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Résumé

Introduction : La protéine du géne A liée a la cytotoxine A vacuolée (Vac A) est le principal
facteur de virulence d'Helicobacter pylori. Cette toxine a été liée a de graves maladies
d'estomac. Les flavonoides sont des métabolites secondaires des plantes et ont de puissants
effets antibactériens. Ce travail vise a étudier I'interaction d'un groupe de flavonoides avec la
protéine Vac A par Docking moléculaire.

Meéthode : Un panel de 26 flavonoides a été utilisé dans cette étude. La structure 3D de la
protéine (Vac A) a été obtenue a partir de la Protéine Data Bank. L'amarrage moléculaire a été
réalisé a l'aide d'un logiciel AUTODOCK VINA et les résultats ont été exprimés en énergie de
liaison (kcal/mol), I’analyse des interactions protéine-ligand a I'aide du logiciel Discovery
studio, et les propriétés pharmacocinétiques a I’aide de swissadme.ch.

Résultats : Pour la protéine Vac A, les molécules CLIMATIN, DIOSMIN et APIGENINE
ont montré l'affinité de liaison la plus faible (-8,8, -8,6 et -8,5 kcal/mol, respectivement).
L'interaction de la CLIMATIN, de la DIOSMINE et de I'APIGENINE avec les protéines Vac
A impliqué leurs groupements hydroxyles et leurs groupements carbonyles.

Conclusion : Notre étude montre que le composé CLIMATIN est de bon candidat pour
controler la pathogénicité de H. pylori. Par conséquent, des études in vitro et in vivo sur H.
pylori sont recommandées pour évaluer ce potentiel.

Mots clés : Helicobacter pylori, Vac A, domaine p55, amarrage, flavonoides.



Abstract

Introduction: The vacuolated cytotoxin A-related gene A protein (Vac A) is the major
virulence factor of Helicobacter pylori. This toxin has been linked to severe stomach
problems. Flavonoids are secondary metabolites of plants and have potent antibacterial
effects. This work aims to study the interaction of a group of flavonoids with the Vac A
protein by molecular docking.

Methods: A panel of 26 flavonoids was used in this study. The 3D structure of the protein
(Vac A) was obtained from the Protein Data Bank. Molecular docking was performed using
AUTODOCK VINA software and results were expressed in binding energy (kcal/mol),
protein-

ligand interaction analysis using Discovery studio software, and pharmacokinetic properties
using swissadme.ch

Results: For Vac A protein, CLIMATIN, DIOSMIN and APIGENINE showed the lowest
binding affinity (-8.8, -8.6 and -8.5 kcal/mol, respectively). The interaction of CLIMATIN,
Diosmin and APIGENIN with Vac A proteins involved their hydroxyl groups and carbonyl
groups.

Conclusion: Our study shows that the compound CLIMATIN is a good candidate to control
the pathogenicity of H. pylori. Therefore, in vitro and in vivo studies on H. pylori are
recommended to evaluate this potential.

Key words: Helicobacter Pylori, Vac A, domain p55, docking, flavonoids.
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Introduction

Helicobacter pylori est une bactérie micro-aérophile Gram négatif en forme spirale qui
colonise I’estomac humain(Marshall & Warren., 1984). Elle entraine de nombreuses
maladies responsables de différentes pathologies telles que la  muqueuse
gastroduodénale(Razafimahefa et al., 2012), et constitue un facteur de risque majeur de
gastrite, d’ulcére peptique, de cancer gastrique et de lymphome du tissu lymphoide associé
aux muqueuses(Tombola et al., 2003). L’infection est généralement silencieuse et constitue
un réel probleme de santé publique, elle touche une grande partie de la population mondiale,
pres de 50% sont atteints de malignité due a 1’implication d’agents infectieux. En effet, dans
certains pays africains la prévalence de I’infection a H. pylori dépasse 95%. A Madagascar,
cette prévalence est de 82% chez I’adulte(Razafimahefa et al.,2012). H. pylori est trouvé
chez plus de 90% des personnes souffrantes d’un ulcére duodénal et chez environ 80% de
celles qui ont un ulcere gastrique(HELICOBACTER, ). bien que H. pylori est sensible a de
nombreux antibiotiques in vitro, seuls quelques antibiotiques peuventétre utilisés in vivo pour
traiter les patients infectés (Ghotaslou, 2015).

