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Introduction générale

L’inflammation est une réaction normale de 1’organisme en réponse a un traumatisme
biologique, physique ou chimique entrainant une altération de certaines cellules. Cette réaction

se manifeste cliniquement par une rougeur, un cedéme et une douleur.

Les AINS regroupent les molécules inhibant la synthése des prostanoides par une
inhibition plus ou moins sélective de 1’activité des cyclooxygénases. Il existe dans 1’organisme

de types d’enzymes cyclooxygénases : COX-1 et COX-2.

La COX-2 est a I’origine de la synthése de nombreux médiateurs de I’inflammation et son

inhibition est donc intéressante pour bloquer le processus inflammatoire. [1]

Les interactions entre molécules sont a la base de la plupart des mécanismes biologiques.

Les détails de ces interactions, au niveau moléculaire, sont donc d'un tres grand intérét et
peuvent étre étudiés par cristallographie aux rayons X ou résonance magnétique nucléaire
(RMN). Malheureusement, ces techniques ne permettent pas de détailler la totalité de ces
interactions étant donné le nombre incalculable de molécules différentes au sein d'une seule
cellule.

Le docking moléculaire in silico vise a prédire la structure d'un complexe moléculaire a
partir des molécules isolées, ce qui est considérablement plus facile a mettre en ceuvre, moins
cher et plus rapide que l'utilisation d'une des méthodes expérimentales mentionnées ci-dessus.
Les logiciels de docking sont donc des outils trés utiles en biologie, pharmacie et médecine, car
la plupart des principes actifs sont des petites molécules (ligand) qui interagissent avec une cible
biologique d'intérét thérapeutique, généralement protéique (récepteur), afin d'influencer le

mécanisme dans lequel cette protéine est impliquée. [2]

L’avantage majeur de ces méthodes est d’aider a la prédiction des molécules en un temps
Limité et surtout parfois sans avoir a synthétiser les composés (lorsque ceux-ci proviennent des
chimiothéques commerciales). Le criblage virtuel s’apparente a une succession de techniques
dont le point de départ est le filtrage des chimiothéques a cribler. Souvent, la sélection des
composés suit des regles spécifiques aux médicaments déja connus et mis sur le marché (regles
«drug-like»). Par exemple, la régle de Lipinski ou encore «régle des 5» peut étre utilisée pour la
sélection de compose « drug-like ».

Des adaptations peuvent étre faites afin de rendre la «régle des 5» plus stricte. C’est la
notion de «lead-like». [3]

Les composés respectant les critéres «lead-like» ne sont pas pour autant certains de devenir
des medicaments. En effet, beaucoup de molécules actives sont abandonnées du fait qu’elles

possédent une pharmacocinétique en dehors des normes.
2



Introduction générale
Afin d’évaluer le métabolisme d’une molécule, des méthodes de prédiction in silico basées
sur la modélisation des cytochromes P450 ont vu le jour. De maniere plus générale, ’ADME-
Tox (Absorption, Distribution, Métabolisation, Elimination - Toxicité) des médicaments est un

facteur a prendre en compte dans I’optimisation de candidats prometteurs [4]

Dans ce contexte que se situe notre travail qui a pour objectif de déterminer I’interaction de
COX-2, enzyme impliquée dans I’inflammation avec une séric des dérivés de pyrazole afin
d’¢établir une relation entre ces molécules et leur éventuel pouvoir inhibiteur sur la
cyclooxygénase-2.

Le présent mémoire comporte trois parties :

Le premier chapitre est présenté sous forme d’une revue bibliographique consacrée le
noyau pyrazole leur structure, leur classification et leurs propriétés
biologiques.et la description de cyclooxygénase (COX-2). Il sera question de la régulation, réle,
localisation tissulaire.

La deuxiéme partie. Nous nous intéressons a I’apport de la modélisation moléculaire dans
I’étude des interactions protéine ligand et nous consacrerons a la présentation du divers aspect du
Docking moléculaire.

Nous présentons, dans le troisieme chapitre, les différents matériels et méthodes utilisés

dans cette étude. Enfin nous exposons I’essentiel de nos résultats et une discussion.
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| .1. Introduction :

Pyrazole réfere a la classe des composés organiques a cycle aromatique simple,
caractérisés par une structure d’un cycle a 5-membre dont trois atomes de carbone et deux
atomes d’azote dans des positions adjacentes. Vue leur composition et ayant des effets
pharmacologiques sur I’étre humain, ils sont classés comme des alcaloides, méme qu’ils sont
rares dans la nature. En 1959, le premier pyrazole, 1-pyrazolyl-alanine, a été isolé a partir des

grains du watermelons [5]
| .2. Le noyau pyrazole :

Le noyau pyrazole ou 1,2-diazole et un isomére structural de I’imidazole [6].

Le nom pyrazole provient du noyau pyrrole auquel on a ajouté un atome d’azote (azole)

(Figure. 1. 1.).

Les deux atomes d’azote possédent des propriétés différentes ; 1’un se comportant comme
celui de la pyridine peut subir une protonation en milieux acide ou de réaction avec des
¢lectrophiles, le deuxieme atome d’azote posseéde la propriété de 1’azote du pyrrole, le doublet
participant au systeme conjugué du cycle. En nomenclature systématique, les pyrazole
appartiennent a la famille de 1,2-diazole. Le pyrazole est un hétérocycle aromatique plan n-
exédentaire. Les réactions de substitutions électrophiles se font préférentiellement en position 4

et les attaques en position 3 et 5.

H
N\
°\ 7/

4 3

N o

Figure. 1. 1. Structure moléculaire du pyrazole.

