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Résumé : La biologie structurale étudie le lien
entre la structure des molécules et leurs activités
biologiques. La connaissance des structures des
complexes protéine-protéine permet de mieux
comprendre les mécanismes des interactions
biomoléculaires. Cette étude vise a valider les
prédictions du docking moléculaire et a
démontrer son utilit¢ dans 1’¢lucidation d’un
mécanisme de toxicité lié a une Snake venom
metalloproteinase (SVMP), en comparant ces
résultats avec ceux obtenus expérimentalement.
Nous avons ¢étudié I’interaction de Cerastes
cerastes métalloproteinase type II (CcMP-11), une
métalloprotéinase hémorragique du venin de
serpent Cerastes cerastes, avec le collagéne de
type IV et I’intégrine alpha-2 beta-1 en utilisant
le logiciel de docking moléculaire « HADDOCK
». Une modélisation par homologie a été réalisée
au préalable, car la structure tridimensionnelle de
la protéine n’était pas disponible dans la Protein
DATA BANK (PDB). L’évaluation des
complexes dockés a révélé des interactions
favorables entre les deux protéines et des valeurs
énergétiques significatives, suggérant des liaisons
potentiellement fonctionnelles. La concordance
des résultats in silico avec les données
expérimentales valide cette approche et
encourage l'intégration synergétique des deux
méthodes pour comprendre les interactions
biologiques complexes.

Keywords: Prediction, in silico, homology

modeling, molecular docking, HADDOCK.

Abstract: Structural biology focuses on the
relationship between molecular structure and
biological activities. Understanding the structures
of protein-protein complexes enhances our
comprehensions of biomolecular interaction
mechanism. This study aims to validate
predictions from molecular docking and
demonstrate its utility in elucidating a mechanism
of toxicity associated with a snake venom
metalloproteinase (SVMP), comparing these
results with  experimental findings. We
investigated the interaction of Cerastes cerastes
metalloproteinase  type II  (CcMP-II), a
hemorrhagic metalloproteinase from the venom of
Cerastes cerastes, with collagen type IV and
integrin alpha-2 beta-1 using the molecular
docking software "HADDOCK." Homology
modeling was conducted beforehand due to the
protein's unavailability in the PDB. Evaluation of
the docked complexes revealed favorable
interactions between the two proteins and
significant energy values, suggesting potentially
functional bindings. The alignment of in silico
results with experimental data validates this
approach and encourages synergistic integration
of both methods to understand complex biological
interactions.
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1. INTRODUCTION

Dans le domaine de la recherche en toxicologie, la nécessité de comprendre les interactions
moléculaires complexes entre les agents toxiques et les organismes vivants est primordiale pour
¢valuer les risques sur la santé humaine et l'environnement. Auparavant, cette exploration
reposait principalement sur des méthodes expérimentales souvent laborieuses et colteuses.
Cependant, I'avénement de la bio-informatique a révolutionné la maniére dont nous abordons
ces défis scientifiques.

La bio-informatique, ou biologie in silico, fusion de la biologie et de l'informatique est
constituée par l'ensemble des concepts et des techniques nécessaires a 1’interprétation
informatique et la prédiction des informations issues des données de la biologie expérimentales.
Cette révolution a ouvert la voie a de nouvelles approches, notamment le criblage virtuel par
docking moléculaire. Cette méthode, combinant diverses simulations moléculaires, offre une
plateforme puissante pour étudier les interactions entre des entités biologiques (1).

Dans ce contexte, notre recherche se concentre spécifiquement sur l'application du docking
moléculaire dans 1’étude de 1’effet du venin de serpent sur la santé humaine.

L’¢étude du venin est particuliérement pertinente étant donné les enjeux sanitaires associés aux
envenimations ophidiennes, une forme d’empoisonnement causée par des morsures de serpents
venimeux. Avec environ 2.7 millions d’envenimations de serpent chaque année dans le monde,
dont jusqu'a 580 000 nécessitant un traitement médical (2).

Ces envenimations constituent en Afrique un probleme de santé publique majeur. Plus de

100 000 cas de déces sont enregistrés dans le monde, dont 20 000 sont sur le continent Africain.
Par ailleurs, quatre cents mille des victimes envenimées conservent des séquelles
fonctionnelles graves et permanentes (3).

En Algérie, deux espéces sévissent dans les zones désertiques et les hauts plateaux :
Macrovipera lebetina et Cerastes cerastes. Le venin de la vipére C. cerastes présente une
composition complexe, dominée par diverses enzymes protéolytiques telles que les
métalloprotéinases (SVMP), les phospholipases A2 et les protéases sériques. Ces enzymes sont
responsables des effets toxiques du venin, incluant la nécrose tissulaire, 'hémolyse et les
troubles de la coagulation (4).

Les (SVMPs) sont largement répandues dans les venins des Viperidae et représentent 30 a 60
% de I'ensemble des protéines du venin. Les SVMPs sont des enzymes dépendantes du zinc,
elles sont subdivisées en trois classes P-I, P-1I et P-111, selon leur structure moléculaire et leur

domaines (5).
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Les SVMPs de classe P-II sont particulierement intéressantes, étant impliquées dans des
processus biologiques complexes tels que la modulation de l'intégrit¢ des matrices
extracellulaires et l'inhibition de 1'agrégation plaquettaire. Leur activité hémorragique et leur
capacité a interagir avec diverses protéines cibles en font des sujets d'é¢tude importants pour
comprendre les mécanismes de la toxicité des venins (6).

