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Résumé

La brucellose est lI'une des maladies endémiques dans le monde, et la vaccination apparait
comme une stratégie prometteuse pour la prévenir. Cette étude a utilisé des techniques
informatiques avancées pour développer un puissant vaccin multi-épitopes contre la
brucellose humaine. Des épitopes de Brucella abortus, choisis pour leur potentiel & induire
des réponses cellulaires et humorales, ont montré une grande capacité antigénique. Des
adjuvants ont été ajoutés pour améliorer I'immunogénicité du vaccin. Les propriétés physico-
chimiques et immunologiques du vaccin ont été évaluées, et sa structure en 2D et 3D a été
prédite. Le vaccin a été docké avec le récepteur TLR4 pour évaluer sa capacité a stimuler les
réponses immunitaires innées, et la simulation immunitaire a révélé un profil de réponse post-
injection prometteur. Le vaccin a montré une grande capacité a induire des réponses
cellulaires contre la brucellose humaine, des propriétés physico-chimiques appropriées, une

structure de haute qualité, et un fort potentiel pour I'expression dans un systéme procaryote.

Abstract

Brucellosis is one of the endemic diseases in the world, and vaccination appears to be a
promising strategy for its prevention. This study used advanced computational techniques to
develop a potent multi-epitope vaccine against human brucellosis. Epitopes from Brucella
abortus, chosen for their potential to induce cellular and humoral responses, demonstrated
significant antigenic capacity. Adjuvants were added to enhance the vaccine's
immunogenicity. The physicochemical and immunological properties of the vaccine were
evaluated, and its two- and three-dimensional structure was predicted. The vaccine was
docked with the TLR4 receptor to assess its ability to stimulate innate immune responses, and
immune simulation revealed a promising post-injection response profile. The designed
vaccine showed a strong capacity to induce cellular responses against human brucellosis,
appropriate physicochemical properties, a high-quality structure, and strong potential for

expression in a prokaryotic system.
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Introduction

Introduction

La brucellose, une maladie infectieuse humaine, est causée par des bactéries du genre
Brucella. C'est la maladie la plus courante a I'échelle mondiale, ayant un impact économique
considérable (Khettab et al., 2010).

Les thérapies contre la brucellose chez I'nomme ne sont pas toujours efficaces, et divers
éléments peuvent entraver leur efficacité. La brucellose peut évoluer vers une forme
chronique, ce qui rend I'élimination totale de la bactérie plus complexe et demande des
traitements prolongés et intensifs. Un probleme de plus en plus important est la résistance aux
antibiotiques, avec certaines souches de Brucella qui développent une résistance aux
médicaments couramment utilisés. Malgré I'efficacité des traitements actuels, il est important
de souligner que leur efficacité n'est pas assurée pour tous les patients, ce qui met en évidence
Iimportance d'efforts constants pour améliorer les stratégies thérapeutiques contre la

brucellose.

Il est possible de préparer un vaccin inactivé en exposant I'agent pathogéne a un traitement
physique ou chimique qui entraine une diminution définitive de sa virulence sans altérer son
pouvoir immunogene. Il est essentiel de respecter scrupuleusement les conditions
d'inactivation chimique ou thermique ainsi que les contréles associes afin d'assurer I'absence
totale de virulence.

Ce projet vise a développer un vaccin in silico contre la Brucella abortus en utilisant des
épitopes (HTL, BCL, TCL).

La structure de ce mémoire est divisée en trois parties qui abordent la vaccination contre la
bactérie Brucella abortus : - Partie 1 : Analyse bibliographique de la bactérie. - Partie 2 :
Equipements et techniques employés lors de cette étude. - Partie 3 : Exposé et échange sur les

résultats obtenus.
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1. Historique

Les médecins militaires britanniques ont découvert la brucellose pour la premiére fois en
1850, a Malte, sous le nom de fievre méditerranéenne. Le microbiologiste David Bruce a
découvert en 1887 la bactérie causatrice de la maladie a partir de la rate d'un soldat décédé,
démontrant ainsi la corrélation entre un micro-organisme nommé Micrococcus melitensis et la
maladie (Dedet, 2007).

En 1897, Wright a montré que le sérum des malades contient des anticorps agglutinants, ce
qui a donné son nom au premier test diagnostic sérologique : la réaction d'agglutination de
Wright. Zammit (1905) a révélé que la maladie était présente chez les chévres a Malt, toutes
ayant été positives au test de Wright. Les méthodes bactériologiques développées par
Huddleson en 1929 permettent de différencier les espéces Brucella melitensis, Brucella
abortus et Brucella suis. Le premier vaccin vivant atténue, B. melitensis Revl, a été
développe par Elberg et Faunce en 1957.