Les pyrazoles diversement substitués par des groupements aromatiques et
hétéroaromatiques  possédent des nombreuses activités biologiques, ce qui les rend

particulierement intéressants. Les différentes vois d’accés au noyau pyrazole ont subi de



nombreuses modification depuis les premieres synthéses décrites par Knorr, Pechmann et
Huisgen [7, 8,9]

I .3. Synthése des pyrazoles :

Le cycle pyrazole constitue une structure de base dans un grand nombre d’agents
pharmaceutiques ayant des propriétés anti-inflammatoires et anti -microbiennes. Le Viagra [10]

est I’un des exemples le plus connu (Figure. I. 2).

M/ 9
-N  N-S

Figure. I. 2. Le Viagra

Plusieurs méthodes de synthése sont connues [11]. Dans cette étude nous exposons
quelques procédés.

| .3.1. Synthése de pyrazoles a partir d’époxydes :

LeBlanc et coll. [12], ont synthétisé des pyrazoles a partir d’intermédiaires époxydes
obtenus par traitement des chalcones avec I’eau oxygénée dans le méthanol a température
ambiante. Ainsi, la réaction des époxydes obtenus avec 1’hydrazine hydratée en présence de

I’acide p-toluensulfonique au reflux du xyléne conduit aux pyrazoles.
(Figure. 1. 3)
I .3.2. Syntheése des pyrazoles par la méthode monotope :

La méthode monotope a été trés utilisée en synthese organique durant cette derniére
décennie [13]. Natarajan et coll. [14] ont synthétisé des pyrazoles a partir de 1,3-dicétones qui
sont préparées in situ par adition d’un organolithuim avec un chlorure d’acide (Figure. 1. 3).
Ainsi des pyrazoles sont obtenus avec un bon rendement par addition d’hydrazines diversement

substituées.
I .3.3. Synthése des nouveaux 1, 3 ,5-triazine-pyrazoles :

Mikhailichenko et coll. [15] ont étudié la réaction du methylene dicarbonyle avec 4,6-
disubstitué -2-hydrazinyl-al, 3 ,5-triazine 08, obtenu par réaction de 1’hydrazine sur les
composés Q09(Figure. 1. 3), afin d'obtenir des systemes aromatiques bihétérocycliques

6



potentiellement actifs. Les conditions de réaction ont été étudiées et optimisées. Ainsi, une série

de 4,6-disubstitué 2-(1H-pyrazolyl) - 1, 3,5-triazines a été obtenue avec de bons rendements.
I .3.4. Syntheése des dérivés pyrazoliques a partir du
Trifliorométhylénaminone avec les hydrazines monosubstituées :

En principe, la réaction d’hétérocyclisation entre 1’énaminone et les hydrazines
monosubstituées se fait selon la réaction addition / élimination de Michaél sur le carbone B de
I’énaminocétone, suivie d’une réaction de cyclodéshydratation qui donne un mélange de

pyrazole. (Figure. 1.3)
Aline Touzot et Coll [16], ont étudié cette réaction, ils ont conclu que le

Trifluorométhylénaminone est une énaminocétone efficace pour la synthése des pyrazoles
fluorés. La réaction est plus régioséléctive avec la phénylhydrazine qu’avec la méthylhydrazine.

(Figure. 1. 3)
I .3.5. Réaction non conventionnelle :
I .3.5.1. Cycloadition de la sydnone avec les alcynes sous irradiation micro-ondes:

Foster et coll [17], ont étudié la synthése des pyrazoles azines substituées, par la stratégie
de cycloaddition de sydnone 18 avec des alcynes terminaux sous activation micro-ondes a
200°C (Figure. 1. 3). Les pyrazoles sont obtenus avec de bons rendements et la réaction s’aveére

peu régioséléctive. Les mémes résultats sont observés par chauffage classique.
I .3.6. Synthése des pyrazoles a partir de diazocomposés :

La réaction des diazocomposés sur des alcynes, constitue une voie directe d’obtention des
pyrazoles par réaction de cycloaddition 1, 3-dipolaire [18]. Au laboratoire, [19] la synthése des
pyrazoles a partir d’acétylénedicarboxylate de diméthyle (ACDM) et le diazoacétate d’éthyle
sous activation micro-ondes et en présence d’argile échangée au cuivre a été réalisée.
Supurgibekov et Coll [20], ont étudié la 1,5-eléctrocyclisation de vinyl diazocomposes 27 pour
former des pyrazoles (Figure. 1. 9). Il faut signaler que si des fonctions (CO 2Alk, CN2) sont
dans la position Cis par rapport a la double liaison dans le composé diazocarbonylé, la réaction
ne conduit pas a une 1,5-éléctrocyclisation mais conduit au pyridazine 37 selon la réaction de
straudinger-diaza—wittig. (Figure. 1. 3)

I .3.7. Synthese de formylpyrazoles :
Plusieurs methodes de synthése sont décrites dans la littérature pour la préparation des

pyrazoles. Parmi ces travaux, on cite celui de Kira et al. Qui ont reporté la réaction de vilsemier-

haack sur 1’acetophenone/acetonehydrazones 30 qui a conduit aux formylpyrazoles
7



correspondants 32 (Figure. I. 3) [21]
I .3.8. Synthese de carboxaldehyde pyrazole :

La réaction de 1’acétophénone azine 33 avec deux moles de POCI3-DMF a donné (Figure.
I. 3), via le sel de perchlorate 34, le carboxaldehyde pyrazole 35 avec un rendement quantitatif
[22]
1 .3.9. Syntheése de pyrazoles substitués :

Une série des dérivatives de C-ethoxycarbonyl et C-acetyl d’hydrazidoyl halogenés 36 ont

été mis en réaction (Figure. 1. 3), avec le carbanion des composés a méthyléne active pour

donner des pyrazoles substitués 37 et 38 avec de bons rendements [23].
1 .3.10. Synthése de dérivés de pyrazoles :

La synthese des quelques nouveaux pyrazoles 42 a partir de 4’-aminochromones 39 ont été

reporté par Mazumdar et al (Figure. 1.3). [24].