Dans cette étude, nous avons modélisé la structure tridimensionnelle d’une métalloprotéinase
hémorragique CcMP-II précédemment purifiée et caractérisée a partir d’un venin de serpent de
vipéridés qui est Cerastes cerastes (5), afin d’étudier son activité hémorragique ainsi que son
effet antiagrégant plaquettaire, respectivement liée a son interaction avec le collagéne type IV
et aux plaquettes par docking moléculaire. A I’issu de ce docking, il sera question de comparer
ces résultats avec les résultats obtenu expérimentalement au laboratoire avec cette méme

enzyme.

2. MATERIEL

2.1 Enzyme métalloprotéinase hémorragique CcMP-11

Lors de cette étude, nous avons choisi de travailler sur la protéine CcMP-II purifi¢
précédemment par [Bennacer et al., 2021] (5) ,une métalloprotéinase hémorragique de 472
acides aminés issue du venin de Cerastes cerastes, classée dans la catégorie P-1I des
métalloprotéinases du venin de serpent (SVMP) (5).

CcMP-II est structurée en deux domaines principaux : un domaine métalloprotéinase a
l'extrémité N-terminale, comportant un motif de liaison au zinc (HXXGHNLGIDH) ainsi que
la séquence CIM (Cys-Ile-Met) prés du Met-turn, et un domaine de type désintégrine a
l'extrémité C-terminale contenant les séquences RGD (Arg-Gly-Asp), essentielles pour
I’inhibition de I’agrégation plaquettaire (5).

En l'absence de données sur la structure tridimensionnelle de CcMP-II, une modélisation par

homologie a été nécessaire.

2.2 Protéines cibles
2.2.1 Collagéne
Dans notre étude, nous avons choisi de tester 1’interactivité de notre enzyme avec le collagéne
type IV, référencé sous le code SNAY dans la Protein Data Bank (PDB). La structure
tridimensionnelle de cette protéine, déterminée par cristallographie aux rayons X avec une
résolution de 1,8 A, comprend six chaines (A, B, C, D, E, F) et est liée aux ligands Co-

cristallisés.
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2.2.2 Intégrine
Nous avons analysé l'interaction de notre enzyme avec l'intégrine alpha-2 beta-1, référencée
sous le code 1Q7D. Cette intégrine présente une structure tridimensionnelle déterminée par
cristallographie aux rayons X a une résolution de 1,8 A et est composée de trois chaines (A, B,
O).

2.3 Ressources numériques et logiciels

2.3.1 Protein Data Bank
La banque de données sur les protéines (PDB) crée en 1971 est la premiére ressource de
données numériques en son genre. Recensant plus de 200 000 structures tridimensionnelles de
protéines et d'acides nucléiques, Elle offre une mine d'informations sur l'architecture et les

interactions de ces biomolécules (7).

2.3.2 SWISS-Model
C’est un serveur dédié a la modélisation comparative automatisée des structures
tridimensionnelles (3D) des protéines. Il permet de générer des modeles de haute qualité en
utilisant des séquences d'acides aminés comme point de départ (8).
La bibliothéque de modeles SWISS-MODEL est une vaste base de données contenant des
structures de protéines déterminées expérimentalement, issues de la Protein Data Bank. Elle
constitue la principale source d'informations structurales pour le processus de modélisation, en
fournissant les coordonnées atomiques des structures protéiques et en maintenant des bases de
données de séquences et de profils consultables via BLAST et HHblits. Les propriétés des
modeles, indépendantes de I'alignement, sont précalculées et stockées dans la base de données
).

2.3.3 BIOVIA Discovery Studio (version 2021)
BIOVIA Discovery Studio est un logiciel de simulation et de modélisation moléculaire utilisé
pour la préparation des protéines avant le docking moléculaire. Il permet de nettoyer les
structures protéiques, d’ajuster les atomes manquants, de minimiser 1’énergie des
conformations et d’ajouter les hydrogenes nécessaires. Grace a ses outils avancés de
modé¢lisation moléculaire, Discovery Studio optimise les protéines, assurant des résultats plus

précis et fiables pour 1’analyse des interactions biomoléculaire (10).
2.34 PyMOL

C’est une interface graphique intégrant des packages académiques individuels congus pour la

préparation des protéines, les applications de mécanique moléculaire ainsi que le docking et le
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scoring. PYMOL est également un systeme de visualisation moléculaire offrant un éventail de
fonctionnalités bien plus étendu, permettant I'édition moléculaire, le rendu d'images et la

réalisation de simulations dynamiques (11).

2.3.5 Swiss-Pdb Viewer
C’est un logiciel de visualisation et d'analyse moléculaire qui permet la minimisation d'énergie
pour optimiser les structures tridimensionnelles et atteindre des configurations plus stables.
Cela est réalisé en utilisant des champs de force pour calculer I'énergie potentielle des atomes
et en appliquant des algorithmes de minimisation pour ajuster progressivement les positions
atomiques jusqu'a ce que I'énergie soit minimisée. Cette optimisation aide a corriger les erreurs
structurelles, a modéliser les effets des mutations et a préparer les structures pour des
simulations dynamiques, garantissant ainsi que les modeles reflétent des conformations

réalistes et stables (3, 12).

2.3.6 HADDOCK (High Ambiguity Driven biomolecular docking)
C’est un logiciel de docking flexible guidé par des informations expérimentales et bio-
informatiques pour modéliser les complexes biomoléculaires. Il intégre diverses données, telles
que celles provenant de la résonance magnétique nucléaire, de la spectrométrie de masse et de
techniques de prédiction bio-informatique, pour diriger la modélisation et traiter la flexibilité
conformationnelle. HADDOCK utilise un protocole en trois étapes comprenant la
minimisation d'énergie du corps rigide, le raffinement semi-flexible et le raffinement final en
solvant explicite. Il est largement utilisé pour la modélisation de complexes protéine-protéine,
protéine-acides nucléiques et protéine-petites molécules, et est disponible en tant que serveur

web avec une interface convivial (13).