La brucellose est présente en Algérie depuis le 19eme siecle. Effectivement, les premieres
descriptions de la maladie ont été fournies par Cochez en 1895, qui suspecta l'existence de
cette maladie a Alger, puis en 1899 par Legrain dans la vallée de la Soummam. Au début du
20eme siécle, la maladie a été vérifiée par Gillot pour la premiere fois en raison des
symptémes cliniques. Elle fut donc découverte en premier lieu chez I'homme. En 1907, a la
suite de ces observations, des études furent menées sur des elevages caprins par Sergent et ses
collegues a Alger et Oran. Ces recherches ont mis en évidence l'infection non seulement des
caprins, mais également des autres animaux de compagnie. L'incidence était importante dans
les élevages de chevres maltaises. Apres ces travaux, le gouverneur général de I'Algérie a pris
un arrété interdisant lI'importation de caprins et de bovins provenant de Malte (le foyer de la
brucellose). Ces mesures ont €té les premieres prises en Algérie pour prévenir la brucellose.
De 1911 a 1956, plusieurs études, confirmant la présence de la brucellose a I'Ouest (Oran), au
Centre (Alger), a I'Est (Constantine) et méme au Sud (Hoggar), furent menées. Dés que la
brucellose a été découverte en Algeérie, de nombreuses recherches ont établi une corrélation
entre son origine et I'importation de chevres espagnoles, de chévres et de vaches maltaises au
nord. D'autres études expliquent l'introduction de la maladie a l'ouest du pays par les
caravanes arabes. Selon Mignot en 1940, I'apparition de cette maladie dans le Hoggar n‘aurait

pu étre due qu'aux caravanes maliennes (Garin et Bastuji.,1993).
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2. Taxonomie

Les brucelles sont des alpha-Proteobacteria, de l'ordre des Rhizobiales et de la famille des
Brucellaceae, avec les genres Brucella, Mycoplana et Ochrobactrum inclus... etc., le genre a
été réparti en dix especes, avec des biovars ou des biotypes, tandis qu'au niveau génomique, il
n'y a qu'une seule espéce : B. melitensis. En réalité, les études qui reposent sur la distinction
entre I'hdte et la pathogénicité. Des tests de laboratoire différentiels sont actuellement utilisés
pour distinguer les especes des biovars. Méme s'il a été suggéré de regrouper les espéces de
Brucella en tant que biovars d'une seule espéce en utilisant des études d'hybridation ADN-
ADN et en analysant 'ADN, en comparant le génome de B. melitensis et de B. suis sur 'ADN.
La catégorisation actuelle des brucelles dans les espéces de B. melitensis et de B. suis
(Godfroid et al., 2005). D'autres espéces « marines » ont été suggérées pour distinguer les
souches provenant de mammiféres marins : B. maris est le nom donne a toutes les souches de
mammiféeres marins, puis B. Cetaceae est une espéce de cétacés isolée (baleines, cachalots,
dauphins, marsouins) et enfin B. Les pinnipedes (phoques, otaries, morses) sont isolés de la
famille des pinnipediae (Godfroid et al., 2005).

3. Habitat de Brucella

Brucella est un genre de bactéries pathogénes qui provoquent la brucellose chez les humains.
Brucella a une préférence pour les habitats suivants :

3.1. Systéme réticuloendothélial : Brucella se lie spécialement aux organes du systéeme
réticuloendothélial, tels que le foie, la rate, la moelle osseuse et les ganglions lymphatiques.
3.2. Systeme génito-urinaire : La bactérie peut infecter les organes génitaux et urinaires, ce
qui ce qui peut entrainer des complications comme l'orchiépididymite chez les hommes.

3.3. Systeme ostéoarticulaire : Les articulations, les os et les tissus mous sont également des
sites d'infection fréquents.

3.4. Systeme nerveux central : Bien que rare, Brucella peut causer une neurobrucellose,
affectant le cerveau et les méninges.