Ram et al. Ont reporté la synthése et I’activité antimalariale des quelques nouveaux

pyrazoles 44 (Figure. I. 3) en condensant benzylmalononitrile avec de I’hydrazine hydraté [25].

La reaction des acétophénones substitués avec des 5-methyl-1,3 ,4-thiadiazol-2-
ylthio/tetrazol-1-ylacetic acides hydrazides 45 a donné les hydrazones correspondants 46
(Figure. 1. 3). Le traitement de ces derniers avec le DMF/POCI3 sous irradiation micro-ondes

(MWI) a conduit aux pyrazoles correspondants 47 [26].
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Figure. I. 3. Synthése des dérivés de pyrazoles (suivant)
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Figure. 1. 3. Synthése des dérivés de pyrazoles

I .4. Intéréts biologiques des pyrazoles:

Les dérivés de pyrazole ont un large éventail des activités biologiques en tant qu’anti
inflammatoire [27], antidépresseur[28], contre le rhumatisme articulaire[29], antibactérienne[30],
anticonvulsant [31] et leur utilisation comme herbicides[32], fongicides[33], pesticides[34], in

secticides [28]et colorants. [35]

Les pyrazoles se trouvent dans la structure de plusieurs molécules biologiquement
actives comme I'Allopurinol qui est utilisé dans le traitement de maladies liées aux
articulations comme la goutte, I'Allopurinol inhibe I'enzyme Xanthine oxydase (XO) qui
transforme I'Hypo xanthine et la Xanthine en acide urique (Figure. 1.5), il posséde également une

activité anticancéreuse et antibactérienne. [36]

Les pyrazolynones et pyrazilidine-3,5-diones sont des dérivés largement utilisés dans

le domaine pharmaceutique. La Phénazone, par exemple, est un antipyrétique utilisé dans le
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traitement de rhumatismes et contre la fiévre, alors que la Phénylbutazone est un agent

antiphlogistique utilisée contre les maladies inflammatoires. [27]

Parmi les inhibiteurs COX-2 déja lancés sur le marché le Celecoxib (Figure. 1.5) occupe

une position unique en tant qu'agent anti-inflammatoire efficace. [37]

D'une autre part, beaucoup d'attention a été focalisée vers les pyrazoles comme
anti microbiennes [38], [39], agents antivirale [40] et anticancéreux [41], aprés la découverte de
Pyrazofurin (Figure. 1. 5). Cet antibiotique qui posséde une activité antimicrobienne et

antivirale en plus d'étre actif contre plusieurs variétés de cellule tumorale. [42]

Le composé ci-dessous a montré une activité antifongique significative in vitro, contre C.
albicans et C. neoformans. Ainsi qu’une activité antibactérienne marquée contre K. pneumoniae

et Eschirichia coli. Plusieurs recherches sont entretenues sur ce produit et tous ses dérivés. [43]

Le Fipronil (Figure. I. 5) est un insecticide trés actif [44], qui vise le récepteur de I'acide
aminobutyrique (GABA), il est employé comme pesticide sur des parasites d'une grande variété
de récolte vivriére [45]. Dans des applications non agricoles, le Fipronil est employé pour
controler les parasites vétérinaires [46]. Des inquiétudes pour des effets secondaires du Fipronil

sur la santé publique ont été soulevées en raison d’éventail utilisations de ce pesticide.

Plusieurs nouveaux dérivés de la pyrazolo [3,4-d] pyridazine ont été préparés, ces
composés ont été examinés pour leurs activités antimicrobiennes contre les bactéries et les
mycetes a gram négatif et a gram positif. Les composes 48et 49 (Figure. 1. 4) ont montré une
activité sélective et efficace contre deux bactéries gram positif (cierge atcc 7064 de B., et s.doré
Atcc 6538), et une bactérie a gram négatif (putida atcc 12633 de P.) [47].

O 48: R1 = C6H3CI2 (2, 5); R2 = Pyr.
R
I‘N Nt{ 49: R1 = C6H2CI3 (2, 4, 6); R2 = CH3.
| N—R,
N -
Ph Ph

Figure. I. 4. Pyrazolo [3, 4-d] pyridazine.

A la recherche des inhibiteurs pour le CDK (cyclin-dependent kinase) et GSK-3
(glycogéne synthese kinase-3), de nouveaux pyrazolo [3,4-b] quinoxalines ont été identifiés

comme inhibiteurs secondaires micro-molaires de CDK/cyclinB. Une étude préliminaire du
12



rapport structure-activité a montré leurs activités antiproliférative, spécialement pour le composé

3-amino-pyrazolo [3,4-b] quinoxaline (Figure. I. 5) qui a été testé contre les kinases CDK5/p25
et GSK-3 du cerveau. [48]
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Figure. I. 5. La structure de plusieurs molécules biologiquement actives.
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I .5. La Cyclooxygenas-2 (COX-2) :

| .5.1. Définition :

Elle a été découverte en 1991. La COX-2 humaine est composee de 581 acides aminés (74
Kilo daltons) dont la séquence est homologue a 60% environ a celle de la COX-1. Codée par un
géne qui se situe sur le chromosome 1, la COX-2 est une enzyme principalement inductible
(Figure. 1. 6). Cependant, elle est constitutivement exprimée dans certains tissus tels que le

cerveau et le rein [49]

Figure. 1. 6. Structure de Cyclooxygénase-2. [50]

Tableau | .1 : Les propriétés de Cyclooxygénase-2 [51]

COX-2
Similitude Seulement 60% d’homologie dans la séquence d’acides aminés
structurelle ( COX-2 sont codees par des genes différents).