2.3.7 PDBsum
PDBsum est une ressource en ligne qui recueille des informations détaillées sur les structures
de protéines provenant de la Protein Data Bank (PDB), incluant leur séquence, leur topologie
et leur interaction avec d'autres molécules. Cet outil est essentiel pour explorer et analyser les
interactions entre deux protéines a un niveau moléculaire précis, en utilisant les données de
structures tridimensionnelles de la PDB pour offrir une vue compléte et visuelle des

interactions protéine-protéine (12).
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3. METHODE

3.1 Modélisation de I’enzyme CcMP-I1

Pour réaliser la modélisation tridimensionnelle (3D) de la protéine CcMP-II (Cesastes cerastes

metalloproteinase II), la séquence d’acides aminés a été¢ obtenue a partir d’un article publié¢

dans The Protein Journal en 2021 intitulé¢ "Computational and Functional Characterization of

a Hemorrhagic Metalloproteinase Purified from Cerastes cerastes Venomy, la protéine a été

isolée a partir du venin de serpent de Cerastes cerastes (figure 1).

En utilisant le serveur automatisé de modélisation par homologie SWISS-MODEL, la séquence

a été introduite au format FASTA, et une recherche de templates a été effectuée.

N... MIQVLLVTICLAVFPYQGSSI ILESGNVNDYEVVYPRKVTALPKGAVOKYEDAM)YEFKVNGEPVVLHLEKNKGLES
EDYSETHYSPDGREITTYPPVEDHCYYHGRTENDADSTASISACNGLRGHFRLOGEYLIEPLKLSDSEARAVYKYENVEKE
DEAPKMCGVTETNWESYEPTKKASQLNLPPEQOQRY IELVVVADHRMYTKYDGDKTEISSIIYEIVNLTQIFRPLHIRVAL
IGLETWSSGELSKVILSADDTLEAFGEWRETVIMNRKRHDNAQLLTGMIENT IEGRT YKSMCDPKHSVGIVRDHRTRRHEV

ANRMAHXXGHNLGIDHDRDSCTCGANSCIMSATVSNEPSSQFSDCSLNQYLNRITHYTTCLYNEPSKTDIVSPPVCGNYYE
VGEDCDCGRPANCONPCCDRATCKLTTGSQCARGLCCDQCKEMKEGTVCRVARGDDDYCNGQSACPRNGH™2.., (y

Figure 1 : Séquence protéique de la métalloprotéinase hémorragique CcMP-II purifiée du
venin de Cerastes cerastes.

3.1.1 Criteres de sélection des templates

La sélection du template s'est basée sur les critéres suivants :

Pourcentage d'identité de séquence : un seuil minimum de 35% d'identité de séquence
a été appliqué pour garantir une similarité structurelle adéquate entre la protéine CcMP-
IT et le template potentiel (14).

Couverture de la séquence : le modele doit couvrir autant que possible la s€quence cible.
Les lacunes (gaps) ou les régions manquantes dans I'alignement peuvent entrainer des
inexactitudes dans le modéle, affectant ainsi la fiabilité de la structure modélisée (15).
Qualité¢ de la structure expérimentale : la qualit¢ de la structure déterminée
expérimentalement est un facteur clé. La résolution et le facteur R d'une structure
cristalline sont indicatifs de leur précision (15).

Similarité fonctionnelle : 1a similarité fonctionnelle entre CcMP-II et la protéine modele

¢tait prise en compte. Les protéines qui remplissent des fonctions similaires ou qui
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participent aux mémes voies biochimiques sont plus susceptibles de posséder des
caractéristiques structurelles communes (16).

Méthode expérimentale: les templates obtenus par cristallographie aux rayons X ont été
privilégiés par rapport aux modeles générés par d'autres méthodes, car ils offrent une

meilleure précision structurale (17).

3.1.2 Procédure de Modélisation

Le modéle 3D de la protéine CcMP-II a été généré. L'évaluation initiale de la qualité du modele

s'est basée sur deux scores clés fournis par SWISS-MODEL : le Global Model QualityEstimate
(GMQE) et Qualitative Model Energy ANalysisDisCo (QMEANDisCo) (13, 18).

K/
£ %4

Global Model QualityEstimate (GMQE) : ce score composite, qui varie entre 0 et 1,
integre diverses caractéristiques de l'alignement entre la séquence cible et le modele
propos¢, ainsi que des aspects de la structure tridimensionnelle prédite. Des valeurs
proches de 1 indiquent une haute fiabilité, tandis que des valeurs proches de 0 suggerent
une faible qualité attendue du modele. Cette évaluation globale permet d'estimer la
qualité attendue du mod¢le dans son ensemble, fournissant ainsi une indication de sa
fiabilité (19).

QMEANDIsCo (Qualitative Model Energy ANalysisDisCo) : analyse des distances
CA-CA (carbone alpha-carbone alpha) entre un modéle donné et des structures
protéiques homologues. En mesurant la cohérence de ces distances, QMEANDisCo
fournit une estimation précise de la similitude d'un modele avec des structures de
référence (20). Les principaux résultats sont donnés par :

- Score Global de QMEANDIsCo : ce score fournit une évaluation globale de la
qualit¢ du modele de protéine. Un score proche de 1 indique une bonne
concordance des distances CA-CA prédites avec celles des structures de
référence, ce qui suggere une bonne qualité du modele. En revanche, un score
plus bas, proche de 0, indique des écarts significatifs, signalant une moindre
qualité¢ du modgle.