3.5. Systeme cardiovasculaire : Parfois, l'infection peut affecter le cceur, provoquant une
complication grave appelée endocardite brucellienne. Brucella a la capacité de survivre et de
se reproduire a l'intérieur des macrophages, qui sont des cellules essentielles du systeme
immunitaire responsables de l'ingestion et de la destruction des agents pathogenes. Cette
capacité intracellulaire permet a Brucella d'éviter la réponse immunitaire et de persister dans

I'organisme, ce qui rend le traitement plus complexe (Freycon.,2015).
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4. ldentification de Brucella

4.1. Caractéres morphologiques

Les brucelles sont de petits coccis, coccobacilles ou petits batonnets avec des bords droits ou
Iégérement convexes et des extrémités arrondies. Ils mesurent entre 0.5-0.75 um de largeur et
0.6-1.5 pum de longueur. Les bactéries sont présentes de maniére isolée, plus rarement en
paires, en enchaines courtes ou en petites grappes. Elles demeurent immobiles, sont Gram
négatives (Figurel), ne générent pas de capsule, de spores ou de flagelle. Ce n'est pas une
résistance a I'acide, mais ils peuvent étre décolorés par les acides faibles. On les observe dans
des produits pathologiques grace a une coloration différentielle, ou elles se distinguent en
rouge sur un fond bleu a la coloration de Stamp (Figure 2) ou a la coloration modifiée de
Ziehl Neelsen (Lavigne et al., 2017).

: moé 8%
% v 28

k J (Q‘ﬁ? ,@ @
B o 0%
Figurel : Coloratlon de Gram Figure2 : Coloration de Stamp

(Matthieu,2016) (Ouchene,2020)

4.2. Caracteres culturaux

La majorité des bactéries sont strictement aérobies, cependant certaines souches se
développent mieux dans une atmosphére contenante 5 a 10 % de COy, telles que Brucella
abortus et Brucella ovis (Bounaadja., 2010).

L'optimum de croissance est de 34°C, mais elle peut fluctuer entre 20 et 40°C dans un
environnement approprié, méme si les Brucella sont généralement cultivées a 37°C. Le pH
nécessaire a la croissance est compris entre 6,6 et 7,4, avec un pH idéal de 6,8 (Bervas et al.,
2006).

Dans un milieu solide approprié, les colonies de Brucella sont visibles en 2 ou 3 jours
(Figure 3). lls produisent deux types de souches lors de leur culture : les colonies S
(smooth=lisse) et R (rough=rugueuse). Les colonies S sont de petites tailles, rondes et

convexes, cependant une dissociation, avec la perte des chaines O du LPS, est souvent
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observée pour former des variantes R. Cette phase de dissociation revét une grande
importance en matiére de vaccination (Bervas et al., 2006).

Figure3d : colonies de Brucella abortus qui ont été cultivées sur gélose au sang
(Bouhali et al.,2022)

4.3. Caractéres biochimiques

Les différentes espéces de Brucella n'ont pas visiblement acidifié les milieux sucrés. Il n'y a
pas eu de production d'indole en eau peptone. On a réduit les nitrates en nitrites (a I'exception
de B. Ovis). Une oxydase irréguliere et une catalase plus ou moins active ont été observées de
maniére constante (Pilet et al.,1979). Huddleson a identifié plusieurs variétés de Brucella, en
analysant les résultats obtenus a partir de trois tests : I'exigence en CO». La production d'H>S.
Exposé a la thionine et a la fuchsine. Par conséquent, trois espéces sont identifiées comme
dangereuses pour I'nomme : Brucella abortus, Brucella melitensis et Brucella suis (Pilet et
al., 1979) (Tableau 1).

Tableau 1 : Identification par culture cellulaire des trois espéces de Brucella dangereuses

pour I’homme (Philippon.,2003)

Espéces Exigence en | Production Résistance a | Résistance a
CO2 d’H.S thionine fusine basique

B.melitensis - -ou traces + +

B.abortus + +en 2j et plus - +

B.suis - ++ en 4j + -

4.4. Caractéres génomiques
Le génome de Brucella est composé de deux chromosomes circulaires, mesurant
respectivement environ 2,11 Mb pour le premier et 1,18 Mb pour le deuxieme, a I'exception

de B. suis biovar 3 qui ne posséde qu'un seul chromosome. 1l y a entre 3200 et 3400 génes,
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avec un pourcentage moyen de GC (guanine et cytosine) de 57,2 %. Des bactériophages ont
été trouvés chez Brucella, mais aucun plasmide ni phage lysogénique. Les différentes espéces
de Brucella sont phylogénétiquement trés semblables, avec un taux d'homologie de plus de 90
%. Certains chercheurs suggerent de les classer toutes comme des biovars plutdét que des
espéces distinctes en raison de cette similarité, mais cette proposition n'a pas été adoptée en
raison des différences de pathogénicité pour 'nomme et des hétes variés, ainsi que pour des
raisons pratiques et de sécurité biologique (Ponsard et al., 2020).

