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Résumé

Staphylococcus aureus est classiquement considéré comme un agent pathogéne
extracellulaire, ces bactéries sont également capables d'étre absorbées par les
cellules hoétes, y compris les phagocytes non professionnels tels que les cellules
endothéliales, les cellules épithéliales ou les ostéoblastes. Le mode de vie
intracellulaire de S. aureus contribue au développement de linfection. La voie
prédominante de reconnaissance et d'internalisation semble étre la liaison de la
bactérie via un pont de fibronectine a l'intégrine a581 sur la membrane de la cellule
héte, suivie d'une phagocytose. Bien que les ostéoblastes aient montré une
expression élevée d'intégrine a5p1 et de fibronectine, et que les bactéries adherent
aux ostéoblastes dans une proportion élevée, La fibronectine a été la premiére
protéine adhésive impliquée dans la formation d'un tel pont entre les protéines de
liaison Fn (FNBP) A et B sur la surface staphylococcique et l'intégrine a5B1 sur la

surface des cellules endothéliales.

Par ailleurs la vitamine C posséde des propriétés antimicrobiennes ainsi que des

effets immun-modulateurs, elle contribue a la réduction des risques d’infection.

Dans ce travail, nous avons étudié par Docking moléculaire I'effet de la vitamine C
sur les molécules FnBPs et a5B1Staphylococcique. L’étude de Docking a été
réalisée par le programme ArgusLab et visualisée par Discovery studio. Les
protéines et les ligands utilisés ont été téléchargé a partir des banques des données
PDB et Pubchem.

Les résultats de la simulation ont déterminé que la vitamine C a une forte affinité
pour la protéine FnBPs avec une énergie de liaison trés faible ce qui signifie qu’ily a
eu des interactions qui stabilisent le complexe. La vitamine C est donc blogque

I'entrée de la bactérie en se lient avec son recepteur.

Mots clés : Staphylococcus aureus, fibronectine binding protéine, Vitamine C,
Docking moléculaire



Abstract

Staphylococcus aureus is classically considered an extracellular pathogen, these
bacteria are also able to be taken up by host cells including non-professional
phagocytes such as endothelial cells, epithelial cells or osteoblasts. The intracellular
lifestyle of S. aureus contributes to the development of the infection. The
predominant pathway for recognition and internalization appears to be binding of the
bacterium via a fibronectin bridge to the a5B1 integrin on the host cell membrane,
followed by phagocytosis. Although osteoblasts showed high expression of integrin
a5B1 and fibronectin, and bacteria adhered to osteoblasts in a high proportion,
fibronectin was the first adhesive protein involved in the formation of such a bridge
between proteins of binding Fn (FnBP) A and B on the staphylococcal surface and

integrin a5B1 on the surface of endothelial cells.

In addition, vitamin C has antimicrobial properties as well as immune-modulating

effects, it contributes to reducing the risk of infection.

In this work, we studied by molecular docking the effect of vitamin C on FnBPs and
a5B1 Staphylococcal molecules. The Docking study was carried out by the ArgusLab
program and visualized by Discovery studio. The proteins and ligands used were
downloaded from the PDB and Pubchem databases.

The simulation results determined that vitamin C has a high affinity for the FnBPs
protein with a very low binding energy which means that there were interactions that
stabilize the complex. Vitamin C therefore blocks the entry of the bacteria by binding

with its receptor.

Keywords : Staphylococcus aureus, fibronectin binding protein, Vitamin C, molecular

docking
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Introduction

[. Introduction

Staphylococcus aureus est a la fois une bactérie commensale et un pathogene
humain. Environ 30 % de la population humaine est colonisée par S. aureus
Simultanément, il s'agit d'une cause majeure de bactériéemie et d'endocardite
infectieuse (EI) ainsi que d'infections ostéoarticulaires, cutanées et des tissus mous,

pleuropulmonaires et liées au dispositif.

Par ailleurs les vitamines sont des substances organiques actives dans l'organisme
a faible dose et participent & maintenir I'équilibre de vie. Les carences en vitamines
peuvent entrainer plus ou plus de perturbations métaboliques pas trop grave.
Chaque vitamine joue un role spécifique et ne peut étre remplacée par une autre. La
vitamine C joue un réle vital dans le métabolisme chez I'hnomme et certaines espéces
animales. De plus, elle possede des propriétés biologiques intéressantes qui sont
exploitées dans des produits cosmétiques. La vitamine C (acide ascorbique) est
indispensable a la formation, la croissance et la réparation du tissu osseux, de la
peau et du tissu conjonctif (qui lie les différents tissus et organes et comprend les
tendons, les ligaments et les vaisseaux sanguins). Elle est également essentielle au
bon fonctionnement des vaisseaux sanguins. La vitamine C aide a garder des dents
et des gencives saines. Elle aide I'organisme a absorber le fer, qui est nécessaire a
la fabrication des globules rouges. La vitamine C aide aussi a la cicatrisation des

brllures et des blessures.

Dans cette optique, notre travail a pour objectif de réaliser une simulation
bioinformatique par dockig moléculaire, afin d’étudier I'effet de la vitamine C sur les
molécules FnBPs et a5B1 impliquées dans Tlinteraction S.aures-cellules

endothéliales.
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Chapitre I : Vitamine C

1. Lavitamine C
1.1 Définition

La vitamine C (aussi connue sous le nom d’acide ascorbique) est un constituant
normal des tissus animaux et végétaux. Cette substance s'est avéré essentielle pour
le corps humain puisque 'homme est incapable de la produire ou de 'emmagasiner.
Son absence totale dans l'alimentation donne le scorbut caractérisé par l'apparition
de purpura, des hémorragies et la chute des dents dans les cas les plus graves [2].
Albert Szent-Gyoérgyi de Nagyrapolt, un scientifique hongrois, a pu extraire l'acide
ascorbique des plantes ou capsules de glande surrénale, Il est actuellement préparé
par synthese, et les propriétés du produit synthétique sont les mémes que celles du
produit naturel. C'est une poudre blanche avec un point de fusion a 1900C,
facilement soluble dans l'eau, soluble dans l'alcool et insoluble dans d'autres
solvants de matiere organiqgue commune. Il se décompose facilement lorsqu'on le
chauffe vers 170°C. Son poids moléculaire est de 176 g/mol, correspondant a la
formule globale C6H806 [2].

Chimiquement, c'est la lactone de I'acide céto-2-gulonique sous la forme éolique.

Il a certaines relations de structure avec les sucres[2].

Ses principales propriétés chimiques sont des agents réducteurs puissants. Etat
stable

Apres cristallisation, il s'oxyde rapidement en solution, en particulier dans les
solutions diluées. L'oxydation Il est spécifiquement catalysé par le cuivre et certaines
enzymes.