- Graphe "Local Quality" : ce graphique permet une analyse détaillée de la qualité
locale du modéle. Chaque résidu du modele est représenté sur 1'axe des x, tandis
que sur l'axe des y est indiquée la similitude attendue avec la structure native.
Les résidus avec un score inférieur a 0,6 sont généralement considérés comme
de faible qualité, mettant en évidence les zones critiques nécessitant

potentiellement des ajustements ou des révisions dans le modéle.
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3.1.3 Optimisation du Modele
Pour améliorer la qualité structurelle du modéle, une minimisation d'énergie a été réalisée a
l'aide de Swiss PDB viewer. Cette étape a permis de corriger les contraintes stériques et
d'optimiser la conformation globale du mod¢le construit. Ensuite, la structure affinée a été
visualisée et analysée a I'aide de PyMOL Molecular Viewer, permettant une inspection détaillée

des ajustements effectués (21).

3.1.4 Validation du modéle

La structure de la protéine a été évaluée pour sa qualité a l'aide de divers outils de validation

en ligne. Le serveur SAVES (SAVESv6.0 - Structure Validation Server) a été utilisé pour cette

validation, incluant :

- L'analyse du tracé de Ramachandran qui est un outil graphique permettant d’identifier les
pourcentages d'acides aminés et d'analyser la conformation du squelette polypeptidique
des protéines en représentant les valeurs des angles diedres ¢ et y sur un graphique,
délimitant ainsi les régions énergétiquement favorables et défavorables (22).

- Le programme ERRAT attribue un score global compris entre 0 et 100, basé sur une
analyse statistique de la distribution des facteurs de qualité pour chaque résidu. Un score
ERRAT supérieur a 90 indique une bonne qualité¢ du modele (23).

En outre, ProSA-Web a été utilisé pour évaluer la qualité des structures de protéines en

comparant les scores Z aux structures expérimentales disponibles dans la base de données PDB

(24).

3.2 Docking protéine-protéine
3.2.1 Préparations des protéines
Nous avons préparé nos protéines, CcMP-II obtenue par modélisation, ainsi que le collagene
type IV et I’intégrine alpha-2 beta-1, référencées sous les codes PDB 5NAY et 1Q7DL
respectivement dans la protéine Data Bank. Les fichiers PDB des trois protéines ont été
nettoy¢€s pour éliminer toutes les molécules d'eau.

Les résidus actifs, définis comme étant exposés au solvant et directement impliqués dans

l'interaction, ont été identifiés pour chaque protéine (25) . Pour le collagéne et I'intégrine, ces

résidus actifs ont été déterminés par visualisation des interactions entre les protéines et les
ligands Co-cristallisés avant que ces derniers ne soient retirés des fichiers PDB.

Pour CcMP-II, I'identification des résidus actifs a été réalisée en utilisant CASTp et FTSite.

D'abord, CASTp (Computed Atlas of Surface Topography of proteins) a analysé la topologie

et la géométrie des cavités de la protéine pour déterminer les sites de liaison potentiels en
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fonction de leur accessibilité au solvant et de leur profondeur (26) . Ensuite, FTSite (Binding
site prediction), un serveur web de cartographie des sites de fixation basé sur 1'énergie, a été
utilisé pour confirmer ces sites actifs en identifiant les points chauds de liaisons a travers
I’interaction de sondes organiques avec la protéine (27, 28). Les résidus passifs ont été

automatiquement définis par HADDOCK.

3.2.2 Docking et sélection des clusters

Apres cette préparation, les protéines au format PDB ont été soumises au processus de docking.
Deux dockings ont été réalisés : I'un entre la protéine CcMP-II et le collagene (5 NAY), et
l'autre entre CcMP-II et l'intégrine (1Q7DL). Pour chaque docking, le meilleur cluster a été
sélectionné en se basant sur le score HADDOCK, qui intégre plusieurs termes énergétiques,
tels que I'énergie de van der Waals résultant des interactions entre les dipdles instantanés et
induits des atomes et des molécules, I’énergie électrostatique provenant des interactions entre
les charges ¢électriques des atomes et des molécules, ainsi que 1'énergie de désolvation, qui
reflete I'énergie nécessaire pour éliminer les molécules d'eau entourant les surfaces des
protéines lors de la formation du complexe.

Les contraintes de distance sont également prises en compte, se référant aux limitations
imposées sur la distance entre des paires spécifiques d'atomes ou de résidus dans les protéines

pour garantir une conformation adéquate du complexe.

3.2.3 Visualisation moléculaire et analyse des complexes générés
Les acides aminés formant des liaisons hydrogene, des liaisons non covalentes et des ponts
salins ont ¢été identifiés a l'aide de PDBSum, qui offre une visualisation détaillée de ces
interactions au sein du complexe. Cette analyse permet ainsi de mieux appréhender la stabilité
et la spécificit¢é des complexes formés (12). Enfin, les conformations dockées ont été

visualisées a l'aide de PyMol Molecular Viewer.

4. RESULTATS

4.1 Modélisation par homologie
4.1.1. Sélection du modele
Au total, 50 templates ont été initialement identifiés par SWISS-MODEL. Aprées application

des critéres de sélection, la structure 3D de la protéine CcMP-II a été construite sur la base de
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la structure d’une metalloproteinase-disintegrine Bathropasin (PDB-code : 3DSL) dérivant du

venin de Bothrops jararaca et dont les caractéristiques sont résumées dans le tableau I.