Formation induite lors d’inflammation (synthése
Régulation multipliée par 10 & 80 en cas de simulation appropriée :
inflammation, hormones)
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Présente physiologiquement dans la prostate, 1’utérus, les

Localisation _
) ) testicules et les poumons.
tissulaire ] ) o )
Présente dans tous les tissus apres induction
) Activée par une inflammation qu’elle aggrave par la production de
Fonction de ] ) ) L ) ]
prostaglandines proinflammatoires. Toutefois, réle physiologique
P’enzyme . . _ o
non négligeable pour le maintien de diverses fonctions vitales.
Nom du géne PTGS2

Localisation du
. Chr.1 (1931.1)
gene

Poids moléculaire 72kDa

Nombre d’acide
., 604
amine

1.5.2 Legeéne:

Le géne de la cyclooxygénase 2 est situé sur le chromosome 1 (1g31.1) (Figure. 1. 7), et se
compose de 10 exons et de 9 introns [52]. Ce gene est inductible, avec un promoteur contenant
une zone TATA et des zones de fixation pour des régulateurs transcriptionnels comme le NF-

KB, le NF-IL-6 et la protéine de liaison pour la réponse a I'AMP cyclique. [53]

Chr 1
M o M
oo noN O M o N®O «0ON D MHON N O N N
Y ST ON « o N 000 0 N " OFT DD NN o NN O
m oM MM O (4 [y] NN N d o NN NN NONO OO0 ¢ 9T ¥ O
22 Q282 & Q 22 QR0 g & v o0 OO OODT U COOUDUO

Figure. I. 7. Localisation du géne de la cyclooxygénase-2 (PTGS2) sur le brin long du
chromosome 1 a partir de la premiére bande de la troisiéme région q31.1 [54]

| .5.3. Structure :

La COX-2 (Figure. 1.8.) a une masse de 72 kDa environ et I’ARN messager fait 4,5 kb
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Figure. 1.8. Structure de Cyclooxygénase-2 [55]

Apres la traduction de ce dernier, I’enzyme se retrouve dans la membrane du réticulum
endoplasmique et dans les feuillets internes et externes de 1’enveloppe nucléaire des monocytes,
des cellules endothéliales et des fibroblastes. Cependant, COX-2 préfére se localiser dans

I’enveloppe nucléaire ou son activité est plus importante [56]

La structure tertiaire peut étre divisée en trois parties distinctes :

o les résidus 34 a 72 forment un domaine compact contenant trois ponts disulfures internes. Ce
domaine est lié a la partie principale de I’enzyme par un autre pont disulfure. Sa conformation
est trés proche de celle de ’EGF (Epidermal Growth Factor).

e les résidus 73 a 116 correspondent a une spirale d’hélices a : A, B, C et D. Ces hélices
amphiphiles forment le motif de liaison de I’enzyme a la membrane cellulaire.

e [’hélice D du motif de liaison fait la transition avec la troisiéme partie de I’enzyme. Il s’agit
du domaine catalytique représenté par les résidus 117 a 587. Ce domaine catalytique est une
structure globulaire contenant les sites actifs de cyclooxygénation et de péroxydation qui sont
bien distincts spatialement. [57 ,58]

I .5.4. Site actif de la COX-2 (Figure. 1. 9) :
Cette isoforme posséde deux particularités :

» une particularité géométrique : La COX-2 est caractérisée par une taille plus grande de son
site récepteur (+ 20%, par rapport a COX-1) car l'isoleucine 523 de COX-1 a été remplacée par
une valine chez COX-2. Le raccourcissement de la chaine latérale d'un seul atome de carbone
suffit pour supprimer la zone d'étranglement : cela permet alors I'accés a une poche qui agrandit
le volume du récepteur.

» une particularité électronique : La poche latérale du récepteur contient une arginine
(Arg513), caractéristique de la COX-2. Ce résidu, ionisé au pH physiologique, fait apparaitre une
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charge positive supplémentaire : ce site cationique est fondamental dans le mode d'action des
inhibiteurs sélectifs de COX-2.

™~
HN -
rNg 513 ]
530
HN —— ki
\—l Arg 120 J
% K : Poche latérale hydrophile
\\ AA : acide arachidonique )

Figure. 1. 9. Site actif de la COX-2 [59]

I .5.5. Réle de la Cyclooxygénase-2 :

La COX catalyse I’étape initiale du métabolisme d’un acide gras, 1’acide arachidonique. Ce

dernier est un acide gras polyinsaturé essentiel, qui n’est pas ou peu présent a 1’état libre dans le
cytoplasme des cellules animales et se trouve en permanence transféré entre les différents
compartiments cellulaires et lipides membranaires [60].
L’acide arachidonique est libéré sous 1’action de la Phospholipase A2 (PLA2). Il permet, sous
I’action de la COX, la formation de la prostaglandine (PG) G2 puis de la PGH2. Cette derniere
est, par la suite, métabolisée par I’intervention de différentes enzymes en PGD2, PGE2, PGI2,
PGF2a et également en thromboxane A2 (TXA2) [61]. Ces substances, également appelées
prostanoides, sont des médiateurs lipidiques impliqués dans de nombreux phénoménes
physiologiques et physiopathologiques [62].

