécule responsable de
cette activité en comparaison avec la molécule de référence qui a une énergie d’interaction= -
6.704 kcal /mol.

En perspectives, il conviendrait donc d’extraire spécifiquement ces biomolécules a partir
des feuilles du sapin de Numidie et de les tester de nouveau sur le plan in vivo pour confirmer
leur effet sur le coronavirus et les bactéries également. Et pourquoi pas développer des
médicaments antiviraux et antibiotiques naturels sans effets néfastes sur la santé humaine par

rapport a leurs analogues synthétiques.
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Annexe 1. Heat of formation, total energy, HOMO and LUMO énergies des molécules en

utilisant la méthode pm6

Molécules HEAT—OFT:V:RMATION TOTALP_'\;?\IERGY HOMO| LUMO | DIPOLE MOMENT
Hespéridine -555.050 -8262.07 -8.824| -0.968 5.55501
Acide protocatéchique -138.434 -2104.17 -9.519| -1.02 6.51218
Acide chlorogénique -338.941 -4826.99 -9.153| -1.049 472742
Lutéoline-7-glucoside -373.984 -6048.01 -9.226| -1.233 3.70783
Hypéroside -413.841 -6339.45 -9.458| -1.396 8.09836
Rutine -571.958 -8375.88 -9.441| -1.329 6.04858
Apigétrine -342.234 -5756.92 -9.578| -1.064 4.66682
Quercitrine -379.857 -6048.26 -9.219| -131 5.67333
Astragaline -372.124 -6047.93 -9.402| -1.331 1.91677
Quercétine -207.946 -4011.23 -8.888| -1.594 3.92795
Lutéoline -184.543 -3720.51 -9.279| -1.37 3.59613
Apigeénine -149.236 -3429.27 -9.576| -1.155 477434




Annexes

Annexe 2. Heat of formation, total energy, HOMO and LUMO énergies des molécules en

utilisant la méthode pm?7

PM7 PM7

Molécules HEAT_OF_FORMATION TOTAL_ENERGY |HOMO | LUMO | DIPOLE MOMENT
Hespéridine -130.009 -16460.5 -8.881 | -1.107 8.69873
Acide protocatéchique -147.941 -2581.81 -10.069| -0.859 3.67320
Acide chlorogénique -361.488 -7769.33 -9.814 | -0.703 4.26485
Lutéoline-7-glucoside -359.832 -9602.03 -9.346 | -1.635 10.8850
Hypéroside -273.658 -13056.1 -7.141 | -2.868 37.1552
Rutine -96.4360 -18275.3 -9.010 | -1.775 72.1735
Apigétrine -366.722 -9270.48 -9.496 | -1.156 10.3030
Quercitrine -403.604 -9894.13 -9.114 | -1.186 4.69881
Astragaline +54.9924 -11645.3 -8.535 | -1.403 6.59586
Quercétine -239.679 -5675.54 -9.435 | -1.031 6.84029
Lutéoline -200.565 -5217.48 -9.361 | -1.289 8.75305
Apigeénine -164.395 -4874.60 -9.784 | -0.970 4.92576
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Annexe 3. Résultats du docking en utilisant la méthode PM6(Covid19)
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Annexe 4. Résultats du docking en utilisant la méthode PM7 (Covid19)
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Annexe 5. Représentation bidimensionnelle des interactions moléculaires des molécules

avec la protéase principale (PM6)

Molécule Interactions Molécule Interactions
ALA
MET A191 GLU
A4 266
MET
MET A166 6LY m o o d P
A165 ﬂ T M8 1 S : W e
: A4 S \ Al43
HIS ZNAN 168 N, ¢
Adl N l ¥ § - f SR
)‘ LN & M ‘ : ks
PRO AN N AN H GLN g 2
Apigenine | & YUY Y, me| Acide & NV
& { ! W chlorogénique : o . W\
N7} ' Y \ His
g : L ;A|"E121' @ o A163
- a6 L
: iy s LY -
SN s © i w45
AP : Al40 'r\wg o
Al87 A41
ARG
A188
LEU
A27
HE
A163 LEU
l_EU 141
FPHE
A140
LEU
A141 Hs VAL
AT s R‘ﬂ A4l ﬂ"; A2
e
s ey N { X8 Lo
Apigetrine @ N Hespéridine i
Ny NN A5
. !
« £
. . a1ss ih
- )
THR wisd
#3290 PRO
2 Al6E
ALA
A9l GLN
A192
Ferot
ARG
Agy AlE g Pet:)
fire A187
Adcd THR GLN
it 2 - His o A150 A192
MET 2163 . Ald5 Ay A189
AL65 % 3 k4 q
: S i ) PRO
"7 £ A\ A ,}7 A168
GIN AN Vil MET oz ) ) \
alng T Y - AFU A165 /
ARG 1 \ a1 \ ' <=0 e
) A188 2 3 ., , . \ y \o_
Astragaline il —— Hypéroside £D-....... il -
GIN ( * Aal143 \
4192 2 ok pALE 6l ) d
s Gl A4 A166
s ¢ sy AN —0
- Al42 \
Mo b ¥ —
A ot ¢,
HIS
ASN AL63
Al42 s
ER Al‘i}l"l
5 g
Rid G -