5. Les facteurs de virulence

La virulence des espéces de Brucella est principalement influencée par le lipopolysaccharide
(LPS) présent dans la paroi cellulaire. 1l existe a la fois des formes lisses de type « S » et des
formes « B » B. melitensis B. abortus, B. suis et « R » rugueuses (B. Canis). Les derniéres
souches présentent des LPS rugueux qui ont une virulence beaucoup moins importante chez
I'homme. A la suite de leur opsonisation et de leur ingestion par les cellules phagocytaires, les
bactéries peuvent survivre et se reproduire a l'intérieur des phagosomes. Cela se fait grace a la
synthése de dérives azotés tels que I'adénine et la guanine monophosphate, qui empéchent la
fusion du phagosome et du lysosome, l'activité oxydative et la production de facteurs de
nécrose tumorale correspondant au systéeme bactéricide (Hoover, Friedlander., 1997).

6. Traitement

Les antibiotiques

Les antibiotiques recommandés ont da étre efficaces contre Brucella, avoir été bien diffusés
dans les cellules et maintenir leur activité intracellulaire. Les cyclines (oxytétracycline et
doxycycline), les aminosides (streptomycine et gentamicine) et la rifampicine ont été les
antibiotiques les plus efficaces. Les cyclines et la rifampicine ont maintenu leur activité a
I'intérieur et a I'extérieur des cellules, tandis que les aminosides ont principalement exercé leur

activité en dehors des cellules (Maurin.,2005).
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Matériels et méthodes

1. Téléchargement de séquence
L'immunoglubine B (bigB) de la bactérie Brucella abortus a été choisie a partir de la base de
donnees VFBD (Virulent Factor of Bacteria Database)
(http://www.mgc.ac.cn/VFs/main.htm), au format Fasta, pour une utilisation ultérieure
(Figure 4).

8. cbortus S19 e ’“"" S Blowr  y cantsATCC 23365 8 melitensis ATCC 2457
Virdence  Related
factors genes h 1 by 2 h | h I ch | ch Il ch 1 ch I o
NC_010742 NC.O10740  NC.O0S932  NC.006S33  NC.O10103  NC.OI0I4  NC.OI2441  NCOT242 N
Adherence
BigA  bigA BCAN_RS16725 £4)
T
(Pactenal
ey DiSB BABSIS_RSOSSYY BRUAB_RS09565 BCAN_RS16730 BMEA_RS09440 84
2]
BmaA  bmod
BmaB/Omas bmoB/omed BMEA_RS09445
VenVicas]  bmoC BABS19_RS15705 BRUAB_RS13645
BuE  beof  BABSIS_RS0033S BRUAB_RS16045 B
Buf b BABSI_RSS305 BRUAB_RS08755 BCAN_RS16650 BMEA_RS08670 84
Effector delivery system
bipA  BABSI9_RS03250 BRUAB_RS03245 BCAN_RS03045 BMEA_RS03175 B
bp8  BABSIS_RS03IS BRUAB_RS03390 BCAN_RS03150 BMEA_RS03320 84
bspC  BABS19_RSO4050 BRUAB_RSO4035 BCAN_RS03830 BMEA_RS03975 84
boE  BABSI9_RSO7S8S BRUAB_RSO7970 BCAN_RS07705 BMEA_RS07850 B

Figure4 : Géne de I'immunoglubine B
2. Recherche de I’antigénécité

La protéine de Il'immunoglubine B a été insérée au format FASTA dans Vaxijen
(http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html) afin d'analyser son potentiel
antigenique (Figureb).

Protective Antigens and Subunit Vaccines.

MAVSAVINNIPNIMVSNISSPAGSQVITAT LTYDGNGN

TFASNPNGNVKVASGSSLDAAITQDSANPNVYTASI TVIAAA
: |[NKTGDSTQWLASATSFSILPSVSFPVITRNPSPALQVSP

. |VTQMDVTVTDEGGNPIPDSSVTF TVKDVRT TSATQTGVEY:
PLTPQDPRSDSRFAQATNKLGVATIFIATNQNPGYLRIFC
FVYIFDTAFGTELEAPDTDIGPDLSNYTDTTFPVTINNKNT
Or please sclect a multiple protein seq ‘
| Choisir un fichier | Aucun fichier choisi

Figure 5 : La séquence de Protéine dans Vaxijen
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3. Prédiction des épitopes
On a utilisé la base de données IEDB Immune Epitope (https://www.iedb.org/) (Figure6)

pour prédire les épitopes linéaires de la séquence protéique. Ensuite, on a copié la
séquence Fasta pour obtenir BCL (Figure7). Puis, sélectionner la cellule T qui contient
(CMHI et CMHII). Dans CMHI, la séquence Fasta a été copiée et les alleles ont été
choisis sont (HLA.A.30 :1/HLA.A.25 :1) (Figure8).Dans CMH II, on a également copié
la séquence Fasta et sélectionné les alléles (DRB°01 :11/DRB°01 :16) et longueur 14 pour
obtenir HTL (Figure9).