Cette bactérie vit dans un milieu particulierement acide , elle a besoin de 5%
d’oxygéne et de 5% a 10% de dioxyde de carbone, et se développe le mieux a
37°C(Guerar&Zaoui.,2020).C’est une bactérie micro-aérophile qui réside dans la couche
muqueuse et établit un attachement avec les cellules épithéliales gastriques qui conduit a une
colonisation persistante dans 1’estomac et a 1’évasion contre la réponse immunitaire(Chandra
Babu et al., 2017).

L’organisation mondiale de la santé a classé H.pylori comme cancérogéne de classe |
en raison de son implication dans le développement du cancer(Lee et al., 2019), qui dépend
des caractéristiques immunitaires de 1’hote et la pathogénicité de cette bactérie
(Delchier, 2008).

Le cancer gastrique est I’un des types de cancer le plus répandu dans le monde, c’est
une maladie agressive avec une faible survie de 5ans en 2012, un million de nouveaux cas de
cancer gastrique sont survenus (952 000 cas ou 6.8% du totale), ce qui en fait la cinquiéme
tumeur maligne la plus fréquente dans le monde apres les cancers du poumon, du sein,

colorectal et de la prostate(Behar et al., 2021) .
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Le pronostic de la maladie est pauvre, et la prévention primaire est un but. Les causes

exactes du cancer gastrique ne sont pas comprises, toutefois, il existe des preuves solides que
les adénocarcinomes de I’estomac distal sont en grand partie attribuable aux expositions
environnementales tot dans la vie et une surconsommation des aliments salés et infectés par la
bactérie Helicobacter pylori(Sivam et al., 1997). En infectant la muqueuse gastrique H.
pylori produit des protéines adhérentes qui lui permettent de se fixer aux cellules des glandes
gastriques. Des études in vitro ont examiné la sensibilité de cette bactérie.
(Khulusi et al.,, 1995). parmi les facteurs de virulence de H .pylori quatre ont été
particulierement distingués :CagA,Vac A, OipA et Dup A(Yamaoka, 2010). Ils sont utilisés
comme marqueurs de virulence(Cole et al., 2016). Vac A (gene A associé a la vacuole)(Kang
& Lee, 2005)a été nommé en référence a sa capacité a provoquer des vésicules membranaires
de type « vacuole » dans le cytoplasme des cellules gastriques(Palframan et al., 2012). De
surcroit, il est le facteur le plus étudié du génome bactérien(Ly, 2010).

Vac a est aussi une toxine secrétée qui penetre dans la membrane cellulaire épithéliale,
et induit la formation de wvacuoles et affecte les mitochondries conduisant a
I’apoptose(Fuccio, 2010); par la voie de signalisation elle est sécrétée a partir de H. pylori par
le systtme de sécrétion de type V (T5SS), agit sur la cellule héte en induisant une
vacuolisation et I’apoptose, et augmente également la production d’IL-8 en activant le p38
MAPK par libération intracellulaire de Ca2", activant ainsi les facteurs de transcription ATF-
2, CREB et NF-kB(Gonzalez et al., 2021).Et par la voie mitochondriale, I’activation des
protéines pro-apoptotiques de la famille BCL2 (B-cell CLL/lymphoma2)(Domanska et al.,
2010). Elle inhibe I’activité glycogéne synthase kinase-3B(GSK-3B) qui intervient dans la
survie, la prolifération et la différenciation cellulaire(lymphocyte T, cellules tumorales) par la
voie de phosphatidylinositol 3-kinase/ Akt(Ly, 2010). Bien que ce géne soit présent dans
toutes les souches, seules quelques-unes ont une fonction vacuolante(Mamoudou&
Meriem.,2015).

Vac A provoqué une vacuolisation massive des lignées cellulaires épithéliales in vitro
et une érosion épithéliale gastrique in vivo(llver et al., 2004). Elle est impliquée dans diverses
fonctions cellulaires, notamment la création de canaux membranaires, la libération du
cytochrome ¢ du cytoplasme, et la liaison aux récepteurs membranaire(Razafimahefa et al.,
2012), une inhibition de la présentation antigénique, une inhibition de I’activation et de la
prolifération des lymphocytes T et la mort cellulaire induite par Vac A in vitro(Radin et al.,
2014).
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Ce facteur majeur forme des canaux sélectifs pour les anions dans la membrane de
I’endosome qui provoquent le gonflement du compartiment, en soi-disant vacuoles (Kern
etal., 2015), en conséquence, une réponse pro-inflammatoire est déclenchée(Razafimahefa et
al., 2012) .