Annexes

& -
b A189
: MET
it MET 2
: HIs ! A9
MET A @ AAlsyz Al63 A165
SER q 4 A"jfl
Luteoline Quercétine | ik u o
- 187
K .
 pre AL66 -
‘ (fm!\ Al40 4 ARG
" "‘\/'"J e w o5 . A188
gl & : s
hj} A143 :169 &
o o a2 A
Al89 A45 :
PRO
AS2
THR
A190

GLN
A192
Lutéoline-7- Quercitrine &
glucoside
s
A9 A48
o 8
T"‘ St :!‘5'5 ;fl
N /" y m
- ‘ T’ATA\' Y w ASP
ACIde Rutine Ny \; 'Q“/ e A187
protocatéchique w8
Interactions
[[] van der waals I Fication Bl Psoma
- Conventional Hydrogen Bond D Pi-Sulfur - Pi-Pi Tshaped

|:] Carbon Hydrogen Bond - Pi-Anion |:| Pi-Alkyl

|:] Pi-Donor Hydrogen Bond [ \nfavorable Donor-Donor I:I Alkyl




Annexes

Annexe 6. Représentation bidimensionnelle des interactions moléculaires des molécules

avec la protéase principale (PM7)
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Annexe 7. Résultats du docking en utilisant la méthode PM7 (E. coli)
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Annexe 8. Représentation bidimensionnelle des interactions moléculaires des molécules

avec la protéine 4PRV
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Annexe 9. Résultats du docking en utilisant la méthode PM7 (S. aureus)
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Annexe 10. Représentation bidimensionnelle des interactions moléculaires des molécules

avec la protéine 4URO
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Résumé

En raison de la large application des molécules flavonoides en chimie médicinale et
pharmaceutique, qui sont I'un des types les plus célebres de métabolites secondaires des plantes,
et aprés qu'il a été prouvé que l'extrait d'acétate d'éthyle des feuilles d'Abies numidica riche en
flavonoides est caractérisé par son activité antibactérienne dans une étude précédente de
Benouchenne et al (2020), notre travail est venu dans le cadre d’un bio-consulting aider dans
I’identification de la ou les molécules responsable (es) de cet effet antibactérien qui sera le
principe actif d’un antibiotique naturel développé a partir de cette plante en faisant intervenir les

outils de la bioinformatique, cette derniére permettra un gain de temps et d’argents.

En outre, apres la pandémie de Corona qui s'est propagée dans le monde au cours des
deux derniéres années, la recherche de ce qui inhibe le virus est devenue l'un des enjeux
pharmacologiques majeurs, c'est pourquoi nous avons choisi aussi l'activité antivirale dans le
cadre de notre travail pour montrer l'effet des polyphénols particulierement les flavonoides sur la

protease principale (MPro) du coronavirus.

Nous avons utilis¢ la méthode du docking pour tester 1’ activité antibactérienne sur
Staphylococcus aureus a gram positif et Escherichia coli a gram négatif et l'activité antivirale sur
le virus SARS-CoV-2 de 12 molécules flavonoides présentes dans l'extrait acétate d’éthyle des
feuilles du sapin de Numidie et identifier les molécules responsables de ces activités biologiques

specifiques.

Notre étude a conclu qu'il est possible que les deux molécules hypéroside et quercitrine
alent une grande capacité d'inhibition du virus SARS-CoV-2 et il est important de mentionner
qu'elles sont les molécules les plus abondantes d’un point de vue quantitatif dans I'extrait, et la
molécule lutéoline-7 -glucoside est probablement responsable de I'activité antibactérienne dans
I'extrait contre des bactéries Gram négatif telles que Escherichia coli, et la molécule hespéridine
est responsable de l'activité antibactérienne dans I'extrait contre des bactéries Gram positif telles

que Staphylococcus aureus.

En perspectives, il conviendrait donc d’extraire spécifiquement ces biomolécules a partir
des feuilles du sapin de Numidie et de les tester de nouveau sur le plan in vivo pour confirmer
leur effet sur le coronavirus et les bactéries également. Et pourquoi pas développer des
médicaments antiviraux et antibiotiques naturels sans effets néfastes sur la santé humaine par

rapport a leurs analogues synthétiques.