Un milieu alcalin, I'élévation de la température favorisent aussi I'oxydation ; Le
premier produit d'oxydation est l'acide déhydroascorbiq a également une activité
vitaminique, alors l'oxydation se poursuit plus ou moins rapidement suivant le milieu

réactionnel pour aboutir a la destruction de la vitamine [2].
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1.2 Structure de la vitamine C
La structure chimique de l'acide ascorbique (AA) fut établie par Haworth en 1932. La
vitamine C est un acide organique dont la structure est apparentée a celle des
sucresa six atomes de carbone 8 atomes d'hydrogénes et 6 atomes d'oxygénes
(C6HBO06). Il possede une fonction lactone, une fonction ene-diol (HO-C=C-OH) et
deux fonctions alcool. Chimiquement, la vitamine C est un donneur d'électrons ou un
agent réducteur, et les électrons de l'ascorbate expliguent tous ses effets

physiologiques connus [3].

H H O @

Figure N°01 : Structure de la vitamine C

Dans plantes, I'acide ascorbique estprincipalement présent sous sa base conjuguée
. L-Ascorbate (L-AA, Figure 2). L’ascorbate ou I'acide ascorbique constitue la forme
réduite de la vitamine C. Par ailleurs, I'ascorbate peut étre oxydé en
monodéhydroascorbate (MDHA) qui se dissocie rapidement de nouveau en
ascorbate et en déhydroascorbate (DHA) ; le DHA est ensuite dégradé ou réduit a

nouveau [4].
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Figure N°02 : Structure chimique de I'Acide Ascorbique, du L-Ascorbate, du
monodéshydro-L-Ascorbate, du déhydro-L-Ascorbate et du
déhydro-L-Ascorbatehydraté

1.3 Sources de la vitamine C
La vitamine C n’est pas naturellement synthétisée par le corps humain et donc
unapport alimentaire adéquat est pour un nécessaire dans un régime alimentaire
sain. Lessources naturelles les plus riches en acides ascorbique sont principalement
les Iégumes frais, les agrumes, les fruits frais et les légumes verts. Un bon apport
alimentaire (fruits frais) doit suffire a couvrir les besoins quotidiens [5].

1.4 Roles physiologique et avantages de la vitamine C
L’acide ascorbique joue divers réles dans I'organisme, notamment en raison de sa
Propriétés antioxydants et hydroxylants. Il participe a la synthése du collagéne, de la
Tyrosine, de la carnitine, du cholestérol et des acides biliaires. Il est aussi
nécessaire aux défenses immunitaires. La vitamine C est abondante dans les
cellules immunitaires et accélere leur mobilité. Elle intervient également dans le
métabolisme du fer et a un réle dans I'élimination des carcinogénes et des

nitrosamines cancérigenes [6].
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1.4.1 Ré6le d’hydroxylation
= Métabolisme du collagene

Le collagéne est un peptide essentiel pour la construction du tissu conjonctif, le
soutien des tissus des vaisseaux sanguins et des organes. Il est présent dans la
composition de la peau et des phanéres, dans La matiere organique des os et des
dents, située dans les disques intervertébraux et cristalline. L'acide ascorbique est
un cofacteur de I'hydroxylase. Sa carence est responsable du dysfonctionnement du
collagéne, qui peut étre altéré les parois vasculaires entrainant un syndrome
hémorragique.Les lésions des muqueuses, la gingivite, les changements cutanés et

une mauvaise cicatrisation sont les principaux symptémes duscorbut [6].

= Métabolisme de la carnitine

La carnitine est une substance retrouvée dans le muscle cardiaque, et squelettique
ou encore dans le foie. Elle est impliqguée dans le transport des acides gras
jusqu’aux mitochondries ou ils sont oxydés. Elle est synthétisée a partir de la lysine
et de la méthionine grace a deux hydroxylases a fer ferreux et dont un des

cofacteurs essentiels est I'acide ascorbique [6].
= Métabolisme des catécholamines

L'acide ascorbique est un cofacteur de la dopamine hydroxylase. Par conséquent, il
permetla conversion de dopamine en norépinephrine. Cela pourrait expliquer le

probleme de Maladie émotionnelle et méme mentale décrite dans le scorbut [6].
1.4.2 Le role antioxydant

L'effet antioxydant de l'acide ascorbique provient de ses propriétés réductrices. C'est
le plus Puissant antioxydant soluble dans l'eau. Il est capable de réagir directement
avec les espece réactives de l'oxygene et les espéces réactive de l'azote. Il réduit

I'anion superoxyde sous forme acide ou basique [6] :
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AH- + HO-2— A- + H202

Il limite la peroxydation lipidique en réagissant avec les radicaux peroxyle et les

complexes soxoferryle :

AH-+ ROO-— A- + ROOH
AH- + [Fe (IV)=0] —A- + Fe (l11) + OH-

Il est impliqué dans de nombreuses réactions enzymatiques fer-dépendantes telles
qu'Emetteur d’électrons. Il aide également & la régénération de la vitamine E. son
pouvoir Il a été démontré que les antioxydants sont impliqués dans les mécanismes

de défense contre diverses maladies [6].
1.5 Toxicité de la vitamine C

La toxicité de la vitamine C est tres faible et sans danger, car la molécule
étantHydrosoluble, elle est spontanément éliminée dans les urines lorsque sa

concentration plasmatique atteint ou dépasse 12 mg/L [7].

Aucune étude n'a montré que l'acide ascorbique est cancérogéne ou tératogene ou
gu’ilcause des effets néfastes sur la reproduction. Les apports élevés en vitamine C
son Considéré comme responsablesd’une faible toxicité. Des effets indésirables ont

été rapportés principalement apres de tres fortes doses (supérieures a 3 g/jour).

Les effets indésirables associés a une consommation trés élevée sont : la diarrhée
et d'autres troubles gastro-intestinaux, l'augmentation de l'excrétion d'oxalate et la
formation decalculs rénaux, l'excrétion d'acide urique, les effets pro-oxydants, le
conditionnement systémique (rebond scorbut) entrainant une surcharge en fer, une
réduction de la vitamineB12 et du cuivre, une augmentation de la demande en

oxygene et une érosion de I'émail dentaire [2].

L’ANSES (Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de [lalimentation de
'environnement et du travail) estime que 1g d'acide ascorbique semble étre la limite

supérieure recommandée de l'apport alimentaire lors d’'une cure en vitamine C [8].
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2.staphylococcusaureus
2.1 Historique

En 1878, Lewis Pasteur et ses collaborateurs ont observé Staphylococcus pour la
premiére fois au microscope sous forme « d’amas de grains » dans des pus de
furoncles et d’'ostéomyélites. Les premiers isolats et cultures in vitro ont été réalisés
par Sir Alexander Ogston en 1881 (Ogston, 1881). Il décrivit un an plus tard, la
premiére espéce de staphylocoque : Staphylococcus aureus, en raison de sa
pigmentation jaune. Le staphylocoque blanc, Staphylococcus epidermidis (S.

epidermidis), fut découvert par la suite [9]

» La pénicilline (Fleming, 1929) a été utilisée pour la premiére fois en 1941 pour
traiter un patient atteint d’'une septicémie a staphylocoque.

> En 1947, les premieres souches de staphylocoque résistantes a la pénicilline
ont été identifiées (Barber, 1947).

» L’arrivée de la méticilline dans les années 60 a mis fin a cette épidémie.

» Cependant, la résistance a ce nouvel antibiotique a été décrite des 1961 au
Royaume-Uni (Barber, 1961).

» Les SARM (Staphylococcus aureus Résistant a la Méticilline) sont alors
devenus l'une des premiéres causes d’infections nosocomiales.