L’auto transporteur de cytotoxine vacuolante est une protoxine de 140kDa avec 1287
acides aminés libérés par H. pylori dans la lumiére de I’intestin. Il subit un clivage N- et C-
terminal au cours du processus de sécrétion pour donner une toxine mature de 88kDa
constituees (de 1 a 821) résidus de longueur (p88), Le domaine p33N-terminal (résidus 1 a
311) contient des résidus hydrophobes (de 6 a 27) impliqués dans la formation des pores,
tandis que les résidus de domaine p55 de 312 a 821 contiennent un ou plusieurs domaines de
liaison cellulaire(Gangwer et al., 2007)ces deux domaine p33 et p55 sont impliqués dans la

formation des canaux ioniques dans la membrane cytoplasmique(Jouimyi et al., 2020).

Vac A ne montre aucune homologie significative avec aucune autre protéine connue.
La toxine mature, qui peut étre transformée en sous-unités p33 N-terminal et p55 C-terminal,
est constituée de trois régions présentant une diversité allélique particuliére : la région signal
N-terminale (avec les alléles s1 et s2), la région intermédiaire dans la p33 domaine (i1, i2, i3)
et la région médiane dans le domaine p55 (m1, m2)(Kern et al., 2015). le risque de
développement d’un adénocarcinome gastrique ou d’un ulcére peptique est augmenté chez les
personnes infectées par des souches porteuses d’alléles s1, m1 ou il par rapport a celle

infectées par des souches s2, m2 ou i2(Floch et al., 2017).

Cette derniere se fixe sur deux types de récepteurs la protéine-tyrosine phosphatase
RPTPa et la protéine tyrosine phosphatasef (RPTPB) qui sont des récepteurs tyrosines
phosphatases situés dans la membrane épithéliale, cette liaison Vac A-RPTP interfere avec les
infections lysosomales et endosomales, entrainant leur perturbation(Ly, 2010).Néanmoins
plus d’information sur les résidus de liaison de Vac A n’étaient pas claire.

Cependant, les sequences d’acides aminés dans les hélices B du domaine p55 assurent
la médiation de la liaison de Vac A aux cellules hétes. En outre de nombreux groupes de
recherche ont indiqué que la région de liaison sur le domaine p55 est considérée comme un
site essentiel pour I’attachement aux cellules épithéliales (Chiranjeevi & Swargam, 2016).
Cette protéine utilise des effets pléiotropes cellulaires qui aggravent le tractus gastro-intestinal

vers des maladies incontrdlables graves. Pour éviter de telles conditions, il est donc nécessaire
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De concevoir de nouveaux inhibiteurs contre Vac A susceptibles de stopper ou de
diminuer I’effet délétére de cette protéine.

Les effets antibactériens des flavonoides comprennent I’inhibition de 1’attachement
bactérien aux récepteurs de 1’héte ; I’inhibition de la formation de biofilm et la neutralisation
des toxines bactériennes(Oh et al., 2010).

Ainsi, le but du présent travail est I’identification de molécules qui peuvent avoir une
valeur potentielle en tant qu’inhibiteurs spécifiques de cette toxine(Tombola et al., 1999).
L’évaluation de nouveaux inhibiteurs contre le domaine p55 de la toxine VVac A produite par
H. pylori(Chiranjeevi & Swargam, 2016) est donc importante afin d’identifier et de
caractériser les activités de formation de canaux et de vacuolisation de la toxine, visant a une
meilleure compréhension des propriétés de ce nouveau canal fournissant des preuves
supplémentaires de la corrélation entre I’activité des canaux et la vacuolisation.

Nous avons fait le choix, dans notre étude de cibler directement Vac A en son domaine
p55 qui est le plus essentiel dans 1’adhérence que le domaine p33. Le domaine p55 est
considéré comme une cible médicamenteuse et sa structure a permis d’étudier et de concevoir
de nouveaux inhibiteurs contre la toxine Vac A in silico. Notre choix s’est porté sur les
molécules ayant comme structure de base un rutoside, molécule naturelle présente dans la
structure des flavonoides. L’objectif étant d’évaluer le pouvoir inhibiteur de ces molécules et
la possibilité de les présenter comme des médicaments potentiellement actifs contre le cancer
en utilisant la simulation moléculaire (Docking) ; outil indispensable dans la recherche

pharmaceutique de nos jours.
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Matériel et méthodes

2.1. Préparation de la protéine :

La structure cristallisée de la protéine Vac A ayant comme ID PDB 2QV3 a été
extraite de la banque de données des protéines http://www.rcsh.org (PROTEIN DATA
BANK, Hayashi et al., 2012). La protéine a été obtenue avec une bonne résolution (2.4 A°)

et ne présente aucune mutation.