La COX-2 est faiblement détectée sous ces conditions, mais elle est rapidement induite en
réponse a de nombreux stimuli et favorise la production de prostanoides inflammatoires [63]

La surexpression de la COX-2 joue un réle principale dans la promotion tumorale en
induisant la prolifération des cellules tumorales, en réduisant la mort cellulaire programmeée et en
diminuant I’efficacité des thérapies anti-cancéreuses (chimiothérapie, radiothérapie, thérapie
photodynamique). (Tableau I .2) [64]
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Inductible
Réponse a une reaction
inflammatoire
Activée par des stimuli comme
les cytokines par exemple.
Présente dans les
chondrocytes, les cellules
synoviales, les monocytes, les
macrophages et les
polynucléaires

Tableau | .2 : Réle La Cyclooxygénase-2. [65]

|1 .5.6. Mécanismes P’activité de COX-2 :

La prostaglandine endoperoxyde H synthétase (PGHS) est souvent nommée
cyclooxygénase de par sa premiére fonction catalytique. La COX est une enzyme bifonctionnelle
contenant un groupe heme qui catalyse les deux premiéeres étapes engagées dans la voie menant a
la formation des prostaglandines (PGs) et du thromboxane TXA2 a partir de 1’acide
arachidonique (AA), a savoir la cyclooxygénation et la peroxydation. D une part, la catalyse
ajoute et cyclise deux molécules d’oxygéne sur [’acide arachidonique pour former
I’hydroperoxyde cyclique PGG2: c’est I’activité cyclooxygénase. D’autre part, elle réduit PGG2
en PGH2, c’est I’activité peroxydase. (Figure. I. 10)

Le mécanisme de conversion de I’AA en prostaglandine G2 (PGG2) a longtemps été
I’objet d’¢étude des chimistes et des biochimistes (Figure. 1. 11). Lors de ce processus, pas moins
de quatre nouvelles liaisons carbone-carbone sont formées et cing centres chiraux sont introduits
dans I’AA achiral. Ces cinq dernieres années furent le théatre d’avancées importantes dans la
compréhension détaillée des réactions catalytiques des COXs, c¢’est-a-dire dans 1’identification
des intermédiaires de réaction et des éléments responsables de la stéréosélectivité observée. Il fut
déduit qu’en dépit de leur co-dépendance envers 1’héme, il est possible de distinguer les activités

cyclooxygénase et peroxydase en tant que sites indépendants mais interactifs [66]
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Figure. 1. 10. Mécanisme de I’activité COX. [67]
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Figure. 1. 11. Mécanismes possibles impliquant COX2 dans le développement tumoral. [68]

I .5.7. Fonction de la cyclooxygénase:

L’acide arachidonique est un acide gras endogene provenant de la dégradation des
phospholipides via la phospholipase A2. La prostaglandine endoperoxide synthase (PGHS ou
encore COX) est une enzyme bifonctionnelle capable de convertir des acides gras tels que
I’acide arachidonique en prostaglandine G2 (PGG2) par voie de dioxygénation. Un site de
péroxydation transforme la PGG2 en PGH2, précurseur de séries de prostaglandines participant,
a dose normale, a la protection du tissu gastro-intestinal. Elle produit également des
prostacyclines, inhibiteur des fonctions plaquettaires ainsi que des thromboxanes. Tout ceci
participe, a dose élevée, au phénomene inflammatoire (Figure. 1. 12)
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Figure. 1. 12. Cascade de I’acide arachidonique.

La présence élevée de I'isoforme COX-2 est synonyme d’inflammation dans le tissu
concerné. Son expression est généralement induite par des lipopolysaccharides ainsi que des
cytokines pro-inflammatoires (interleukines, interférony). Des études ont également montré
I’existence d’un troisiéme isoforme, la COX-3. Cependant, celle-ci ne semble pas étre capable de

produire de prostaglandines ayant une activité dans les tissus humains.

Tous ces études mettent en avant que ’inhibition de la cyclooxygénase de type 2 réduit de
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maniére significative la production de prostaglandine dans les tissus et par voie de conséquence
exerce une action anti-inflammatoire. Des travaux ont montré la présence élevée de COX-2 dans
les muscles lisses des vaisseaux sanguins. L’activité COX-2 dans ces vaisseaux peut rectifier la
diminution de production de prostaglandine PGI2 observée lorsque 1’endothélium vasculaire est

endommagé. Localement, cette perte de PGI2 augmente 1’adhésion plaquettaire. [69]
1 .5.8. La COX-2 et 'inflammation :

L’inflammation est définie comme I’ « ensemble des modifications vasculaires, tissulaires
et produites chez les étres pluricellulaires par toute atteinte a leur intégrité tissulaire ». Elle
constitue le mode de réponse le plus fréquent de I’organisme face a une irritation d’origine
variable : infection, traumatisme mécanique ou chimique, trouble métabolique, brdlure,
irradiation [70].

Des stimuli pro-inflammatoires peuvent induire la COX-2 [71]. De ce fait, la réaction
inflammatoire est associée a une élévation du taux de PGS résultant de la surexpression de la De

plus, la PGE2 est le métabolite majoritairement détecté dans les processus inflammatoires [72].

La COX-2 représente ainsi une cible moléculaire de choix pour le traitement de

I’inflammation.
Les anti-inflammatoires sont classés en deux catégories:

Les anti-inflammatoires stéroidiens : (AIS) ou les glucocorticoides constituent une vaste
famille de substances dérivées du cortisol qui agissent a différents niveaux de la réaction. Parmi
les anti-inflammatoires stéroidiens les plus puissants, on cite les glucocorticoides, les corticoides

naturels (cortisol) et les corticoides de synthése.