> Depuis 2002, de nombreux cas de résistance a la vancomycine ont été
reportés entre autres aux Etats-Unis (Chang et al., 2003).

> Aujourd’hui, ces multi-résistances font du S. aureus un enjeu majeur en santé

publique [9].
2.2. Généralités

Les Staphylocoques sont des bactéries a Gram positif inconstamment encapsulées,
aeroanaerobies facultatives, ubiquitaires. lls se présentent généralement sous forme
de coquillages lls sont regroupés en grappes irrégulieres, parfois isolés, par paires
ou en chaines tres courtes. Les criteres de virulence de la bactérie in vitro sont
directement corrélés a un équipement enzymatique complexe avec en premier lieu

la capacité ou non de produire une enzyme de type coagulase [10].

On distingue l'espéce Staphylococcus aureus a coagulase positive appelée

égalementstaphylocoque doré (élaboration d’'un pigment caroténoide donnant une
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couleur dorée a lacolonie), d'autres espéces de staphylocogues a coagulase

négative (SCN) ont été regroupéesaussi sous le nom de Staphylocoques blancs (par

opposition au doré) : S.epidermidis, S. saprophyticus, S. hominis, S. capitis, etc[10].

2.3 Caracteéristique bactériologiques

2.3.1 Morphologie

D'apres les tests biochimiques et la forme des colonies le genre Staphylococcus et

'espéce S. aureus peuvent étre identifiés selon les critéres suivant [11].

Les staphylocoques sont des cocci sphériques a Gram positif de 0,5 a 2,5
Mm[11].

Isolées ou groupées en amas de plusieurs éléments réalisant la disposition
engrappe de raisin

Ce sont des cocci qui mesurent 0,8 a 1 um de diameétre

Immobiles, asporulés, généralement acapsulés ou ayant une faible capacité
de synthése de capsule

Les staphylocoques sontgénéralement divisés en deux groupes en fonction
de leurs capacités a produire une coagulase libre

Les staphylocoques a coagulase positive (Staphylococcus aureus) ont un
pouvoir pathogene bien démontré par rapport au groupe des staphylocoques
a coagulase négative qui sont considérés comme pas ou peu

Pathogenes [12].
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Tableau 1 : Principales caracteristiques des Staphylocoques

-Cocci sphérique de 0,5 a Ium de

diamétre :
Morphologie. -en amas (grappes de raisin) :
S.aureus ;
-en paires, amas irréguliers : autre
espece.
Coloration de Gram Gram+
Mobilité Immobiles (mouvements browniens).
Type respiratoire Anaérobies facultatifs en général.
Oxydase Positive.
Catalase Positive.

-Température optimale a 37°C :
croissance a

10°C et a 45°C selon les especes.
- Ph optimale de 7,2 a 7,4.

Conditions de culture

Caracteres spécifiques Halotolérants : 6,5% de NaCl
Milieux de culture d’usage Geélose nutritive, gélose trypcase soja
Courant

Gélose de Baird-Parker :

eye 0s s 4 3
Milieux d’isolement s’électifs Milieu de Chapman...

Milieux d’enrichissements

R Bouillon de Giolitti-Canton
sélectifs

2.3.2 Caractéristiques biochimiques

La meilleure caractéristique de S. aureus est la production de coagulase
staphylococcique, une enzyme Facile a démontrer en laboratoire[12].
Staphylococcus aureus produit une variété d'enzymes : protéase, lipase, coagulase
apparentée Ou "facteur d'agrégation”, coagulase libre. Les substances biochimiques

sont résumées dans le tableau ci-dessous : [12]
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Tableau 2 : Caracteristiques biochimiques du S. aureus

Caractére S. aureus
Oxydase -
Catalase

Coagulase

Fermentation du glucose sans
production +
de gaz

Fermentation du mannitol

Production d’indole
Uréase
Nitrate réductase

+ |+ |+ |+

Réduction de tellurite de
potassium en +
tellure

2.4 Taxonomie

Selon la 9éme édition du Bergey’'s Manual of Systematic Bacteriology,
lesstaphylocoques sont classés parmi les bactéries a coloration Gram positive

pauvres en GC (guanine-cytosine), dans le phylum des firmicutes : [13]

Tableau 3 : Classificationdu S.aureus selon Bergey’s (1994) [13].

Domaine Bactérie ou Eubactérie
Phylum XII1 Firmicutes
Classe Bacilli
Ordre Bacillales
Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus
Espéce Staphylococcus aureu
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2.5 Pouvoir pathogéne de S.aureus

Staphylococcus aureus est un enjeu de santé publique du fait de la variété des
infections et de sa gravité, dont la fréquence est également due a I'émergence de
souches multirésistantes aux antibiotiques. Il est responsable de nombreuses
infections hospitalieres et communautaires. Sa pathogénicité est causée par des
enzymes (catalase, coagulase, désoxyribonucléase, phosphatase, hyaluronidase,
plasmine, lipase et hémolysine) et des toxines (hémolysine, leucolysine,
entérotoxines, exfoliants) qui lui conferent respectivement son pouvoir invasif et
toxinogene. Cette bactérie est, avant tout, une bactérie pyogéne responsable de la
plupart des infections suppurées de la peau et des muqueuses. Les principales
staphylococcies cutanées sont dues a la pénétration et lamultiplication de la bactérie
dans les annexes de la peau qui provoquent un large panel d’infections : folliculites,
furoncles, anthrax, orgelets, panaris, impétigo ou abces. Les infections toxiniques,
quant a elles, sont dues a la diffusion dans les tissus de toxines spécifiques qui
provoquent plusieurs types d’infections : le choc toxique staphylococcique, le
syndrome d’exfoliation, I'impétigo bulleux ou encore des toxi-infections alimentaires
[14]. S. aureus : Il est responsable d’infections suppuratives superficielles et

profondes ainsi que de syndromes liés a I'action de toxines.
2.6 Facteurs de virulence

Les facteurs de virulence de S. aureus sont a l'origine de I'établissement de
I'infectionchez I'homme. Ces facteurs exercent des multiples fonctions, IlIs
contribuent a la neutralisation du systéme immunitaire de I'h6te, 'adhésion de la

matrice cellulaire, la dissémination et a I'acquisition de nouveaux nutriments [13].

La plupart des composants de la paroi sont impliqués dans la virulence de S.
aureus. Enplus des protéines de surface, la bactérie sécrete un panel de toxines et
d’enzymes (fig. 3).Toutes ces protéines liées ou contribuent a la capacité de la
bactérie asurmonter les défenses de I'héte et a envahir, coloniser et survivre dans
les tissus. Leurexpression est donc étroitement régulée dans le temps. Les enzymes
sécrétées par Staphylococcus aureus peuvent dégrader les tissus humains,
Favoriser la propagation des agents infectieux. Les principales enzymes
extracellulaires sont des protéases, auréolysine, désoxyribonucléase, lipase,

phosphatase, catalase,hyaluronidase et coagulase. S. aureus produit plusieurs
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toxines cytolytiques ayant lacapacité de détruire les cellules de la défense de I'héte
en formant des pores au niveau des membranes cellulaires. Parmi elles, on peut
citer les hémolysines (a-0), les peptides PSM (phenol-soluble modulins) ou « phénol-
soluble peptides », la leucocidine de Panton Valentine (LPV), et la leucocidine LukE-
LukD. En plus des toxines cytolytiques, certaines souches de S. aureus produisent
également des toxines a activité épidermolytique (exfoliatines ou épidermolysines
ETA, ETB et ETD), et des protéines CHIPS (Chemotaxis Inhibitory Proteins of
Staphylococci) dont I'action est d’inhiber le chimiotactisme des neutrophiles et des
monocytes [13].