Figure 1: Structure de la cible 2QV3

2.2 Teléchargements des ligands :

Un ensemble de 25 composés contenant comme structure de base un rutoside lié a un
flavonoide ont été obtenus a partir de la base de données PUBCHEM en format sdf
(PubChem).Cette bibliotheque de molécules a été obtenue en appliquant un filtre sur la

masse moléculaire.

2.3. L’amarrage moléculaire :

Le Docking a été réalisé en utilisant la structure identifiée de la protéine Vac A. En
utilisant le logiciel "AUTODOCK VINA » connecté a CHIMERA, le programme CHIMERA
a été utilise pour cibler le domaine p55 contenant les résidus 312 a 821
(Chiranjeevi&Swargam, 2016) comme site actif.

Le Docking a été effectué composé par composé avec Vac A, en prenant soin d'ajouter
des atomes d'hydrogéne, des charges, et une énergie minimale G au préalable via l'outil
DOCK PREP (ver 1.15) du programme CHIMERA UCS
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Aprés Docking, les composeés présentant les plus faibles énergies de liaison (kcal/mol)
sur le site actif ont été sélectionnés.

2.4 ldentification des interactions :

Les 25 composés avec la protéine 2QV3 sont importés les uns apreés les autres dans le
programme Discovery studio, permettant de visualiser en 2D les nombreux diagrammes
d'interaction, notamment entre le site actif de la protéine et les ligands. En effet, il révele les
liaisons hydrogene et les liaisons hydrophobes formées entre les acides aminés du site actif de
la cible 2QV3 et les RUTINOSIDES.

2.5 Détermination des parametres pharmacocinétique :
Les propriétés physicochimiques et les prédictions de paramétres (ADME) pour les
caractéristiques pharmacocinétiques présentant la plus faible énergie de liaison ont été

évaluées a l'aide de I'outil en ligne swissadme.ch aprés le Docking(Daina et al., 2014)
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1.3. L’étude d’amarrage :

La structure cristalline tridimensionnelle de la protéine Vac A (PDB ID :2QV3) est
désormais accessible sur le site "RCSB PDB (PROTEIN DATA BANK).

Les énergies de liaison (kcal/mol) obtenues par Docking moléculaire ont été
rapportées, et les interactions protéine/ligand ont été étudiées a lI'aide de I'outil BIOVIA
DISCOVERY.

Plus I'énergie de liaison est faible, plus I'efficacité de la liaison est grande et, par
conséquent, plus l'inhibition est importante. La CLEMATIN, une molécule naturelle,
présentait I'énergie de liaison la plus faible avec la cible 2QV3 dans cette étude, avec -8,8
kcal/mol (figure2), suivie par 'APIGENINE 7-rutinoside, qui présentait une énergie de
liaison de -8,6 kcal/mol(figure3) et (tableau01)

Le tableau Olillustre les résultats des sites de configuration idéale acquis a partir de
I'ensemble des 25 produits chimiques amarrés. La biodisponibilité des 25 composés
RUTINOSIDE a été étudiée

10
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Tableau 1:

Composés

HESPIRIDIN
PELARDONIDIN3-O-RUTINOSIDE
BETAINE

RUTIN

DIOSMIN

METHYLHESPERIDIN

LINARIN
ISORHAMNETIN3-O-ALPHA-
RHAMNOPYRANOSYL-(1-2)-BETA-
GALACTOPYRANOSIDE

34,5, 7-TETRAHYDROXY-3-
METHOXYFLAVONE-7-O-ALPHA-
L-RHAMNOPYRANOSYL-(1->6)-
BETA-D-GLUCOPYRANOSIDE

QUERCETIN 3-O-ROBINOBIOSIDE
PECTOLINARIN
LUTEOLIN-7-O-GENTIOBIOSIDE
KAEMPFEROL-3-O-
ROBINOBIOSIDE

ERIOCITRIN ; LMPK12140366
CLEMATIN

DELPHINIDIN 3-RUTINOSIDE
APIGENIN 7-RUTINOSIDE

NARCISSIN ; SCHMBL1305421 ;
LMPK12110586
TAMARIXETIN  7-RUTINOSIDE ;
LMPK12110603

LUTEOLIN RUTINOSIDE

DATISCIN ; LMPK12111620

KAEMPFEROL 3-ROBINOBIOSIDE
2°.4°,5-TRIHYDROXY-7-(6-O-

(BETA-D-GLUCOPYRANOSYL) -
BETA-D-GLUCOPYRANOSYLOXY)
ISOFLAVONE

GENISTEIN 7-GENTIOBIOSIDE
PETUNIDIN 3-O-RUTINOSIDE
HESPERIDIN ; SW219122-1 ; RBD-
K93633846-001-01-7

coordonnées et énergie de
RUTINOSIDES amarrés a la protéine Vac A.

PUBCHEM
ID

10621
443918

5280805
5281613
5284419
5317025
5487249

5494544

10371536
12313193
14032967
15944778

42607972
42608007
44256887
44257811
44258019

44258036

44258082
44258713
44258742
71563063

90657741
10194983
129010007

Formules

moléculaire

C28H34015
Ca7H30014

C27H30016
C2gH3,015
C29H36015
C28H32014
CogH3,016

C28H32016

C27H30016
C29H34015
C27H30016
C27H30015

C27H3,015
C27H32015
C2gH34015
Co7H31 016"
C27H30014

C2sH32016

C2gH3:,016
C27H30015
C27H30015
C27H30016

C27H30015

CasHzo16
C28H34015

11

liaison de vingt-et-cinq

Masse

moléculaires

(g/mol)

610.5
578.5

610.5
608.5
624.6
592.5
624.5

624.5

610.5
622.6
610.5
594.5

596.5
610.6
611.5
578.5
624.5

624.5

594.5
594.5
594.5
610.5

549.5
625.6
610.6

ligands

AG (kcal/mol)

-8.4
-8.4

-1.5
-8.5
-8.1
-8.3
-8.3

8.5
-8.3
-8.4

-8.1
-8.8
-7.8
-8.6
-8.3

-8.3
-8.4
-8.3
-8.3

-8.3
-8.1
-8.1



Résultats et discussions

Les composes presentant les énergies de liaisons les plus faibles ont été soumis au programme
BIOVIA Discovery afin d’en savoir plus sur les nombreuses liaisons formées par ces
molécules et les acides aminés du site actif de la cible 2QV3 et d'autre part les ligands de
rutinoside .L'activité antibactérienne des flavonoides dépend de leurs structures(Jouimyi et
al., 2020). De maniere générale, les interactions protéine-ligand se caractérisent notamment
par des interactions hydrophobes et des liaisons hydrogénes, qui jouent un réle majeur dans la
prédiction et I'évaluation de la force de liaison entre ligands et protéines (MKkhelfi, 2021).

12
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Tableau 2: Interactions des 6 ligands les mieux ancrés contre le site actif de la

protéeine

Les acides aminés de
Vac A qui

Meilleurs composés | interviennent dans Types d’interaction AG kcal/mol
amarres les interactions du
COmMposé
GLU A438 2 liaisons hydrogene
HESPIRIDIN conventionnelle
TRH A485 Liaison hydrogéne
conventionnelle -8.4
ARG A402 2 liaisons hydrogeéne
conventionnelle
Alkyl
ASN A436 Liaison hydrogene-
carbone
SER A434 Liaison hydrogene-
carbone
PHE A483 Liaison hydrogene-
carbone
SER A504 Liaison hydrogene-
carbone
CLEMATIN ASN A484 Liaison hydrogene
conventionnelle
SER A504 Liaison hydrogene -8.8
conventionnelle
Défavorable accepteur-
accepteur
VAL A526 Liaison hydrogene-
carbone
LYS A465 Alkyl
ARG A402 Liaison hydrogene
conventionnelle
Alkyl
LINARIN GLU A438 Liaison hydrogene
conventionnelle
ASN A436 Liaison hydrogene- -8.3
carbone
THR A485 Liaison hydrogéne
conventionnelle
ASN A484 Van der Waals
PHE A483