Abstract

Due to the wide application of flavonoid molecules in medicinal and pharmaceutical
chemistry, which are one of the most famous types of secondary plant metabolites, and after it
was proved that the flavonoid-rich ethyl acetate extract of Abies numidica leaves is characterized
by its antibacterial activity in a previous study by Benouchenne et al (2020), Our work has come
within the framework of bio-consulting to help in the identification of the molecule(s) responsible
for this antibacterial effect which will be the active principle of a natural antibiotic developed

from this plant by using bioinformatics tools, which will save time and money.

Furthermore, after the Corona pandemic that has spread around the world in the last two
years, the search for what inhibits the virus has become one of the major pharmacological issues,
which is why we have also chosen antiviral activity as part of our work to show the effect of

polyphenols, particularly flavonoids, on the main protease (MPro) of the coronavirus.

We used the docking method to test the antibacterial activity on gram-positive
Staphylococcus aureus and gram-negative Escherichia coli and the antiviral activity on SARS-
CoV-2 virus of 12 flavonoid molecules present in the ethyl acetate extract of Numidian fir leaves

and identify the molecules responsible for these specific biological activities.

Our study concluded that it is possible that the two molecules hyperoside and quercitrin
have a high capacity to inhibit SARS-CoV-2 and it is important to mention that they are the most
quantitatively abundant molecules in the extract, and the molecule luteolin-7-glucoside is
probably responsible for the antibacterial activity in the extract against Gram-negative bacteria
such as Escherichia coli, and the molecule hesperidin is responsible for the antibacterial activity

in the extract against Gram-positive bacteria such as Staphylococcus aureus.

In the future, these biomolecules should therefore be specifically extracted from the
leaves of the Numidian fir and tested again in vivo to confirm their effect on the coronavirus and
bacteria as well. And why not develop natural antiviral and antibiotic drugs without adverse

effects on human health compared to their synthetic analogues.
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Résumé

En raison de la large application des molécules flavonoides en chimie médicinale et pharmaceutique, qui sont I'un des
types les plus célebres de métabolites secondaires des plantes, et aprés qu'il a été prouvé que l'extrait d'acétate d'éthyle des
feuilles d'Abies numidica riche en flavonoides est caractérisé par son activité antibactérienne dans une étude précédente de
Benouchenne et al (2020), notre travail est venu dans le cadre d’un bio-consulting aider dans I’identification de la ou les
molécules responsable (es) de cet effet antibactérien qui sera le principe actif d’un antibiotique naturel développé a partir de

cette plante en faisant intervenir les outils de la bioinformatique, cette derniére permettra un gain de temps et d’argents.

En outre, aprés la pandémie de Corona qui s'est propagée dans le monde au cours des deux derniéres années, la
recherche de ce qui inhibe le virus est devenue I'un des enjeux pharmacologiques majeurs, c'est pourquoi nous avons choisi
aussi l'activité antivirale dans le cadre de notre travail pour montrer I'effet des polyphénols particuliérement les flavonoides sur
la protéase principale (MPro) du coronavirus.

Nous avons utilisé la méthode du docking pour tester 1’activité antibactérienne sur Staphylococcus aureus a gram
positif et Escherichia coli a gram négatif et l'activité antivirale sur le virus SARS-CoV-2 de 12 molécules flavonoides
présentes dans l'extrait acétate d’éthyle des feuilles du sapin de Numidie et identifier les molécules responsables de ces

activités biologiques spécifiques.

Notre étude a conclu qu'il est possible que les deux molécules hypéroside et quercitrine aient une grande capacité
d'inhibition du virus SARS-CoV-2 et il est important de mentionner qu'elles sont les molécules les plus abondantes d’un point
de vue quantitatif dans l'extrait, et la molécule lutéoline-7 -glucoside est probablement responsable de I'activité antibactérienne
dans l'extrait contre des bactéries Gram négatif telles que Escherichia coli, et la molécule hespéridine est responsable de
I'activité antibactérienne dans I'extrait contre des bactéries Gram positif telles que Staphylococcus aureus.

En perspectives, il conviendrait donc d’extraire spécifiquement ces biomolécules a partir des feuilles du sapin de Numidie et de
les tester de nouveau sur le plan in vivo pour confirmer leur effet sur le coronavirus et les bactéries également. Et pourquoi pas
développer des médicaments antiviraux et antibiotiques naturels sans effets néfastes sur la santé humaine par rapport a leurs

analogues synthétiques.
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