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) forment un groupe hétérogéne de
substances qui agissent sur les produits de la réaction inflammatoire quelle que soit son

origine.
I .5.9. Les inhibiteurs spécifiques de la cyclooxygénase-2 :

Les inhibiteurs de COX-2 peuvent étre séparés en trois catégories (Figure. I. 13). Il y a tout
d’abord les anti-inflammatoires non stéroidiens classiques (en vert) qui sont capables d’inhiber
I’activité de COX-1 et de COX-2. Puis, il y a les inhibiteurs spécifiques de COX-2, qui
n’inhibent que ’activité de COX-2 (en bleu). Enfin, il y a le nimésulide et le méloxicam qui sont
souvent désignés comme inhibiteurs préférentiels de COX-2 (en gris) en raison de leur capacité a
inhiber COX-1 mais que pour les plus fortes posologies recommandeées [73].
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Figure. 1. 13. Classification des inhibiteurs spécifiques de la cyclooxygénase.
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Chapitre Il : LES METHODES DE MODELISATION DES
INTERACTIONS PROTEINE-LIGAND.

Il .1. Méthodes de modélisation moléculaire :

I1.1.1. Introduction :

La modélisation moléculaire est le terme générique regroupant les méthodes qui
permettent de simuler le comportement d’un systéeme de particules, elle exploite des lois de la
chimie, de la physique et de la biologie dans des programmes informatiques spécifiques afin de
calculer structures et propriétés d'entités chimiques et biochimiques (protéines, acides
nucleiques, complexes moléculaires, solides, cristaux etc.) [74]. La modélisation moléculaire a
pour but de prévoir la structure et la réactivité des molécules ou des systemes de molécules. [75]

La modélisation moléculaire met en jeu des méthodes de calcul théorique dont les
principales font appel a la mécanique moléculaire, la dynamique moléculaire et a la mécanique
quantique afin de déterminer la géométrie des atomes d’une molécule ainsi que ses propriétés
physicochimiques [76,77].

L’interprétation est facilitée par de nombreux outils de représentation graphique et permet
ainsi d’analyser les résultats sous un jour différent de celui de la voie expérimentale, qui demeure
néanmoins complémentaire. Ainsi, la modélisation moléculaire trouve de nos jours en effet, les
structures tridimensionnelles de ces biomolécules sont le point de départ pour des simulations
visant a comprendre leurs interactions, entre elles ou avec des petites molécules, ce qui est a la
base d’un grand nombre de phénomeénes chimiques, biologiques et biochimiques [78]. Ainsi, la
modélisation moléculaire trouve de nos jours d’importantes applications, parmi lesquelles trois
exemples classiques sont :

v L’Etude des propriétés des matériaux : & partir de simulations moléculaires, un lien peut étre
établi entre les résultats de calculs menés a 1’échelle microscopique (sur un échantillon
représentatif d’atomes en interaction) et des propriétés mesurables a 1’échelle macroscopique
(sur les systémes mateériels réels que 1’on souhaite maitriser). Ainsi, peuvent étre étudiées les
propriétés mécaniques des polymeres, les propriétés électroniques de solides cristallins ou
encore les propriétés thermodynamiques et spectroscopiques d’une large gamme de composés
d’intérét scientifique et technologique [79].

v Le développement de nouveaux médicaments: le mécanisme d’action des nombreux
médicaments consiste a agir comme inhibiteur (ligand) d’une enzyme (récepteur) impliquée
dans le développement de la maladie, que ce soit une protéine d’un microorganisme
pathogéne ou d'un organisme humain. L’élucidation de la structure tridimensionnelle de

protéines impliquées dans plusieurs pathologies a permis, via des simulations informatiques,
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la découverte d’inhibiteurs puissants pour ces protéines, en réduisant considérablement le
nombre d’essais de screening nécessaires pour aboutir a un nouveau médicament [80].

v' La rationalisation de I’ingénierie enzymatique : le fondement est le méme que celui du
développement de médicaments : en permettant d’étudier les interactions entre les substrats
(ligand) et les enzymes (récepteurs), la modélisation moléculaire apporte une meilleure
compréhension de la sélectivité enzymatique, au niveau moléculaire. Ceci peut rendre
possible, par la suite, le développement d’approches prédictives pour la sélectivité des
enzymes natives vis-a-vis d’un substrat ou d’une classe de substrats donnée [81,82], ou
encore, d’identifier des acides aminés dont la mutation ponctuelle permettrait de modifier la
sélectivité ou la spécificité enzymatiques [83,84].

I1.1.2. La mécanique moléculaire:

I1.1.2.1. Principes théoriques:

Les méthodes de mécanique moléculaire (MM) utilisent les lois de la physique
classique pour la prédiction des structures et de leurs propriétés, comme 1’énergie. Au méme titre
que les méthodes de mécanique quantique est un outil puissant utilisé pour mieux comprendre les
petits systémes moléculaires et pour répondre a certaines questions concernant la structure
électronique de molécules. D’autre part, la mécanique moléculaire décrive les molécules en
fonction de leurs noyaux et non pas de leurs électrons, elle définit une fonction purement
empirique prenant pour variable, les positions des noyaux et impliquant de maniére implicite la
présence des électrons.

La mécanique moléculaire (Figure. Il. 1) considére une molécule comme une série de
masses (les atomes) reliés entre eux par des ressorts (liaisons chimiques). En fonction des
interactions entre les masses, des déformations structurelles peuvent avoir lieu. Plus
particuliérement, pour 1’ensemble des méthodes, la fonction d’énergie est généralement décrite
en termes internes relies directement aux liaisons covalentes des atomes (interactions liantes) et
en termes externes traduisant les interactions entre atomes non lies de maniere covalente

(interactions non liantes) [85]
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Figure. Il. 1 : Mécanique moléculaire.
11.1.2.2. Modélisation par champs de force :
Dans I’expression fonctionnelle des champs de forces classiques, 1’énergie potenticlle
totale du systeme (Etot) est exprimée comme étant la somme des contributions énergétiques des

termes liés et de celles des termes non liés [86] :

ETU tal— E:;t retch+Ebend+Elom+EVun der Wﬂﬂ]5+‘E eletm+ """

\ ~ AN ~ S

E E

atinmes=lics i s=rint=lics

On appelle champ de force le modéle mathématique représentant I'énergie potentielle d'une

molécule en mécanique moléculaire. Sous ce terme sont en fait regroupés deux éléments:
- d'une part I'expression des différentes fonctions contribuant au calcul énergétique.
- d'autre part les valeurs des différentes constantes paramétrant ces fonctions.