13
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15—

TYR A529

Liaison hydrogene-
carbone

DIOSMIN

ASN A484

Liaison hydrogene
conventionnelle

ASN A436

Liaison hydrogene
conventionnelle
Alkyl

ARG A402

Liaison hydrogene
conventionnelle
Défavorable donateur-
donateur

Pi-Pi T-shaped

SER A504

Liaison hydrogene-
carbone

PHE A483

Pi-Pi T —shaped

THR A485

Liaison hydrogéne
conventionnelle

GLUA

Liaison hydrogene
conventionnelle

QUERCETIN 3-O-
ROBINOBIOSIDE

ASN A505

Liaison hydrogene
conventionnelle

ASN A463

Liaison hydrogene
conventionnelle

PHE A483

Liaison hydrogene
conventionnelle
Liaison hydrogene-
carbone

Pi-Pi

Amide —Pi

THR A505

Liaison hydrogene
conventionnelle
Pi-Pi

Amide-Pi

TYR A529

Liaison hydrogene-
carbone

HIS A531

Liaison hydrogene
conventionnelle

SER A504

Liaison hydrogene
conventionnelle

APIGENIN
7-RUTINOSIDE

ASN A506

Liaison hydrogene
conventionnelle

THR A505

Liaison hydrogene
conventionnelle

14
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ASN A463 Liaison hydrogene- -8.6
carbone
PHE A483 Liaison hydrogene-
carbone
SER A504 Liaison hydrogene-
carbone
TYR A529 Défavorable donateur-
donateur

De ces résultats, il en ressort que la molécule CLIMATIN fournisse la meilleure
énergie de liaisons qui équivalent successivement a -8.8kcal/mol. Le composé a établi deux
liaisons hydrogenes conventionnelles, une liaison alkyl, une liaison hydrogéne-carbone et une
liaison défavorable accepteur-accepteur respectivement avec les acides aminés ASN484,
SER504, LY S465 et VAL526(figure02 et tableau 02).

De méme, I’image des différents types de liaisons établies par cette molécule a été

produite grace au logiciel Discovery comme la montre (figure 02).

ASN
A3e4
SER
VAL 4
A526 LR

s

"ﬂ fo 7 A455

O A
&
~ ~
|
O LN
g
o o
Interactions
|:| Conventional Hydrogen Bond - Unfavorable Acceptor-Acceptor
|:| Carbon Hydrogen Bond |:| Alkyl

Figure 2: Image 2D de la molécule CLIMATIN

L’APIGENIN 7-RUTINOSIDE est le deuxieme composé qui fournit de meilleure

énergie de liaison, a présenté un score de liaison de -8.6kcal/mol avec la création de 3liaisons
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Hydrogenes avec |-----es acides aminés ASN484, ASN506 et THR505, 3 liaisons
hydrogéne-carbone avec les acide aminés ASN463, PHE483, SER504, et une liaison
défavorable donateur-donateur avec I’acide aminé TYR529 (figure 03 et tableau 02).

Interactions
Conventional Hydrogen Bond - Unfavorable Donor-Donor
Carbon Hydrogen Bond

Figure 3 image 2D de la molécule APEGININ 7-
RUTINOSIDE

Le QUERCETIN 3-O-ROBINOBIOSIDE a présenté un score de liaison de-
7.5kcal/mol avec la création d’une liaison hydrogéne avec les acides aminés ASNS506,
ASN463, PHE483, THR505, TYR529, HIS531, une liaison hydrogéne-carbone avec I’acide
aminé SER504, et une liaison en forme de Pi-Pi et amide-Pi étoilé avec les 2 acides aminés
PHE483 et THR505 (figure 04 et tableau 02).
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N/
ASN N o
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PHE
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THR
AS05 YR
A529
SER
A509
Interactions
Conventional Hydrogen Bond Pi-Pi Tshaped
Carbon Hydrogen Bond Amide-Pi Stacked

Figure 4 image 2D de la molécule QUERCETIN

Il ressort de ces résultats que la molécule LINARIN a présenté un score de liaison équivalent
de -8.3kcal/mol. Le composé LINARIN a établi des liaisons hydrogenes avec les acides
aminés THR485, GLU438, ARG402, une liaison hydrogene-carbone avec les acides aminés
TYR529, ASN436, liaison alkyl et Van der Waals avec I’acide aminé ASN484, et une liaison
de forme Pi-Pi T-shaped et amide- Pi stacked avec I’acide aminé PHE483 (figure 05 et