N, EDB a=
( Check out our new [EDB updatest (1) Learn how t

Upcoming Events & News

Figure6 : La base des données IEDB

Antibody Epitope Prediction
Enter a Swiss-Prot ID (example: PO2185)

Or enter a protein sequence in plain format (S0000 residues maximum, 250 residues for Bepipred 2.0):

MAVSAVINNIPNIMVYSHISSPAGSQVITATLTYDGNGNDAQKPGTDRFTFIFASNPNGNVKVASGSSLDAAT
TQDSAMNPNVYTASITVIAAAYGVCSASGHNKTGDS TQWLASATSFSILPSVSFPVITRMPSPALQVSPVPGTP
DSDATLVTQMDVTVTDEGGHNPIPDSSVTFTVKDVRTTSATQTGVFYSASKTPISLAPLTPQDPRSDSRFAQA
TNKLGVATIFIATNQNPGYLRIFCETNTIRGASAFVYIFDTAFGTELEAPDTDIGPDLSNYTDTTFPVTINN
KNTSPNEFTALFLNNKFQNQTAGTNLNENGSAL TVANAADLNVGSSSAKPQNNFLYTIRTSNGDLINSKTTL
LQLFGPLPTPNPKNQILGPLVDPNGGVINLGSIFIQGNPTDYTTTIDLSKDKTTLADKMSYTLKQNDIVTLH
ATFQGDFQSDDNF NMPFTYTKTITDPTDSAFNIIIPFDDISGYGTPKDPKRSHNLYKMYYEITPASATTPIA
ASSLTOGVL STRV%\’

-

Figure7 : La prédiction des épitopes de lymphocyte B
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Ertes proten sequences) In FASTA foomat
OF 25 WARESDAC £ Sepaated SOQUENCES

O Select e CONTNNING SEQUENCR(S)

IEHC SOTe SDeceS Puman ~

E
Show oty Seuently occurng sleles O HAATZSO1 A3 tengme
Setect MHC Shetes)

Erad aocress (optooan) ’

Figure8 : La prédiction des épitopes CMHI

MHC-Il Binding Predictions

Enfier protein sequencers) m FASTA format

Figure9 : La prédiction de la liaison CMHII
4. Recherche I’antigénécité des épitopes

Le site  utiliser  pour  Dantigénécité  est:  Vaxijen  (http://www.ddg-

pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html ) pour voir les ensembles des épitopes au

format Fasta.

5. Construction du vaccin

La structure linéaire du vaccin n'a été construite qu’avec des épitopes antigéniques. Par la
suite, ces épitopes choisis ont été associés a des connecteurs adéquats afin de structurer la
séquence vaccinale. Plusieurs types de connecteurs ont été employés : la séquence Fasta a
débuté avec un adjuvant associé au EAAAK, puis les autres épitopes ont suivi. Le
connecteur GPGPG a été employeé afin de connecter HTL et AAY a été employé pour
connecter CTL.

6. Prédiction de la structure 3D de vaccin

La structure 3D a été faite lorsque la séquence de vaccin en format Fasta a inséré dans

Phyre? (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index) (Figure10).
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Subscribe to Phyre at Google Groups.
1 ) § — emai: Subscribe |
[ ] \ ‘ ) ik e  Goole Geous
0 y . v
Protein Homology/analog¥ Recognition Engine V 2.0
O 1

Register so you can log in & to get access to our Expert Mode features, O

New!
One-to-One Threading™ (which models your sequence against a user-supphied model) can now use models directly from the AlphaFold Protein Structure Database
o,

Please do not use "intensive mode” unless your search using "normal mode™ indicates that a single model does not cover most of your sequence, &

Current Phyre2 server load = 9% (normal running) &

ATWNELITNURERAEE TRTOTRSRVEESRARL
AAEGYLEAATSRYNELVERGEAALERLRSQQS
AXLVGTELPKXAAPAKKAA

TGPGPGOLGGHPTPOSGAAYTTFPVT INICAAYE TNT IRGA

0! AKPONNF LAAYGSSS o
AAYUHATF QUOF QSD0AAYLHAT F QUDF QEOONAAYQD
EITPASATTPAAYPNVYTASITVIMAMAYLTPQOPRS 2

[ SRR R [NOT for Profit | FOR Profit (Commercial) . | Other ® |

| Phyre Search || Reset

FigurelO : La prediction de la structure 3D
Ainsi, le fichier extrait du site Phyre’? au format PDB a été intégré sur GalaxyWeb
(https://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cqi?type=REFINE) (Figurell), pour améliorer la

qualité de la structure 3D.