Ce potentiel empirique est constitué de deux parties représentant les interactions entre
atomes non liés (électrostatique et Lennard-Jones) et les interactions entre atomes liés
(représentation harmonique des déformations des liaisons, des angles de valence et des barrieres
énergeétiques des angles de torsion propres et impropres) [87].

Il existe de nombreux champs de force avec des versions successives et de nhombreuses

manieres de définir I'énergie potentielle. Parmi les champs de forces le plus connus, figurent :

27



Chapitre Il : LES METHODES DE MODELISATION DES
INTERACTIONS PROTEINE-LIGAND.

v MMFF (Merck Molecular Force Field),
CFF (Conformément Field Force)
v' CVFF (Consistent Valence Force Field), utilisés dans le traitement de petites

\

molécules organiques et de biomolécules.
v" GROMOS (Groningen molecular Simulation Program Package) [88]
AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement) [89]
v CHARMmM (Chemistry at Harvard using Molecular Mechanics) [90,91], spécialisés dans

\

le traitement de molécules biologiques, telles que les acides nucléiques et les protéines.
[92]

I1.1.3. Lessimulations de dynamique moléculaire :

I1.1.3.1. Principes théoriques :

La dynamique moléculaire est une approche de simulation qui prend encompte les
interactions entre atomes et molécules pendant une période de temps, a une certaine température,
permettant ainsi une évaluation des mouvements atomiques [93]. On se trouve alors en présence
d’un assemblage de masses, de ressorts et de vitesses et donc le probléeme peut étre résolu en

intégrant la seconde équation de mouvement de Newton.

— — d’r {.r.
F=ma =m 15 )
dt”

i

F, : Vecteur force agissant sur ["atome 1.
m, : Masse de I"atome 1.

a, : Vecteur accélération de I"atome 1.
E : La position de I’atome 1.

Les vitesses sont appliquées de facon aléatoire sur les atomes (sphéres) selon la
température choisie pour I’expérience. En utilisant la DM, on peut étudier la flexibilité ou la
rigidité des biomolécules, mesurer les interactions intermoléculaires entre la protéine et les
ligands ou d’autres biomolécules, calculer I’énergie libre ou bien étudier I’effet du solvant sur la
structure des biomolécules. Parmi les algorithmes intégrateurs les plus souvent implémentés dans

les logiciels se trouvent les algorithmes de Verlet et de Verlet-Leapfrog. [94]

28



Chapitre Il : LES METHODES DE MODELISATION DES
INTERACTIONS PROTEINE-LIGAND.

11.1.3.2. Calcul de dynamique moléculaire :
Une simulation de dynamique moléculaire se réalise genéralement en quatre étapes:
1. Une étape de minimisation de la structure initiale destinée a éliminer les contacts
stériques.
2. Une étape dite de thermalisation au cours de laquelle les vitesses des atomes sont
augmentées progressivement afin d’atteindre la température finale choisie.
3. Une étape d’équilibration pendant laquelle les vitesses ne sont plus modifiées. L’énergie
cinétique se répartit sur toute la molécule afin d’atteindre son état d’équilibre.
4. Enfin, pendant la derniére étape, appelée dynamique productive, les coordonnées et les
vitesses sont sauvegardées pour une analyse de la dynamique. [95]
Deux points importants doivent étre pris en compte :
La température d’une molécule ou agitation thermique correspond en réalit¢ a

I’énergie cinétique des atomes de la molécule puisque :

Efm.".qw = %Zm].rr.: = %.—\"K i

Ou:
1'|.: : Valeur de la moyenne carrée de la vitesse.
N : Nombre d’atomes du systéme.

K, : Constante de Boltzmann.

T : Température absolue.

I1.1.4. Minimisation d’énergie (optimisation de géométrie) :

Une simulation typique de mécanique moléculaire est la minimisation d’énergie, le but
étant de trouver une conformation de faible énergie d’une molécule ou d’un systéme moléculaire.
La fonction d’énergie potentielle E, posséde 3N variables (N = nombre d'atomes du systéme
étudié). C'est cette fonction objective E (ri) qu'il faut minimiser, ou ri = (xi, yi, zi) représente les
coordonnées de chaque atome i du systtme. Formellement, la minimisation de [I'énergie
potentielle d’un systéme moléculaire consiste donc a résoudre un probleme d'optimisation a
plusieurs variables indépendantes : a partir des coordonnées cartésiennes des atomes dans la

structure initiale (xi, yi, zi), on recherche un nouveau jeu de coordonnées optimisées (x*i, y*i,
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Z*i) qui réduit a son minimum 1’énergie du systéme, E(x*i, y*i, z*i). Pour cette raison, la
minimisation d’énergie est aussi appelée optimisation de géométrie, les deux phénomeénes étant
indissociables. Le principe consiste & prendre la dérivée premiére de I'énergie E par rapport a
chacun des degrés de liberté du systéme et a trouver I'endroit sur son hyper surface énergétique

ou, pour chaque coordonnée :

dE/dri =0

Les algorithmes numériques qui exécutent cette tache sont itératifs et ont, au moins, un
point en commun : on commence en un endroit donné de I'hypersurface et on descend vers le

minimum le plus proche, sans savoir si ce minimum est local ou absolu (Figure. 11.2).

|
W Conformation de départ

\;f\m\ /v\/ pw—

Energie potentielle

Direction (ou conformation)

Figure. 11.2. Représentation schématique du principe d’une minimisation d’énergie « statique» :

a partir d’un ensemble de coordonnées atomiques (conformation) de départ, I’algorithme
retrouve le minimum local de la fonction d’énergie le plus proche, ainsi que la nouvelle
conformation correspondant a ce minimum.