tableau02).
ARG
A#02
1
|
0/ -
|
A
fi 9
. -0
|
" ~ ~
| H
‘f/
THR
PHE
Aggs g Aﬁg“
Interactions
van der Waals Pi-Pi T-shaped
Conventional Hydrogen Bond Amide-Pi Stacked
Carbon Hydrogen Bond Alkeyl
Figure 5 image 2D de la molécule LINARIN DIOSMIN a presente
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un score de liaison de -8.5kcal/mol avec la création d’une liaison hydrogéne avec les acides
aminés ASN484, ASN436, ARG402, THR485, GLU438, une liaison hydrogene-carbone avec
I’acide aminé SER504 et une liaison en forme Pi-Pi T-shaped avec I’acide aminé PHE483,

une liaison alkyl et une liaison défavorable donneur-donneur (figure 06 et tableau 02).

Interactions
Conventional Hydrogen Bond PiePi Tshaped
Carbon Hydrogen Bond Al

I Unfevorsble Donor-Donor

Figure 6: image 2D de DIOSMIN

De ces résultats la molécule HESPIRIDIN a présenté un score de liaison de-8.4
kcal/mol, ce composé a établi des liaisons hydrogenes avec les acides aminés ARG402,
THRA485, GLUA438, liaison hydrogene-carbone avec les acides aminées ASN436, SER434,
PHE483, SER504, une liaison Pi-Pi T-shaped avec 1’acide aminé PHE483, et une liaison alkyl
avec I’acide aminé ARG402 (figure 07 et tableau 02).

ASN
=, F A 36 THR
A425
o= —,
— P
P X
rall 7 =,
—x d
&
£ %
SER
FHE
L5 A483 SER
ARG AS04
A402
Interactions
Conventional Hydrogen Bond Pi-Pi T-shaped
Carbon Hydrogen Bond Alleyl

Figure 7 image 2D de HESPIRIDIN
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Nous avons constaté que CLIMATIN un composé naturel qui fait partie des
flavonoides, a présenté la meilleure conformation de liaison avec la cible 2QV3 avec une
énergie de liaison de -8.8 kcal/mol, suivi par 1’Apigenine 7-rutinoside avec une énergie de
liaison de -8.6 kcal/mol(tableaul) (figure2, 3). Les molécules interagissent avec la protéine
VacA par des groupements hydrophobes et de liaisons hydrogénes. Le complexe amarré a
montré une stabilité avec un nombre de liaisons hydrogéne accrues. En effet Les liaisons
hydrogénes jouent un rdle crucial dans la structure et la catalyse des enzymes, et plus le
nombre de ces liaisons hydrogenes est élevé, plus I'efficacité de la liaison et de I'inhibition est
élevée(Vennelakanti et al., 2021). Elles sont indispensables a I'établissement de liaison entre

un ligand et une proteéine.

Ainsi les ligands interagissent de maniére récurrente avec trois acides aminés :
Asn484, Ser504 et Phe483. Ces acides aminés sont retrouvés dans la plupart des molécules
identifiées ce qui permet de souligner leur importance dans la structure de site de fixation de
la protéine Vac A.

La molécule d'Apigenine fait partie des flavonoides les plus courants du régne
vegétal(Pham, 2020). On le trouve principalement dans les légumes (persil, céleri, oignons),
les fruits (oranges), les herbes (camomille, thym, origan, basilic) et les boissons a base de
plantes (thé, biére, vin)(Hostetler et al., 2017). 1l a été démontré que I'Apigenine possede de
multiples propriétés biologiques, notamment des effets anticancéreux, anti-inflammatoires et
antioxydants.

De nombreux travaux ont étudié l'interaction de molécules naturelles contre H. pylori
facteurs de virulence. Dans des études antérieures montrant que parmi les 36 molécules de
flavonoides qui a passé les régles de Lipinski de 5 les molécules de galangine, de lutéoline et
d'Apigenine ont montré l'affinité de liaison la plus élevée avec la protéine VacA, Nous avons
également démontré que les interactions de toutes ces moléecules avec la protéine VacA
impliquaient leurs groupements hydroxyle et/ou carbonyle, indispensables a leur activité
antibactérienne.