GalaxyWEB

A web server for protein structure prediction, refinement, and related methods
Galux Inc. & Computational Biology Lab, Department of Chemistry, Seoul National University

Home Services Database Design Queue Help Softwares Suppl

GalaxyRefine |

¢ Information

Model structures generated by protein structure prediction methods can be refined. No gaps + PDB File: File Format

are allowed in the middle of initial protein structure + E-mail: Average run time is 1~2h

If e-mail address is given, the server
sends notifications automatically. If
User Information not, the user has to bookmark the
report page.

Job name ‘ ‘

E-mail address (Optional) || |

« PDB file: TR747 pdb

Model Structure to be refined + Report: [View]
PDB File | Choisir un fichier | Aucun fichier choisi
(<1000 AA) Protein Structure File (allowed file extensions: pdb, txt)

Figurell : Correction de la qualité de la structure 3D
Aprés que GalaxyWeb a corrigé la qualité de la structure 3D du vaccin, le fichier résultant a
été intégré sur SAVES (https://saves.mbi.ucla.edu/) en vue de la validation de la structure 3D
(Figurel2).
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UCLA-DOE LAB — SAVES v6.0 UCLA

To run any or all programs:
upload your structure, in PDB format only

Choisir un fichier | Aucun fichier chois

Run programs

References

ERRAT
» Reference: Verification of protein structures: patterns of nonbonded atomic interactions, Colovos C and Yeates TO
1993,

» C++ software

VERIFY 3D

Dieafils © B Dol (D sim mbml 4009 | yuablens mb ol 4007

Figurel? : La validation de vaccin

7. Docking moléculaire
L’étude de I’interaction entre la structure 3D de vaccin avec le récepteur TLR 4 en utilisant
ClusPro (https://cluspro.bu.edu/login.php?redir=/models.php?job=1071450) (Figurel3).

sign out

Dock
Note: Due to increased server usage, please submit no more than 15 jobs at a time.

Note: all jobs by non logged in users will be publicly accessible. Please create an
account if data is embargoed and needs to remain confidential

Job Mame: |

Server:

Accepted PDE Input
20 standard amino acids and RMNA (as receptor only), ref: RMA Sslsct Heparin Mods to uss
Heparin as Ligand

Receptor Ligand
PDB I1D: PDB ID:

Uplosd PDS Upload POS
Chains: Chains:

WWhitespace separate desired chains. Leave chains blank to use all chains

» Advanced Options

I agree to use GlusPro only for Noncommercial purpeses.

[Dock |

Figurel3 : Docking moléculaire
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Résultats et discussion

Brucella abortus est une bactérie pathogéne et est considérée comme un grand réservoir
trouvé chez les animaux vecteurs ou chez les animaux sains, et pour traiter cette maladie, un
vaccin est fabriqué en collectant divers épitopes antigéniques CTL.HTL.BCL en utilisant des
liens EAAAK.GPGPG.AAY pour évaluer la possibilité d’améliorer vaccin et réduire la
mortalité par Brucella (Wang et al .,2024).

1. Téléchargement de séquence

La séquence Fasta qui a téléchargé par la base des données VFBD est la suivant :
MAVSAVINNIPNIMVSNISSPAGSQVITATLTYDGNGNDAQKPGTDRFTFIFASNPNGN
VKVASGSSLDAAITQDSANPNVYTASITVIAAAYGVCSASGNKTGDSTQWLASATSF
SILPSVSFPVITRNPSPALQVSPVPGTPDSDATLVTQMDVTVTDEGGNPIPDSSVTFTVK
DVRTTSATQTGVFYSASKTPISLAPLTPQDPRSDSRFAQATNKLGVATIFIATNQNPGY
LRIFCETNTIRGASAFVYIFDTAFGTELEAPDTDIGPDLSNYTDTTFPVTINNKNTSPNE
FIALFLNNKFQNQIAGTNLNENGSALTVANAADLNVGSSSAKPQNNFLYTIRTSNGDL
INSKTTLLQLFGPLPTPNPKNQILGPLVDPNGGVINLGSIFIQGNPTDYTTTIDLSKDKT
TLADKMSYTLKQNDIVTLHATFQGDFQSDDNFQVNPFTYTKTITDPTDSAFNIIIPFDD
ISGYGTPKDPKRSNLYKMYYEITPASATTPIAASSLTQGVLSTRVI

2. Recherche de I’antigénécité

La séquence de protéine issue du géne big B extrait de VFBD est antigene a un taux 0,5734
(Figureld).