Tableau I : Informations structurales données par SWISS-MODEL pour la protéine template 3DSL-A

PDB Protéine Similarité | Identit¢ | Couverture | Etendue | Résolution | Méthode

ID

3DSL | Zinc 55.71% | 0.47 0.59 193-472 [ 2.7 A Cristallographie
metalloproteinase aux rayons X
disintegrinbothro
pasin

Les structures tridimensionnelles du template 3DSL-A et le modéle modélisé de la protéine
CcMP-II sont illustrées dans la Figure 2.

Figure 2 : (a) chaine A du template 3DSL, (b) Mod¢le modélisé de la protéine CcMP-II, visualisés avec
PyMOL. Les domaines métalloprotéinases sont indiqués en vert, le domaine RGD en rouge, et I'atome de
zinc en jaune.

4.1.2 Evaluation initiale par Swiss-Model

Le score GMQE obtenu pour le modéle de la protéine CcMP-II est de 0.45.

Le score QMEANDisCo global est de 0.69.

Le graphique "Local Quality Estimate" (figure 3) montre la similitude locale prédite avec la

structure cible pour chaque résidu du modele sur une échelle de 0 a 1.

- Résidus avec une bonne qualité : Les barres situées au-dessus de la ligne de similitude

de 0,6 (en bleu) indiquent des résidus avec une bonne qualité locale. Ces régions du
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modéle sont en forte cohérence avec la structure de référence, avec des valeurs
comprises entre 0,7 et 0,9.

- Résidus de faible qualité : Les barres situées en dessous de la ligne de similitude de 0,6
(en orange) représentent des résidus de faible qualité. Ces zones présentent des
discordances avec la structure 3DSL-A, certaines atteignant méme des valeurs autour

de 0,3, indiquant des zones problématiques dans le mod¢le.

Local Quality Estimate

aae

210 240 270 300 330 360 390 420
Residue Number

Figure 3 : Graphique de I’estimation de la qualité locale donné par SWISS-MODEL
pour CcMP-I1

o
o

I
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Q
w

P

Q
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Ces résultats constituent une premicre ¢tape dans 1'évaluation de la fiabilit¢ du modéle,

nécessitant des validations complémentaires par des méthodes supplémentaires.

4.1.3 Optimisation du modele
L'alignement de la structure modélisée par homologie avec la structure tridimensionnelle
(3DSL-A) montre une superposition (figure 4), confirmant ainsi la précision de la prédiction

tridimensionnelle.

Figure 4 : Alignement de la structure 3D des protéines : 3DSL-A en
violet, CcMP-II en bleu
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4.1.4 Validation du modéle
Le diagramme de Ramachandran, élaboré¢ a 1'aide de I'outil PROCHECK version 3.5.4, a servi

a valider le modéle de CcMP-II (figure 5). L'analyse du diagramme de Ramachandran pour
CcMP-II a montré que 83,7% des résidus se trouvent dans les régions les plus favorisées, 14,7%
des résidus sont dans les régions additionnellement autorisées, 1,2% des résidus sont dans les
régions généreusement autorisées, et 0.4%, soit un seul, est dans une région désapprouvée.

Le facteur de qualité global (ERRAT score) a été calculé a 91,255 (figure 6).

Le score Z global pour le mode¢le de la protéine CcMP-II obtenu avec ProSa-Web est de -7.09.
Le profil des scores des résidus obtenu par ProSA-Web montre la distribution des scores a
travers la protéine. La plupart des résidus présentent des scores conformes aux attentes pour

des structures validées, avec quelques régions ayant des scores 1égérement déviants (figure 7).
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Figure S : Diagramme de Ramachandran montrant les angles y et ¢ des résidus de la
protéine
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File: CcMP-Il.pdb
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Figure 6 : Diagramme du score ERRAT pour la protéine CcMP-I1
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Figure 7 : Profil des scores des résidus pour la protéine CcMP-II obtenu par ProSA-Web

4.2 Docking protéine-protéine
4.2.1 Préparation des protéines

Les sites actifs identifiés pour les trois protéines ont été visualisé via Pymol (figure 8 et 9)

Figure 8 : Visualisation tridimensionnelle des sites actifs de la protéine
CcMP-II via Pymol molecular viewer

Figure 9 : a- Visualisation des sites actifs du collagéne IV (PDB ID :
5NAY) et b- de l'intégrine (PDB ID : 1Q7D) via Pymol molecular viewer

Page | 12



4.2.2 Docking moléculaire

La structure PDB modélisée de la CcMP-II et celles du collagéne (SNAY) et de l'intégrine
obtenues a partir de la PDB ont été soumises séparément au serveur HADDOCK, générant
dans chaque cas 10 clusters. Pour le docking CcMP-II-collagene, le meilleur cluster (cluster 1)
a ¢été sélectionné et ses caractéristiques sont résumées dans le tableau II. De méme, pour le
docking CcMP-II-intégrine, le cluster 2 a été sélectionné et ses caractéristiques sont résumées

dans le tableau III. Les clusters sélectionnés ont ét¢ visualisés via PyMOL (figure 10).