D’autres souches de S. aureus produisent des toxines (superantigénes)
responsables de syndromes spécifiques (entérotoxines A-E et toxine du choc
toxique staphylococcique 1 [TSST-1]. La plupart des souches cliniques produisent
une capsule polysaccharidique qui donne aux bactéries la capacité de résister a la
phagocytose. La protéine A se lie aux immunoglobulines et empéche
I'opsonisation[13].

A Surface proteins Secreted proteins
(exponential-growth phase) (stationary phase)

Enterotoxin B

Coagulase 7
Protein A ‘ Q _TSST-1
3

: = a-Toxin
Elastin 3 - = ( ~ Peptidogiycan Capsule
binding 9 / 1 :
protein s =
J) Ribitol
% Stationary teichoic #
Collagen- @ phase acid
binding < f-Lactamase
protein "
% Exponential 8- Cross-linking
= growth phase peptides
Fibronectin e .
x ~ = Cytoplasmic z ; X
bsn(rhr}g § R brane Lipoteichoic
protein

Clumping factor

Cell-wall- Repeats Ligand-binding
anchoring domain
domain

Figure N°03 : Expression des facteurs de virulence chez le S. aureus
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Le schéma A montré les principales protéines de surface et secrétées de S. aureus.
Lasynthese de ces protéines est dépendante de la phase de croissance de la
bactérie comme le montre le graphique au centre. Les facteurs de virulence solubles
sont principalementsecrétés au cours de la phase stationnaire de croissance. Les

schémas B et C montrent dessections de I'enveloppe bactérienne.
2.7 Les Toxines

Le S. aureus est responsable de plusieurs infections causées par une large gamme

de toxines :
A. Hémolysines ou staphylolysines

Plusieurs Hémolysines ont été décrites (alpha, béta, Gamma, delta), Elles ont une

action cytolytique sur lesplaquettes et les globules rouge [15].

B. Laleucocidine

La Leucocidine de Panton Valentine (PVL) est une exotoxine cytolytique composée
de deux parties LukS-PV et LukF-PV. Ces deux composants sont secrétés
séparément puiss’assemblent en octamére a la surface des cellules cibles, ce qui
provoquera la formation d’'un pore au niveau de la membrane cellulaire. Cette
exotoxine induit la lyse de plusieurs types cellulaires comme les polynucléaires, les

neutrophiles, les monocytes et les macrophages [15].
C. Les entérotoxines

Elles sont responsables d’intoxication alimentaires (diarrhée,vomissements,
douleurs abdominales). Ce sont des protéines thermostables, insensibles aux
enzymes protéolytigues du suc digestif. Dont il existe 7 sérotypes différents. Des
souches de S. aureus produisent une entérotoxine. Les entérotoxines
staphylococciques sont des exotoxines gastro-intestinales puissantes synthétisées
par S. aureus tout au long de la phase exponentielle de la croissance ou durant la

transition de cette phase a la phase stationnaire. Elles sont actives en faible
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quantité [15].
D. Latoxine responsable du choc toxique Staphylococcique (TSST-1)

La (TSST-1) est un super-antigene extracellulaire retrouvé chez plus de 90% des
souches responsables de ce syndrome. Cette toxine a un effet pyrogéne et entraine
l'activation simultanée de plusieurs sous-populations lymphocytaires et provoque la
libération de plusieurs médiateurs cytokinique (TNF-a, IL-1, IL-6) responsables de la

symptomatologie du choc staphylococcique [15].
E. L’exfoliatine

C’est une protéine thermostable responsable des lésions d'érythrodermie bulleuse
qgue l'on observe parfois au cours des septicémies a staphylocoques et au cours de
I'impétigo.Produite par certaines souches de S. aureus, on distingue deux sérotypes
A et B : le gene codant du sérotype A est chromosomiqgue et celui codant le sérotype

B est plasmidique[15].

2.8 Interaction de S. aureus avec la fibronectine
2.8.1 La structure de la fibronectine

La fibronectine est une glycoprotéine d’'un poids moléculaire variant de420 a500kDa
enfonction des épissages alternatifs qu’elle subitet des glycosylations qu’elle arbore
(4-9% de la massede la fibronectine). Elle est constituée de deux sous-unités
homologues chacune d’environ 250 kDa. Les deux sous-unités sont reliées entre
elles par deux ponts disulfures au niveau du domainecarboxy-terminal.Cette protéine
d’environ 8.7 nm de rayon hydrodynamique[16] est trouvée sous forme soluble dans
les liquides physiologiques tels que le plasma, la lymphe et la synovie,et dans
certains fluides pathologiques comme les ascites. Cette molécule est constituée de
domaines de type | : a une longueur de 45 acides aminés et est situé aux extrémités
de la protéine (N- et C-terminale), Le type Il : est constitué 60 acides aminés répétés
deux fois.EtLe type Il : a 90 acides aminés et est répété de 15 a 17 fois. La
fibronectine possedeégalement trois domaines d’épissage alternatif appelés EDA,
EDB et llICS (Figure 4). Ces domainesd’épissage, qui ne sont généralement pas

présents dans la molécule de fibronectine plasmatique,ont permis de recenser
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environ 20 isoformes pour cette protéine et qui ont des localisations et des
rélesdifférents.Dans sa conformation dépliée,cette fibronectine posseéde une
longueur d’environ 140 nm [17]. En 2000, il a été montré que la fibronectine en
solution correspond a une chaine gaussienne qui adopte une conformation qui
change sans cesse du fait de l'agitation thermique, et qu’a un instant donné, la
conformation des chaines est différente d’'une molécule a lautre. End’autres
termes,la fibronectine posséde une grande flexibilité a I'échelle de la molécule contre

une structuration importante a I'échelle des modules constituants la fibronectine[18].

FN

FN Heparin
Flbrin Collagen Syndecan Fibrin
4,* B O F TR,
s 6 &
Aasombw CeH
U =Typel

=Typell
= Type il
= Variable Region

Figure N°04 : Structure de la fibronectine
2.8.2 Structure et propriétés des adhésines a la fibronectine

Les adhésines liant la fibronectine n'ont pas pu étre caractérisées facilement par
voie biochimique. Leur structure a été rendue a partir de 1987 par le clonage et le
séquencage du gene de la premiere (FNBPA) des deux FnBP présents dans la
souche de laboratoire. La deuxieme FnBP (FnBPB) a été clonée en 1991 et

localisée a la suite du géne codant pour la FnBPA[12] .