Vaxiden RESULTS

M odel selected: bacteria

Threshold for this model: 0.4

Mour Seguence:

M A S A T NN I PN IMVS NI SSPAGCESEOWVITATI
T Y DECNGNDAOR PCTDRFEFTEFIFASNEPNGHNWERW
I S E S L DA T TODSANPN VY TAS I TWVIAOADTY
WO SASCNE TGCEDS TOWLASATSEFSILPSWVSE
PWITRNPSPALOVSPWVEPCTPDS DATLW T OMDY
(WVITITVTDEGGN P I PDSSWVTEFTVEREDVRTTSATOT
GWVWE YSASKTPISLAPLTPODPRSDSREFAOAT
MNMELGVATIFIATHNONPGY LRI FCETNT IRGS
SEAFVY TFDTAFGTELEAPDTDIGPDLSNYTD
T TEFPVT INNENTSPNEFIATFLNNEEFONOT D
C TN LNEMNGCEALTVANALARDI.INWVGS S SAFR P OMNDT
FLY T I RTSNGCDLINSKITTLLOLEGPLEPTEPNE
EFENO I LCPLWVDPNGCGW INLGCGS I F I OCNPTD YT
TT I DLSEKDETTLADFKMSY TLERONDIWVTLHAT
FOoOCDEFOoOSDDNEOVNEPEF T Y TRKTITDPTDSAFN
T I T PFDDISGYGTPFEFDPERSNLYERMYYETTE
A SATTPEPIAAS ST TOGCVILSTRYIT

[Overall Prediction for the Protective Antigen — 0.5734 ( Probable ANTIGEDN ).

Figurel4d : Recherche de I’antigénécité

15



Partie 3 Résultats et discussion

3. Prédiction des épitopes
Les résultats obtenir par la prédiction des épitopes dans le site IEDB avec la recherche de
I’antigénécité par Vaxijen tant que I’amélioration de I’efficacité de vaccin dépend la sélection
des épitopes antigéniques.

> Pour la prédiction des épitopes BCL, la séquence Fasta a intégré dans la cellule B.
Le résultat est présenté dans le tableau 2.

Tableau? : Les épitopes BCL

Epitopes Antigénécité
VSNISSPAGS Non antigene
GNGNDAQKPGT Antigene

NVKVASGSSLDAAITQDSANPN Antigene
ASGNKTGDSTQWLASATSFSILPSV | Antigene

GPLPTPNPKNQIL Non antigene
DLSKDKTTLADK Non antigene
DFQSDDNFQVN Antigéne
PVITRNPSPALQVSPVPGTPDSDAT | Antigéene
DEGGNPIPDS Antigene
GTELEAPDTDIGPDLSNYTD Non antigene

» Pour la prédiction des épitopes TCL la séquence Fasta a été intégré dans la cellule T
(CMHI) avec le choix des alleles (HLA-A30 :1 /HLA-A25 :1).
Le résultat est présenté dans le tableau 3.

Tableau3 : Les épitopes TCL

Epitopes Antigénécité
TTFPVTINNK Antigene
FYSASKTPISLA Non antigene
SAKPONNFLYTIR Non antigene
EFIALFLNNK Non antigene
GSSSAKPQNNF Antigene
LHATFQGDFQSDD Antigene
LHATFQGDFQSDDN Antigene
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> Pour la prédiction des épitopes HTL la séquence Fasta a été intégré dans la cellule T
(CMHII), avec le choix des alléles (DRB *01:11 / DRB *01 :16).
Le résultat est présenté dans le tableau 4.
Tableau4 : les épitopes HTL

Epitopes Antigénécité
QGDFQSDDNFQVNP antigéne
KMYYEITPASATTP antigéne
PNVYTASITVIAAA antigéne
LTPQDPRSD antigéne
PDSDATLVT antigéne
PGTDRFTFI Non antigene
SATQTGVFY Non antigene
PKNQILGPL Non antigene
PNVYTASIT Non antigene
ASGNKTGDS antigene
PTPNPKNQI antigene
SKTTLLQLF antigene
ATNQNPGYL antigene
NDAQKPGTD antigene