Tableau II : Score HADDOCK et valeurs énergétiques du cluster sélectionné
pour CcMP-II-collagene

Parameétre Valeur

HADDOCK score =70 +/- 3.8

Cluster size 43

RMSD from the overall lowest-energy | 1.7 +/-1.0

structure

Van der Waals energy -31.1+4/-3.7 kcal/mol
Electrostatic energy -234.6+/-44.3 kcal/mol
Desolvation energy 4.6+/-5.6 kcal/mol
Restraints violation energy 33.5+/-5.4 kcal/mol
Buried Surface Area 1466.4+/-194.3 A>
Z-Score -1.7

Tableau III : Score HADDOCK et valeurs énergétiques du cluster sélectionné
pour CcMP-II-intégrine

Paramétre Valeur

HADDOCK score -24.8+/-5.0
Cluster size 33

RMSD from the overall lowest-energy | 6.3 +/- 3.8

structure

Van der Waals energy -12.5+/- 3 kcal/mol
Electrostatic energy -47+/- 10.3 kcal/mol
Desolvation energy -3.1+/- 0.4 kcal/mol
Restraints violation energy 1.4+/- 1.0 kecal/mol
Buried Surface Area 518.5+/- 85.0 A2
Z-Score -1.5
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Figure 10 : Interactions des Complexes Protéiques CCMP-II/Collagene IV et CCMP-II/Intégrine
a2p1. (a) Interaction CCMP-II/Collagéne IV dont CCMP-II (bleu) et Collageéne IV (rouge), avec
la partie en interaction en jaune. (b) Interaction CCMP-II/Intégrine a2f1 dont CCMP-II (bleu) et
Intégrine a2B1 (vert), avec la partie en interaction en jaune.

Les analyses des complexes CcMP-II-Collagéne et CcMP-II-Intégrine ont été approfondies a
l'aide de PDBSum pour identifier les interactions spécifiques impliquant des liaisons
hydrogene, des interactions non liées et des ponts salins.

Pour le complexe CcMP-II-Collagene, l'analyse a 1'aide de PDBSum a révélé plusieurs
interactions moléculaires clés. 3 ponts salins ont été identifiés, ainsi que 9 liaisons hydrogéne
et 110 interactions non liées. En outre, les résidus du site actif de la protéine CcMP-I1, tels que
Glu384, Ser386, Lys387, Thr388 et Tyr400, jouent un role essentiel dans la liaison avec le site
actif du collagéne. Selon l'analyse par PDBSum, ces résidus établissent plusieurs liaisons
hydrogenes : Thr388 de CcMP-II avec Glu214 du collagene, Ser386 avec Glu214, Tyr400 avec
Thr209 et Glu434 et Lys211.

De manicre similaire, I'analyse du complexe CcMP-II-Intégrine a révélé trois liaisons
hydrogéne spécifiques : His472 de CcMP-II avec Gly2 de I’intégrine, His278 avec Phe9 et
Asp457 avec Gly2 de I’intégrine. De plus, le complexe présente 35 contacts non liés renforcant
la stabilité et la spécificité de la liaison. Une interaction notable a été observée entre le domaine
RGD de CcMP-II (Argd54, Gly455, Asp456) et le site actif de l'intégrine, impliquant
spécifiquement Gly2 et Pro3. Ces interactions qui incluent également des liaisons
hydrophobes, jouent un role dans la reconnaissance moléculaire et la liaison spécifique entre

CcMP-II et I’intégrine.
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Chain A Chain B

Chain A Chain B

Figure 11 : Diagramme schématique des Figure 12 : Diagramme schématique des
interactions entre le collagéne (Chain A) et interactions entre CcMP-1I (Chain A) et
CcMP-II (Chain B) I'intégrine (Chain B)
Key: Salt Disulphide __ Hydrogen s Non-bonded
ey: bridges bonds bonds - contacts
Chain A Chain B Chain A Chain B
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Figure 13 : Le graphique d’interactions de | Figure 14 : Le graphique d’interactions
PDBsum pour le complexe CcMP-I1 de PDBsum pour le complexe CcMP-I1
collageéne, Chain A : collagéne, Chain B : intégrine, Chain A : CcMP-II, Chain B :
CcMP-I1 intégrine

5. DISCUSSION
Le docking moléculaire a été utilisé pour comprendre I’interaction entre une protéine isolée
d’un venin de serpent (CCMP-II) avec le collagene type IV ainsi qu’avec I’intégrine alpha-2
beta-1 par le serveur HADDOCK.

Le collagene type 1V, composant majeur de la matrice extracellulaire, assure la stabilité des

parois des vaisseaux, particulieérement des artéres qui doivent résister a des pressions €levées
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tout en maintenant leur forme. Sa dégradation affaiblit ces parois, les rendant plus vulnérables
aux ruptures sous pression, ce qui peut entrainer des saignements.

Les plaquettes sanguines jouent un role majeur dans I’hémostase, qui représente 1’ensemble
des processus physiologiques permettant de prévenir les hémorragies spontanées et d’arréter le
saignement résultant d’une bréche vasculaire. Lorsque les vaisseaux sanguins sont
endommaggés, le collagéne exposé dans la matrice extracellulaire devient un signal d'adhésion
pour les plaquettes. Les plaquettes se lient initialement au collagéne via 1’intégrine alpha-2
beta-1, facilitant ainsi leur activation et agrégation pour former un clou plaquettaire efficace.
La perturbation de ce processus pourrait conduire a une réponse hémostatique affaiblie,
augmentant potentiellement le risque de saignement prolongé et affectant la capacité du

systéme vasculaire a répondre efficacement aux Iésions et aux blessures.

5.1 Modélisation par Homologie de la Protéine CcMP-11
Les scores obtenus, avec un GMQE de 0.45 et un QMEANDisCoglobalde 0.69, offrent une

¢évaluation initiale de la qualit¢ du modéle de la protéine CcMP-II.

Le GMQE de 0.45, bien qu'inférieur a 0.5, indique une structure globalement correcte. Ce score
modéré est typique pour des protéines présentant une faible identité de séquence avec leurs
templates.