-
5 2, B C D wir feve | 5
FrER & o 120 i
-24- 45 ] 94
Frere | a I c | o |fwr fwelm|;
1234 +
P
LPXTG
Site de Haison
de 1a Aibronectine

Figure N°05 : Homologies entre les protéines FnBP A et FnBP B
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Les deux protéines FnBP ont des régions extrémement bien conservées, en

particulier dans leur séquence de liaison a la fibronectine.

(Les pourcentages d'homologie sont indiqués entre les régions délimitées par des

traits pointillés verticaux.

S : peptide signal. A, B, C, D : Régions extracellulaires. Wr, Wc : Régions pariétales.

M : Région membranaire. + : Région cytoplasmique chargée positivement.

Les séquences de FnBPA et FnBPB ont été comparées et se sont averées trés

similaires (figure 5) [12].
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Chapitre III : Effet de la vitamine c sur les molécules fnBPs et a5B1

1. Régulation de I’expression des FnBPs

Les FnBP, comme de nombreux autres MSCRAMM (microbial surface components
recognizing adhesive matrix molecules), sont principalement présents a un niveau
détectable et fonctionnel a la surface des cellules de S. aureus pendant la phase
exponentielle de croissance. Ceci suggere que la transcription des genes fnb est
préedominante en phase exponentielle et que FnBPA et FnBPB peuvent étre
dégradés par la protéase et étre éliminés dans le milieu pendant la phase
stationnaire. Cependant, pendant la phase stationnaire, une quantité suffisante de
protéines reste a la surface des cellules bactériennes, comme l'indique la capacité
des bactéries a conserver la liaison a Fn. Les génes fnb sont soumis a un contréle
au niveau de la transcription par les régulateurs globaux Agr (accessory gene
regulator) et Sar (Staphylococcical accessory regulator) [19] [20]. La protéine Sar
active la synthése des FnBP pendant la phase exponentielle, tandis que Agr régule
a la baisse la transcription des génes pour les protéines de liaison Fn de maniére

post-exponentielle [21].
2. Structure et organisation des FnBPs

Les protéines FNBPA et FnBPB sont codées par des génes étroitement apparentés
fnbA et fnbB[22]. L'analyse d'une collection de 163 isolats cliniques a révelé que la
majorité des souches de S. aureus contiennent a la fois les deux genes et que
certaines souches, notamment celles des lignées CC30 et CC45, n'expriment pas le
FnBPB (par exemple, le SARM épidémique associé aux soins de santé) [23]. Les
deux protéines comprennent une séquence signal N-terminale et un signal de tri
comprenant un motif Leu-Pro-X-Thr-Gly (ou X représente n'importe quel acide
aminé), une région membranaire hydrophobe et une queue cytosolique, a I'extrémité
C. La région de liaison au ligand la plus proche du FnBPA et du FnBPB réside dans
le domaine N-terminal A, qui est composé de trois sous-domaines repliés de type
IgG (de N1 a N3).La combinaison des sous-domaines N2 et N3 forme un sillon
hydrophobe qui lie les ligands.Situé entre le domaine A et la région s'étendant sur la
paroi se trouve une longue région répétitive de liaison Fn non structurée (FnBR)
composée de 11 répétitions dans FnBPA et 10 dans FnBPB [23].
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Les répétitions de liaison Fn se lient individuellement au domaine N-terminal (NTD)
de Fn et présentent des variations de séquence considérables, ce qui explique a son

tour les différences d'affinité de chaque répétition pour le ligand(Figure 6)

A domain Repeatregion

" FnBPA

A domain Repeatregion

FnBPB

Figure N°06 : Organisation des domaines des protéines A et B de liaison a la
fibronectine (FNBPA et FnBPB)

3. Fibronectine

Le nom de la fibronectine vient du latin fibra qui signifie « fibre » et nectere qui
signifie« lier ». Ce nom lui a été donné de par sa structure allongée mais également
de par sa capacité a selier a différents partenaires pour former des réseaux. La
fibronectine est une des macromolécules constituant les matrices
extracellulaires.Cette protéine, découverte en 1948 sous le nom de « cold-insoluble
protein » [24],est une des premiéres protéines ayant été reconnue poursa double

fonction : structurelle mais également fonctionnelle [25].

A lissu d’'un épissage alternatif, différents isoformes de fibronectine sont produits. La
fibronectineest synthétisée par les hépatocytes et sécrétée dans le plasma sous
forme soluble et compacte a une concentration d’environ 300 pg/ml [26]. On parle
alors de fibronectineplasmatique.Cette molécule est également produite par les
cellules résidentes des différents tissusdont les cellules endothéliales et les

fibroblastes [25].Onparle de fibronectine cellulaire.Dans ce dernier cas,elle est liée a
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la surface des cellules.Ces deuxfibronectines peuvent étre assemblées et
incorporées sous forme insoluble et fibrillaire dans lesmatrices en phase solide
[27].Desétudes montrent également la formationin vivo d’agrégats de fibronectine
dans certaines conditions pathologiques telle la glomérulopathieou les lésions de
sclérose en plaque [28].Cetteprotéine peut donc se trouversous différentes

conformations moléculaires et supramoléculaires.

L’existence d’au moins deux conformations de la fibronectine (compact ou fibrillaire)
meéne as’interroger sur la relation entre son état structural et son role dans les
matrices. Ainsi, pourdéterminer les réles de la fibronectine,il est nécessaire de
s’intéresser a sa structure ainsi qu'a ses mécanismes de repliement et assemblage.
C’est dans cette perspective que des études in silico et in vitro en absence de
cellules ont été réalisées et d’avoir un ont permis large apercu de I'organisationde la

fibronectine.
4. Réle biologique des FNBPA/FnBpB dan les infections staphylococciques
+ Adhésion et invasion

Les FnBP contribuent a la colonisation et a l'infection de I'héte par S. aureus via
'adhésion a la Fn présente dans la matrice extracellulaire des tissus. Suite a
l'adhésion, S. aureus est capable d'envahir une variété de cellules de mammiferes
phagocytaires non professionnelles, telles que les cellules épithéliales, les
fibroblastes, les cellules endothéliales, les ostéoblastes et les kératinocytes[29].
L'importance de l'invasion bactérienne n'est pas claire, mais elle pourrait étre
impliquée dans I'évasion des défenses immunitaires de I'hGte et la protection contre
les antibiotiques. Le pontage Fn entre les FnBP et l'intégrine a5B1 a la surface de la
cellule héte est suffisant pour induire I'absorption de type fermeture éclair des
staphylocoques [30]. Une étude axée sur le réle dépendant du FnBR de l'invasion
des cellules endothéliales par S. aureus a démontré que l'invasion cellulaire peut
étre facilitée par les FnBR a haute affinité pour le Fn, tandis que les FnBR a faible
affinité exprimées sur la surface staphylococcique assurent l'adhérence mais pas
l'invasion. De plus, plusieurs FnBR ont augmenté [l'efficacité de linvasion sans
altérer le mécanisme d’absorption [31]. Les variantes de petites colonies (VPC), une
sous-population de S. aureus provenant de mutations dans les géenes métaboliques