La molécule d'Apigenine interagit avec la protéine VVacA par ses groupements
hydroxyle et carbonyle. La puissante activité antibacterienne de I'Apigenine contre un certain
nombre de bactéries a éte évaluée par plusieurs études comme discute ci-dessus, l'activité
antibactérienne des flavones est dirigée par le nombre et les positions des groupes hydroxyles
qu'elles contiennent de ce fait, les groupements hydroxyles de I'Apigenine pourraient étre a

I'origine de son activité antibactérienne(Jouimyi et al., 2020).
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Les propriétés pharmacocinétiques (ADME) ont été eévaluées a I’aide de la régle de

LIPINSKI et VEBER sur le site web swissadme.ch afin d’étudier les caractéristiques

pharmacologiques putatives (tableau03). Ceci est également valable pour toutes les

molécules du (tableau02).
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Figure 8 les propriétées ADME des 6 principaux ligands (HESPIRIDIN,
CLEMATIN, LINARIN, DIOSMIN, QUERCETIN ET L’APIGENIN).

Tableau 3: propriétés pharmacocinétiques des médicaments en voie de

réadaptation

AG
Composeés
HESPIRIDIN -8.4
CLIMATIN -8.8
LINARIN -8.3
DIOSMAIN -8.5

XLOGP3
0.7<XLOG
P3<0.5

-0,14
-0.14
0.50

0.14

LOGS
(ESOL

)

-3.28
-3.28
-3.65

-3.51
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CSP3
0.25<
CSP3
<1
0.54

0.54

0.46

0.46

LIPINSKI

No :3
violations
No :3
violations
No :3
violations
No : 3
violations

VEBER

TPSA ‘ NROTB

234.29 ‘7
23429 7
21797 7

238.20 7




Résultats et discussions

QUERCETIN 3- -7.5 -0.33 -3.30 0.44 No : 3 26943 6
O- violations
ROBINOBIOSID

E

APIGENIN -8.6 0.17 -3.43 0.44 No :3 22897 7
7-RUTINOSIDE violations

MW : masse moléeculaire
Csp3 : fraction Csp3
TPSA : topological polar surface Area

Lors de cette étude de Lipinski les six composés ne satisfont pas leurs propriétés en
suivant cette régle des cinq critéres d’aprés ce tableau qui contiennent un poids moléculaire
(MW) superieur & 500g/mol. Lipinski n’a pas établi un ensemble des regles destinées a
estimer la biodisponibilité par voie orale d'un composé par le biais de sa structure
bidimensionnelle (2D).

il suggére que I'absorption sera probablement meilleure si la molécule valide au moins
trois de ses conditions (MW< 500, NHs + OHs<5, HBA<10,HBD<5, Un log P <
5,5)(Lipinski et al., 1997).

En revanche les critéres supplémentaires de Veber ont été utilisés pour améliorer les
prédictions de la productivité du médicament, nous avons apercu que tous les composés ont
un indice de rotation inférieur a 10 et de ce fait une trés bonne biodisponibilité orale du
médicament pour I’inhibition de la protéine Vac A. par contre sa surface polaire (PSA)
supérieure & 140A2 de ce fait possédent une mauvaise corrélation de I'absorption intestinale.

Cependant, dans notre travail on a constaté que la molécule CLIMATIN a présenté des
résultats intéressants avec une énergie de liaison de -8.8kcal/mol et des caractéres

pharmacocinétiques acceptable ; elle se présente donc comme un bon candidat en tant

gue médicament potentiel pour I'inhibition de la protéine VAC A.
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Conclusion

H. pylori présente une antibiorésistance vis-a-vis des antibiotiques utilisés pour traiter
son infection.la présente étude consiste a proposer et développer in silico les meilleurs
inhibiteurs potentiels qui agissent sur la protéine cible 2QV3 contre la gastrite chronique
causée par H. pylori. Pour réaliser cette étude nous avons utilisé le Docking moléculaire.

Parmi les 25 flavonoides étudiés par Docking moléculaire avec la protéine Vac A, six
composés présentaient des capacités de liaison substantielles avec AG allant de -8,8 & -7,5
Kcal/mol. Aucun de ces composes n'a satisfait a la régle de LIPINSKI de 5, et par rapport aux
criteres supplémentaires de VEBER tous les composés ont un indice de rotation inférieur a 10.
A cet égard, la molécule CLIMATIN a présenté des résultats encourageants, comme une
énergie de liaison de -8,8 kcal/mol. Elle a également formé des liaisons hydrogénes,
hydrogéne-carbone et donneur-donneur défavorables avec les acides aminés ASN48,
ASN506, THR505, ASN463, PHE483, SER504 et TYR519. D'apres les données de la regle
de VEBER, ces résultats impliquent que le produit chimique pourrait étre utilisé pour traiter le

cancer gastrique.
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