Le score global de QMEANDIisCo de 0.69 indique une bonne qualité¢ générale du modele,
suggérant que les distances CA-CA sont largement cohérentes avec celles de la structure de
référence. Cependant, le graphique "Local QualityEstimate" révele des disparités : certaines
régions du modele affichent une qualité élevée, avec des similitudes comprises entre 0.7 et 0.9,
tandis que d'autres résidus présentent des scores inférieurs a 0.6, voire aussi bas que 0.3,
signalant des discordances. Ces variations montrent que, bien que le modele soit globalement
fiable, certaines zones nécessitent des améliorations. Ces résidus de faible qualité pourraient
étre dus a la flexibilité inhérente de ces régions ou a des erreurs de modélisation. Un affinement
par minimisation d'énergie a été effectué¢ afin d’améliorer la qualité du modele en ajustant les

conformations des résidus problématiques pour mieux correspondre a la structure de référence.

5.2 Validation du modele
L'analyse du diagramme de Ramachandran a révélé que 83,7% des résidus de la protéine
CcMP-II se situent dans les régions les plus favorisées, indiquant une conformation stable du
squelette polypeptidique. 14,7% des résidus se trouvent dans les régions additionnellement

autorisées, suggérant une flexibilité locale de la structure. La présence de 0,4% de résidus dans
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une région désapprouvée est minime et peut étre attribuée a des facteurs locaux spécifiques
(22, 29).

Le score ERRAT global de 91,255 confirme la bonne qualité du repliement local des résidus
de la protéine. Ce score indique que la structure de CcMP-II est bien définie et peu susceptible
de présenter des régions mal repliées (29).

Le score Z global de -7.09 obtenu par ProSA-Web indique que le modéle de la protéine CcMP-
IT est de qualité comparable aux structures expérimentales similaires (24). Ce score négatif
suggere que le modele est fiable et qu'il peut étre utilisé en confiance pour des études
ultérieures.

L'analyse de la structure de CcMP-II confirme la validité et la qualité du modele généré par

Swiss-Model, permettant son utilisation ultérieure pour notre étude de docking moléculaire.

5.3 Docking moléculaire
Les résultats de notre étude ont révélé plusieurs aspects concernant les types d’énergies de

liaisons impliquées dans les interactions protéine-protéine.
- Complexe CcMP-II-collagéne

L'énergie intermoléculaire de van der Waals, qui résulte des interactions entre les dipoles
instantanés et induits des atomes, a €té mesurée a -31,1 + 3,7 kcal/mol pour le cluster 1. Cette
valeur indique des interactions favorables et stables entre les surfaces de CCMP-II et le
collagene de type IV (30). L’¢énergie ¢électrostatique a été significative avec une valeur de -
234,6 + 44,3 kcal/mol, cette énergie négative substantielle suggére des interactions
¢lectrostatiques fortes, renforcant la stabilité du complexe formé. L’énergie de désolvation a
été mesurée a 4,6 + 5,6 kcal/mol. Une énergie de désolvation proche de zéro suggere que l'effet
de la désolvation n'est ni particulicrement favorable ni défavorable pour la stabilit¢ du
complexe (31) . Les contraintes de distance de 33.5 ont été satisfaites (32). De plus, la surface
enterrée (BSA), qui indique la surface protéique inaccessible au solvant une fois le complexe
formé, était de 1466,4 + 194,3 A? pour le cluster 1. Cette valeur de BSA indique que le
complexe est relativement compact, ce qui suggere une interaction modérée entre CCMP-II et
le collageéne de type IV (33) . Le RMSD (Root Mean Square Deviation) était de 1,7 + 1,0 A, ce
qui montre une cohérence structurelle raisonnable parmi les différentes conformations du
cluster 1 (34) . Le score HADDOCK global pour ce cluster était de -70,0 + 3,8, et le Z-score
¢tait de -1,7, indiquant que ce cluster est I'un des meilleurs en termes de stabilité et de qualité

des interactions entre les protéines étudiées.
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L'analyse de l'interaction entre la CcMP-II et le collagene de type IV par PDBsum a révélé un
réseau d’interactions de 13 liaisons hydrogénes, renforgant I’ intégrité structurelle du complexe
et augmentant sa résistance aux perturbations thermiques et mécaniques. Parmi ces liaisons,
certaines sont particuliérement fortes avec des distances inférieures a 3 A, comme celles
impliquant Alal88 et GIn463 (2,99 A) ou LYS211 et Gu284 (2,55 A) indiquant une forte
contribution a la stabilité. Bien que certaines distances soient légérement supérieures a 3 A,
elles contribuent néanmoins a la cohésion globale du complexe. L’emplacement de ces liaisons
aide a stabiliser les conformations locales des résidus a I’interface, assurant un alignement
optimal des chaines polypeptidiques pour une interaction efficace et durable. La présence de 3
ponts salins indique une forte contribution électrostatique a la stabilité globale du complexe.
En plus de ces liaisons, les interactions hydrophobes identifiées résultant de 1’exclusion de
I’eau de I’interface de liaison favorisent la formation d’un noyau hydrophobe stable a I’intérieur
de la structure.