4. construction de vaccin

Pour la construction d'un vaccin avec une immunogénicité réduite, les linkers AAY et
GPGPG ont été intégrés pour la stabilité et le renforcement du vaccin. Le linker EAAAK
a également été inséré pour réduire son interaction avec d'autres régions et permettre une
séparation plus efficace, aussi l'adjuvant sélectionné est le composant le plus important
d'un vaccin multi-épitopes qui induit une forte réponse immunitaire dans le corps de

I'hbte. Le résultat est le suivant :
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MAENSNIDDIKAPLLAALGAADLALATVNELITNLRERAEETRTDTRSRVEESRARLTKLQED
LPEQLTELREKFTAEELRKAAEGYLEAATSRYNELVERGEAALERLRSQQSFEEVSARAEGYV
DQAVELTQEALGTVASQTRAVGERAAKLVGIELPKKAAPAKKAAPAKKAAPAKKAAAKKA
PAKKAAAKKVTOQKEAAAKGNGNDAQKPGTGPGPGNVKVASGSSLDAAITQDSANPNGPGP
GASGNKTGDSTQWLASATSFSILPSVGPGPGDFQSDDNFQVNGPGPGDISGYGTPKDPKRSNL
YGPGPGAADLNVGSSSAKPQGPGPGPVITRNPSPALQVSPVPGTPDSDATGPGPGDEGGNPIPD
SGAAYTTFPVTINNKAAYETNTIRGASAFAAYYTASITVIAAAYAAYEAPDTDIGPDLSNYAA
YGSSSAKPONNFLAAYGSSSAKPONNAAYSRFAQATNKLAAYLHATFQGDFQSDDAAYLHA
TFQGDFQSDDNAAYQGDFQSDDNFQVNPAAYKMY YEITPASATTPAAYPNVYTASITVIAAA
AAYLTPQDPRSDAAYPDSDATLVTAAYASGNKTGDSAAYPTPNPKNQIAAYSKTTLLQLFAA
YATNQNPGYLAAYNDAQKPGTD

5. Prédiction de la structure 3D

Apres la construction de vaccin, la structure 3D a été obtenue en insérant la séquence au
format Fasta dans Phyre2. Résultat est le suivant (Figurelb).

La correction des erreurs de la structure a été réalisée par I’insertion de la structure 3D obtenu

par Phyre2 dans GalaxyWeb qu’on a sélectionné le meilleur modéle. Le résultat est le suivant
(Figurels6).

Figurel5 : La structure 3D de vaccin  figurel6 : La structure 3D aprés la correction

Nous avons validé la qualité de la structure 3D du vaccin en utilisant PROCHECK, effectué
via le site SAVES. Le raffinement de la structure 3D a révélé des caractéristiques appropriées
selon les résultats du diagramme de Ramachandran, indiquant que 100 % des résidus se
trouvent dans les régions favorisées. Le résultat de la validation est présenté ci-dessous
(Figure 17).
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6. Docking moléculaire

Figurel? : Test Ramachandran plot

Le resultat de complexe TLR4 et la structure 3D de vaccin est obtenue par ClusPro est le

suivant (Figurel8).

TLR4 joue un réle clé dans le processus de docking moléculaire en influengant l'interaction

entre les ligands et les récepteurs. Cette interaction peut moduler la réponse immunitaire,

particulierement dans le contexte des infections bactériennes intracellulaires, ou TLR4 est

essentiel pour la reconnaissance des pathogeénes et l'activation des réponses immunitaires

appropriées.

Dans notre étude le vaccin multi épitope avait une affinité de liaison élevée avec le récepteur

immunitaire TLR4, assurant son effet immunoprotecteur.
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Figurel8 : Resultat de docking moléculaire.
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Conclusion

Conclusion

La vaccination est une meéthode simple, slre et efficace pour se protéger contre des
maladies graves telles que la brucellose, causée par les bactéries intestinales du genre
Brucella. Cependant, des essais biologiques in vitro et in vivo sont nécessaires pour
développer des vaccins efficaces contre les infections provoquées par la bactérie Brucella.
Nos efforts ont abouti a la création d'un vaccin in silico, basé sur les liens entre les épitopes
BCL, HTL et CTL.

Cette avancée ouvre la porte a de nouveaux vaccins, avec un potentiel d'efficacité élevé et
en cours de développement. La conception et la production de vaccins sont les mesures les
plus efficaces pour prévenir la brucellose. Les formulations vaccinales a base de protéines
offrent une sécurité supérieure, des colts de production réduits et une plus grande couverture
par rapport aux autres types de vaccins contre Brucella, tels que les vaccins inactivés et
vivants. Les progreés réalisés avec les vaccins in silico complétent ces avancées, offrant de

nouvelles solutions vaccinales plus efficaces et accessibles contre la brucellose.
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