et adaptée pour persister viable dans le milieu intracellulaire, expriment des niveaux
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élevés de FnBP, une propriété qui facilite l'invasion des cellules hoétes [32].
Récemment, un modele d'invasion impliquant FnBPA, Fn et l'intégrine a5B1 a été
proposé. Le Fn natif dimérique en solution existe principalement sous la forme d'un
conformeére globulaire compact ou les modules 9FnllI-10Fnlll situés dans le domaine
central de liaison cellulaire sont occlus et génés par la liaison aux molécules
d'intégrine a5B1 a la surface des cellules. Lors de la liaison au DNT de Fn, les
répétitions FNBPA perturbent les contacts intramoléculaires spécifiques au sein des
chaines Fn, ce qui entraine I'exposition des sites de liaison cryptiques a5p1 et la
facilitation de linteraction Fn avec et du regroupement des intégrines[33]. Le
regroupement des intégrines favorise le recrutement de protéines telles que la
vinculine, la zyxine et la tensine, ainsi que I'activation des kinases d'adhésion focales
(AKF) et Src au site de fixation bactérienne. L'activité concertée de AKF et de Src
entraine la phosphorylation de la tyrosine de plusieurs effecteurs, notamment la
cortactine, la polymérisation de l'actine et l'invasion bactérienne finale [34]. Ce
modele d'invasion pour les FnBP rappelle I'adhésine afimbriale YadA de Yersinia
pseudotuberculosis et la protéine de surface F1 de Streptococcus pyogenes qui
favorisent l'invasion de la cellule hote via le pontage Fn avec l'intégrine a5p81 [35].
Ensemble, ces résultats soutiennent le concept selon lequel le mécanisme

d'invasion médié par FnBP est un processus assez courant chez les bactéries.
5. Propriétés immunologiques des FnBPA/FnBPB

Compte tenu du réle important joué par les FnBP dans la pathogenése, il est crucial
de définir les propriétés immunologiques et le potentiel de ces facteurs de virulence
dans le développement de vaccins. Une étude réalisée par Zuo et al. a démontré
gu'un domaine avait une forte immunogénicité et induisait une survie accrue des
souris immunisées avec l'antigéne, tandis que la région de liaison Fn C-terminale
avait de mauvaises propriétés antigéniques. De plus, un segment d'acides aminés
situé entre les sous-domaines N1 et N2 a montré une immunogeénicité et un potentiel
vaccinal comparables au domaine A complet du FNBPA[36]. Plus précisément, un
epitope linéaire des lymphocytes B dans la méme sous-région du FnBPA a été
identifié et s'est avéré évoquer une réponse immunitaire protectrice contre l'infection
a S. aureus chez les souris immunisées [37]. Ainsi, la région A des FnBP semble

étre un composant prometteur pour un vaccin antistaphylococcique.
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6. L’intégrine a5p1

Les intégrines sont composées d'un domaine extracellulaire, d'un domaine
transmembranaire et d'une courte queue cytoplasmique. Le domaine extracellulaire
de la sous-unité a a une hélice B a 7 pales connectée a une cuisse et a deux
domaines de mollet. De plus, neuf des sous-unités a ont un domaine | qui contient le
site adhérent dépendant des ions métalliques (SADIM), crucial pour la liaison du
ligand [41]. La sous-unité a est responsable de la haute spécificité de l'intégrine
a5B1 pour la fibronectine. La combinaison d'une interaction primaire avec le site
RGD avec une interaction secondaire avec le site de synergie de la fibronectine
assure a la (Arg-Gly-Asp) fois une affinité et une spécificité élevées de l'intégrine
a5B1 pour la fibronectine [42][43]. La partie extracellulaire de la sous-unité B est
composeée d'un domaine hybride, d'un domaine bétal (avec une structure SADIM),
d'un domaine plexine/sémaphorine/intégrine et de quatre domaines de type EGF
[45].

Les structures cristallines ont révélé que les intégrines 33 se présentent dans trois
états possibles : affinité faible, intermédiaire et élevée pour son ligand [46].
L'activation de l'intégrine soit en se liant a son ligand (signalisation de I'extérieur vers
l'intérieur), soit en liant une protéine activatrice comme la taline a sa queue
cytoplasmique (signalisation a l'envers) entraine un changement de conformation
d'une courbure (faible affinité) a une extension. (Haute affinité). Au site proximal du
domaine transmembranaire GFFKR, des résidus, extrémement conservés dans la
sous-unité a, et des résidus hydrophobes proximaux de la membrane dans la sous-
unité B, sont impliqués dans la libération de l'intégrine d'une conformation inactive a
une conformation active, avec des queues cytoplasmiques non liees disponibles
pour transduction du signal [47]. Les intégrines n'ont pas d'activité enzymatique, la
transduction du signal est donc effectuée par des protéines recrutées dans la queue
cytoplasmique telles que AKF, src et talin [48]. La longueur et l'intensité du signal
sont régulées en partie par des protéines régulatrices négatives spécifiques telles
gue ICAP1 ou sharpin. L'intégrine a5p1 possede des régulateurs spécifiques comme
la nischarine et GIPCL1 [49]. En plus du recrutement d'inhibiteurs de signalisation, le

trafic d'intégrines peut réguler la signalisation. Aprés activation, l'intégrine a5p1 peut
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soit étre ubiquitinée et dégradée dans le lysosome, soit étre recyclée rapidement

vers la membrane plasmique via la voie précoce de I'endosome [50].
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Chapitre IV :
e docking
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Chapitre IV : Le docking

1. Définition

Le docking moléculaire ou autrement dit I'amarrage moléculaire est une procédure
de simulation bio-informatique largement utilisée pour prédire la conformation d'un
complexe récepteur-ligand, ou le récepteur est généralement une protéine ou une
molécule d'acide nucléique et ou le ligand est soit une petite molécule soit une autre

protéine [51].
Le docking moléculaire se déroule en deux étapes distinctes

La premiére étape « Docking » est I'étape de sélection, consistant a placer le ligand
dans le site actif de la protéine et & échantillonner les conformations, les positions et
les orientations possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes

d’interactions les plus favorables.

La seconde dite « Scoring » est I'étape de classement, qui consiste a évaluer
I'affinité entre le ligand et la protéine et de donner un score aux poses obtenues lors
de la phase de docking. Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes

celles proposées [52].

Figure N°07 : Représentation schématique du docking moléculaire
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2. Types de docking moléculaire
Le docking peut étre classé en docking rigide, flexible et semi-flexible
2.1 Docking rigide

Le ligand et la protéine sont tous les deux considérés comme étant rigides. Seuls
les 6 degrés de Liberté de translation et rotation sont explorés pour le ligand, le subir

des translations et rotations dans chacune des trois dimensions.

Dans ce cas, la flexibilité du ligand pourrait étre abordée en utilisant un ensemble
pré-calculé de Conformations de ligand, ou en permettant un degré de
chevauchement atome-atome entre la protéine et le ligand [03]. Chaque pose sans
clash est notée a l'aide d'une fonction de score. Les pose ayant les meilleurs scores
sont affinées par le programme, qui teste les rotations et translation proches (RMSD
supérieure & 0.5 A et 0.75 A, respectivement) [53].

D'autres programmes, tels que DOCK font aussi docking rigide. La précision de ces
méthodes peut étre améliorée en générant plusieurs conformés pour chaque ligand
[53].