- Complexe CcMP-II-intégrine
Le score HADDOCK pour le cluster 2 était de -24,8+/-5,0 Kcal/mol, indiquant une stabilité
satisfaisante et des interactions significatives entre Ccmp-II et I’intégrine alpha-2 beta-1.
L’¢énergie intermoléculaire de van der waals était mesurée a -12,5+/-3,0 Kcal/mol, indiquant
des interactions stables mais moins favorables que dans d’autres clusters (30).
L’énergie électrostatique a -47,0+/-10,3 Kcal/mol, souligne des interactions fortes qui
contribuent a la stabilité du complexe.
L’¢énergie de désolvation, évaluée a -3,1+/-0,4 Kcal/mol, montre un effet modéré sur la stabilité
du complexe en raison de la solvatation (31) . La surface enterrée (BSA) de 518,5 +/-85,0 A2
pour ce cluster indique une interface relativement étendue entre Ccmp-II et I’intégrine alpha-2
beta-1, favorisant une interaction substantielle (33). Le RMSD par rapport a la structure
d’énergie minimale de 6,3+/-3,8 A°, suggérant une diversité dans les conformations possibles
mais avec une convergence raisonnable vers une structure moyenne (34).
L’analyse par pdbsum de I’interaction entre la Ccmp-II et ’intégrine alpha-2 beta-1 a mis en
évidence 3 liaisons hydrogenes avec des distances inférieures a 2,9 A° comme celle impliquant
Asp457 et Gly2 (2,72A°). LA présence de 35 ponts salins renforce la stabilité du complexe.
Les résultats du docking protéine-protéine concorde avec les résultats obtenu au laboratoire car
I’interaction entre CcMP-II et le collagéne d’une part, et entre CcMP-II et I’intégrine d’autre
part a été étudiée in vivo et in vitro. Expérimentalement, il a été démontré que CCMP-II
compromet l'intégrité des vaisseaux capillaires par 2 mécanismes. La Ccmp-II hydrolyse les

substrats de la membrane basale, en particulier le collagéne IV, qui est un composant essentiel
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entourant les cellules endothéliales des capillaires. Les coupures induites par Cemp-II sur le
collagene IV affaiblissent la stabilit¢ mécanique de la membrane basale. Ce processus entraine
la distension des parois des micro vaisseaux sous l’influence des forces hémodynamiques
circulatoires, conduisant finalement a la rupture de la paroi capillaire et a I’extravasation. Par
ailleurs, cette enzyme inhibe I’agrégation plaquettaire stimulée par le collagéne en interagissant
avec les intégrines présentes sur les plaquettes. Cette liaison empéche le collagene de se fixer
sur ces récepteurs, bloquant ainsi les voies de signalisation nécessaires a 1’agrégation
plaquettaire (35).

L'analyse histopathologique a révélé des dommages capillaires significatifs et des hémorragies
chez les souris apres injection de CcMP-I1, caractérisés par des projections cytoplasmiques, un
amincissement des cellules endothéliales et une perturbation de la membrane basale. CcMP-11
inhibe également I'agrégation des plaquettes stimulée par le collagéne méme en présence des
inhibiteurs de I’effet du au domaine métalloprotéinase (EDTA et 1,10-phénantroline). Le
pourcentage d'inhibition de 'agrégation plaquettaire par CcMP-II est estimé a 70 % en présence
d’EDTA. Ce résultat démontre que l'effet anti-agrégant de la CcMP-II hémorragique est dii a
son domaine de type désintégrine.

Les résultats obtenus par ces deux approches se sont révélés concordants, ce qui vient confirmer
la fiabilit¢ de l'approche in silico. Elle présente plusieurs atouts majeurs par rapport a
l'expérimentation traditionnelle. Elle est plus rapide, moins coliteuse et permet d'explorer un
grand nombre de combinaisons moléculaires. De plus, elle peut identifier des interactions qui
pourraient passer inapergues lors d'expérimentations classiques. Enfin, elle offre un niveau de
détail inégal dans l'analyse des interactions moléculaires, permettant de visualiser et d'analyser
les structures tridimensionnelles des molécules a 1'échelle atomique.

La convergence des résultats expérimentaux et in silico dans cette étude démontre la puissance
et la complémentarit¢ de ces deux approches. L'expérimentation reste essentielle pour
confirmer les prédictions in silico et fournir des informations sur les effets physiologiques des
interactions moléculaires. Cependant, 1'étude in silico s'impose comme un outil indispensable
pour l'investigation des interactions protéine-protéine et la compréhension des processus

biologiques complexes.

6. CONCLUSION
Dans cette étude, 2 étapes expérimentales ont été utilisé afin d’évaluer I’effet d’une protéine
vipérine (CCMP-II) sur le collagéne type IV et I’intégrine alpha-2 beta-1 : la modélisation par

homologie et le docking moléculaire protéine-protéine.
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Il existe a I’heure actuelle deux méthodes expérimentales permettant de déterminer la
structure3D d’une protéine ou d’un complexe. Ce sont la cristallographie aux rayons X et la
Résonance Magnétique Nucléaire (RMN). Cependant ces techniques demeurent couteuses et
assez longues a réaliser aux vues des nombreuses protéines présentes dans le monde du vivant
(estimée a environ 20 000 pour I’Homme). C’est pour ces raisons que de nombreux chercheurs
ont cherché a prédire la structure de ces complexes grace a I’informatique, via les méthodes et
algorithmes de docking. Ces méthodes sont fondées sur deux critéres issus des connaissances
acquises via les complexes existants dans la PDB : critére géométrique/topologique et criteére
énergétique (36).

Cette ¢étude confirme que le docking moléculaire est un outil puissant et complémentaire aux
approches expérimentales classiques. Il offre des avantages en termes de rapidité, de cout, de
précision prédictive et de capacité a explorer efficacement 1’espace chimique. Les simulations
in silico peuvent fournir des prédictions initiales rapides permettant d’orienter les
expérimentations et d’optimiser les ressources de recherche. Ces caractéristiques font du
docking moléculaire un pilier essentiel dans la recherche en biologie structurale et dans 1’étude
des interactions biomoléculaires complexes. En intégrant les approches in silico et
expérimentales, les chercheurs peuvent obtenir une compréhension plus compléte et précise

des mécanismes biomoléculaires.
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