2.2 Docking flexible

Dans le docking flexible, le ligand et la protéine sont flexibles (la flexibilité du
récepteur concerne les chaines latérales des résidus du site actif). Les degrés de
liberté conformationnels du récepteur peuvent étre limités a certaines chaines
latérales ou bien considérer également des mouvements plus larges impliquant par
exemple les différents arrangements possibles entre les domaines d’'une protéine.
Ce type de docking représente une approche plus réaliste il représente I'approche
la plus utilisée dans la plupart des logiciels de docking car elle permet une

évaluation rapide de bases de milliers de molécules.

En revanche, elle est approximative et I'exploration de 'ensemble des degrés de
liberté du ligand et du récepteur implique des difficultés importantes liées au temps

de calculs nécessaires pour exploiter le docking flexible efficacement. [54]
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2.3 Docking semi-flexible

L'approche courante, également un compromis entre la précision et le temps de
calcul, consiste a traiter le ligand comme flexible tandis que le récepteur est
maintenu rigide pendant 'amarrage [55]. Ainsi, I'échantillonnage des degrés de
liberté du ligand s’ajoutent aux explorations translationnelles et rotationnelles. Ce
type de docking repose sur I'’hypothése sommaire que la conformation du récepteur

utilisée est apte a reconnaitre le ligand [54].
3. Outils de docking moléculaire

Les éléments essentiels pour effectuer un docking moléculaire se limitent aux
récepteurs qui sont des macromoléculaires appelées cibles, un ligand et un
programme de docking qui prédit la conformation la plus favorable du ligand au sein

du récepteur choisi [56].
3.1 Récepteur 3D (cible)

Le récepteur cellulaire est une molécule naturellement présente sur les cellules,
c’est une protéine de la membrane cellulaire ou du cytoplasme ou du noyau
cellulaire qui se lie spécifiquement a un facteur spécifique (un ligand, tels un
neurotransmetteur, une hormone, une molécule médicamenteuse, une toxine, un ion

calcium, ou une protéine), induisant une réponse cellulaire a ce ligand. [56]

La plupart des structures protéiques sont disponibles via la PDB "Protein Data"
Bank". C'est la plus grande base de données de structures 3D de macromolécules
Biologieque tels que protéine, ADN, ARN...etc [08]. La PDB a été créé en 1971 au
laboratoire national de Brookhaven. Actuellement, la PDB compte plus de 152.000
structures macromoléculaires biologiques dont plus de 141 000 sont des protéines
[56].

Il est important de signaler que certaines protéines ne sont pas encore disponibles
dans cette base de données, il devient alors possible de construire la structure 3D

de la cible souhaitée, en faisant appel a la modélisation par homologie [56].
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3.2 Ligands 3D (Chimiotheques)

Le ligand est un messager chimique libéré par une cellule pour signaler soit elle-
méme, soit une autre cellule. La liaison entraine un effet cellulaire, qui se manifeste
par un certain nombre de changements dans cette cellule, y compris la modification
de la transcription ou de la traduction du géne ou la modification de la morphologie

cellulaire. [57]

Le choix du ligand est une étape trés importante pour un docking moléculaire réussi.
Dans ce cadre, les ligands doivent étre sous forme 3D. Pour y arriver, il y a deux

méthodes :

Le premier : consiste a utiliser des ligands du pdb ou de la littérature qu’on peut
dessiner, optimiser et enregistrer dans différents formats (pdb, mol, mol2....) grace a

des logiciels de construction moléculaires tels que Titan

La deuxieme méthode est souvent d’aspect commercial consistant a consulter des
bases de données de structures chimiques appelées chimiotheques. Parmi les
chimiothéques virtuelles nous citons : les Chimiotheque nationale Francaise,
PubChem, Zinc ... [58].

3.3 Programmes (Logiciels)

Dans le domaine de docking moléculaire, plusieurs logiciels ont été utilisés pour
étudier les différentes interactions existantes entre deux entités moléculaires
(protéine-ligand). A I'heure actuelle, plus de 30 programmes de docking sont
disponibles que ce soit commerciaux ou libres [59]. Tels que: GOLD,
AUTODOCK,AUTODOCK VINA, FLEXX, SURFLEX, UCSF CHIMERA et Arguslab

(TableauN°©°4).
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Figure N°08 : Utilisation des différents logiciels de docking en 2010-2011.

Tableau N° 04 : Principaux programmes de docking moléculaire.

Nom Editeur Site Internet

AutoDock Scripps http://www.scripps.edu/mb/olson/doc/autodock/
Dock UCSF http://dock.compbio.ucsf.edu/
FlexX BioSolvelT http://www.biosolveit.de/FlexX/

Fred Open OpenEyes http://www.eyesopen.com/products/applications/fred.html
Glide Schrédinger http://www.schrodinger.com/Products/glide.html
Gold ccbpc http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold/
ICM Molsoft http://www.molsoft.com/products.html

LigandFit Accelrys http://lwww.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html

Surflex Biopharmics http://www.biopharmics.com/products.html
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Matériels et Méthodes

L’objectif essentiel de notre travail de master est une initiation aux approches de

Modélisation par docking moléculaire. Pour ce faire, nous avons utilisé le matériel

suivant :
1. Matériels :
1.1. Micro-ordinateur

Dans notre étude nous avons utilisé un micro-ordinateur avec une mémoire de
16GB, un processeur (AMD core Ryzen 5 3400g CPU 3.5GHZ ) et un systéeme

d’exploitation windows 11.
1.2 Logiciels (programmes)
Nous avons fait appel a plusieurs programmes pour réaliser le présent travail :
1.2.1 argusLab

ArgusLab est un logiciel distribué gratuitement pour la plate-forme Windows,
couramment utilisé comme progiciel d'introduction a la modélisation moléculaire, en
particulier dans le milieu universitaire. Il dispose d'une interface conviviale et de
menus de calcul intuitifs. Le moteur d'amarrage se rapproche d'une méthode de
recherche exhaustive. Il nécessite un fichier au format PDB pour le ligand et le

récepteur.
1.2.2 ChemSketch

ChemSketch est un logiciel gratuit de modélisation moléculaire utilisé pour dessiner
des structures moléculaires complexes en 2D ou en 3D et pour modifier des images

de structures chimiques.
1.2.3 Chem3D

Chem3D est un outil de visualisation et de partage de structures tridimensionnelles
(3D) de molécules et d'optimisation moléculaire. Il est construit sur une puissante

plateforme de représentation 3D
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1.2.4 Discovery Studio

Discovery Studio est une suite de logiciels pour stimuler les systémes de petites
molécules et macromolécules. Il couvre la simulation, la conception de ligands, la
modélisation de pharmacophore et la conception basée sur la structure, QSAR et
ADMET.

1.3 Banques de données

1.3.1. « PDB » (Protein Data Bank)
La Protein Data Bank (PDB; http://www.rcsb.org/pdb/) est I'unique archive mondiale
des données structurelles des macromolécules biologiques. Il est considéré comme
une collection de données sur la structure tridimensionnelle (structure 3D) des
macromolécules biologiques telles que les protéines essentiellement et les acides

nucléiques.
1.3.2 PubChem

C’est une banque de donnée américaine de molécules chimiques gérée par NCBI
( National Center for Biotechnology Information). Elle répertorie plusieurs millions de
composés, principalement des petites molécules, mais également des molécules plus
grandes telles que les nucléotides, les glucides, des lipides, les peptides et les
macromolécules. Cette base nous a été utile afin d’obtenir des similaires structuraux de

notre ligand de base.
2. Methodes
2.1 Préparation de la protéine

La structure tridimensionnelle de notre protéine FnBPs a été téléchargé via protein
data bank (PDB)

Le code PDBID «1FNF» fragment de fibronectine humain comprenant les répétitions
de 7 a 10 de type lll, la protéine a été résolu par cristallographie au rayon X avec

une résolution de 2 Angstrom
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2.2 Préparation du ligand

Dans un premier temps nous avons téléchargé le ligand a partir de la plateforme
pubchem sous forme2D ensuite, nous avons utilisé le logiciel chemsketch pour

modéliser notre ligand.

3. Le docking moléculaire

Le docking moléculaire est réalisé pour déterminer |'affinité de liaison et prédire les
interactions intermoléculaires des molécules (protéine —ligand), cette étape a été
réalisé en utilisant le ligand et la protéine au format pdb, notre recherche est basée
sur les structures cristallines du domaine C de la protéine FnBPs staphylococcique

étudié avec la vitamine C.

Le code utilisé pour le docking a été téléchargé a partir du Banque de données
protéiques (PDB ID : 1FNF) sous forme PDB Les molécules d'eau sont retirées, le

site actif de la protéine a été déterminé.

Les étapes de notre dépistage virtuel sont les suivant :
« Sélection et préparation de la protéine

* Sélection et préparation du ligand

* Docking moléculaire

* Analyse post-docking

Calcul des grilles de potentiel

Apres la préparation des molécules pour le docking (ligand et binding site de la
protéine). La protéine FnBPs a été plongée dans une grille tridimensionnelle
englobant largement le site actif de la protéine FnBPs et permettant la libre rotation
du ligand dans ce site. Le centre de cette boite est déterminée par les cordonnées
(X=40A, Y=404, Z=604)
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Interaction ligand protéine

La visualisation des interactions entre la vitamine C et la protéine FnBPs de la
meilleure pose a été réalisé par Discovery Studio.
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Résultats et discussion

1. Les 5 Régles de LIPINSKI

Chaque ligand doit de se conformer a plusieurs criteres de base, tel que son faible
colt de production, sa solubilité, son stabilité. Il doit aussi se conformer a des
baremes associés a ses propriétés d’absorption, de distribution, de métabolisme,
d’excrétion et de toxicité. Dans ce contexte, I'évaluation de la biodisponibilité de
notre ligand a été réalisée a l'aide du Molinspiration Checker. Sur la base de cette

évaluation, on a étudié la réponse de la vitamine C aux regles de Lipinski.
Les parametres suivants ont été calculés :

1. Une masse moléculaire inférieure a 500 daltons
2. Un coefficient de partition (logP) ou une lipophile (-2 < logP < 5).
3. Le nombre de donneurs de liaisons Hydrogéne pas plus de 5.
4. Le nombre d’accepteurs de liaisons Hydrogene maximum 10.
5. Nombre d’angles de rotations < 5.
L’application des régles de LIPINSKI sur notre ligand donnent les résultats

consigneés dans le tableau 5 :

Tableau N° 05 : : L'application des regles de LIPINSKI sur la vitamine C

Ligand LogP | PSA Nactoms | MW NON | Nohnh | nviolation | nrot

Vitamine C | -1.40 | 170.22 12 176.12 6 4 0 2

Nos résultats montrent que notre ligand répond parfaitement a la regle de LIPINSKI.
Pour cela, nous nous attendons a une bonne interaction méme sans optimisation du

ligand (tableau 5).
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2. Le docking moléculaire

La reconstruction du ligand vitamine C par docking moléculaire avec « ArgusLab »
montre 150 poses avec un meilleur score avec un AG égale a -6.56802 Kcal/mol. Ce
score résulte de la mise en place des liaisons hydrogene lors de la formation de ce
composé dans la cavité catalytigue de la protéine (figure 12, 13). En Effet, les
liaisons hydrogenes sont formée avec les acides aminés avec une distance
comprise entre 1,84572 A et 2,37902 A (Tableau 8), ces résidus du site actife de
FnBPs sont : Arg1493, Argl445, Glyl1494, Lys1324, Argl403, Argl371, Phel366,
Serl367 et Gly1368

Figure N°09 : Binding site sur ArgusLab

39



Résultats et discussion

Le programme nous a donné 150 poses, nous avons choisi la pose 1 qui était la plus
importante avec une énergie de -6.56802 kcal/mol. Les 10 meilleurs résultats sont

montres dans le (tableau 6)

Tableau N° 06 : Les poses de ligand

Pose 1 -6.56802
Pose 2 -6.50183
Pose 3 -6.37257
Pose 4 -6.30471
Pose 5 -6.28464
Pose 6 -6.28156
Pose 7 -6.28156
Pose 8 -6.24117
Pose 9 -6.21076
Pose 10 -6.20253
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Figure N°10 : Binding site Bounding Box

Nous avons rempli les cases de Bounding Box de site actif (X =40,Y =40, Z =60)

Tableau N° 07 : Calcul de docking protéine- ligand

Box Docking énergie Type de ligand
X :40

Y :40 ArgusDock Semi-flexible
Z 60
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3.Interaction entre la vitamine C et la protéine FnBPs

Le complexe 1FNF avec I'énergie de Score la plus basse (-6.56802 kcal/mol) a

formé 4 interactions avec notre ligand.

Des interactions hydrogenes sont formées avec les acides aminés suivants :
SER1496:HN avec une distance de1.98A , SER1496:0 avec une distance de 2,19 A,
GLY1494:HA1 avec une distance 2,37 A, ainsi que le ARG1493:0 avec une distance
de 1,84 A voir le (Tableau 8), ces interactions suggérent que la vitamine C pourrait

avoir un effet sur la protéine A staphylococcique.

»\ SER“.&QG

b o

Figure N°11 : Interaction du ligand avec la protéine
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SER}(Z@S
g

Figure N°12 : Interaction hydrogene classique
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Figure N°13 : Interaction hydrogéne non classique

Tableau N° 08 : Types de liaisons établies entre la protéine et le ligand

Interaction hydrogéne

Molécule
Involved residu Distance (&)
SER1496:HN 1.98112
SER1496:0 2,19359
Vitamine C GLY1494:HA1 2,37902
ARG1493:0 1,84572
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Conclusion

Le travail présenté dans ce mémoire concerne principalement l'utilisation de
plusieurs approches théoriques de la modélisation moléculaire a fin de prédire les
interactions existantes entre la vitamine C et la protéine FnBPs staphylococcique,
une modélisation par docking moléculaire a été faite, ensuite une réveélation des
interactions par le logiciel Discovery Studio, les 4 interactions obtenues sont de

types hydrogénes classique et non classique.

Ces résultats montrent que la vitamine C bloque I'entrée de la bactérie en se lient

avec son recepteur.
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