Les procédures sont de deux types :les unes utilisent uniquement la pente de la
surface (dérivée premiere), comme les algorithmes Steepest Descent (SD) et les Conjugate
Gradients (CG) ; les autres, utilisent a la fois cette pente et la courbure de la surface (les dérivées
premiére et seconde), comme 1’algorithme Adopte-basis Newton-Raphson (ABNR[95 ,96].11 est
important de noter que, étant donné le nombre important de variables de la fonction d’énergie
E(xi,yi,zi), celle-ci présente, généralement, plusieurs minima et maxima. Ces algorithmes de
minimisation ne permettent de trouver que le minimum local le plus proche de la configuration

de départ, sans affranchir les barriéres énergétiques.
Il .2. Technique basée sur la structure de la protéine :

Les protéines sont les molécules les plus complexes et les plus variées des étres vivants.
Un étre humain fabriquerait au total 100000 sortes différentes de protéines. Chaque cellule en

fabrique en moyenne 15000 sortes en que leurs fonctions sont incroyablement complexes et
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variées. Par exemple, certaines protéines, les enzymes, jouent le réle de catalyseurs de réactions
biochimiques, tandis que I’hémoglobine se charge du transport de I’oxygeéne dans le sang, ou que
I’actine et la myosine permettent la contraction musculaire et donc, le mouvement. En résumé,
on peut dire que les protéines régulent un grand nombre de processus biologiques et sont
indispensables au bon fonctionnement de tout organisme. [97]

Il .3. L’évolution des structures des protéines :

Trois méthodes expérimentales permettent aujourd’hui de déterminer la structure des
protéines : la résonance magnétique nucléaire (RMN), la microscopie électronique et la
cristallographie par rayons X. Cette derniére technique est responsable de la majorité des
structures issues d’une base de données de structures accessibles gratuitement appelée la
«protéines data bank» (PDB), [98] c'est-a-dire plus de 40 000 structures protéiques (juin 2007).
(Figure .11.3) La RMN fournit, quant a elle, 6 200 structures contre seulement 150 dans le cas de
la microscopie électronique. Nous avons représenté le nombre de structures définies les 30

derniéres années, toutes techniques confondues

31



Chapitre Il : LES METHODES DE MODELISATION DES
INTERACTIONS PROTEINE-LIGAND.

Mombre de structures

I

<

Années

B L ALY L) \\\-\'I\'\\\.c\\:‘\\:\'\\

[ T ot I Chaoue annss

Figure 11.3. Evolution du nombre de structures protéiques disponibles dans la PDB

L’histogramme montre une évolution exponentielle du nombre de structures définies
chaque année (en bleu). Le nombre de structures totales (en rouge) suit également une courbe
exponentielle de croissance, prouvant la progression des techniques. Une autre preuve du succes
de ces méthodes est la qualite des structures. [99]

a) La résolution
La résolution en angstrom de la protéine est une des données reflétant la qualité des

structures ayant permis de construire le modéle cristallographique. Généralement, la résolution
est limitée par la maniere dont les cristaux diffractent, le temps nécessaire pour collecter des
données de meilleures résolutions, la dynamique de la protéine, la qualité de I'appareillage et la
température du systéme. Une résolution proche de 1 A permet de distinguer tous les atomes y
compris les hydrogénes. Une résolution de I'ordre de 6 A permet seulement de distinguer que des

structures de types «hélice a» ou «feuillet p» par exemple (Figure 11.4).

32



Chapitre Il : LES METHODES DE MODELISATION DES
INTERACTIONS PROTEINE-LIGAND.

4_.5—5_
4-45 |
35-4 |
3-35 |
25-3 |
2-25 |
15-2 ]

1-15

0,5-1
0-05

Résolution (en Angstrém)

0 2000 4000 G0O0OO  BOOO 10000 12000 14000 16000

Nombre de structures

Figure .11.4 : Nombre de structures protéiques par intervalle de résolution donne.

L’histogramme précédent illustre parfaitement la répartition de la qualité des
structures au sein de la PDB. La majorité des structures ont une résolution comprise entre 1,5 et
2,5 A. Cet intervalle de résolution prouve que les structures sont de bonne qualité.

b) Le facteur R

Un autre indicateur est le facteur R qui est une grandeur indicatrice de 1’écart entre les
facteurs de structures observés et calculés. Le facteur R est compris entre 0 et 1 (plus le facteur R
est proche de 0 et plus la prédiction est juste)
¢) Choix d’une structure cristallographique

La combinaison des deux facteurs évoqués précédemment permet de réaliser un choix
pertinent de structure cristallographique. Par exemple, une structure de protéine dont le facteur R
est proche de 0 mais possédant une mauvaise résolution n'a aucune signification. Typiquement,
une structure dont le facteur R avoisine la valeur de 0,2 et possedant une résolution correcte
(inférieure ou égale a 2 A) correspond la plupart du temps & une structure précise et bien définie.
Il existe a ce jour des outils capables d’évaluer la qualité des structures cristallographiques
(REDUCE [100]) [101]

d) Facteur d’agitation thermique

Les atomes du cristal bougent autour d'une position atomique moyenne. Les

rayonnements ne voient pas les atomes exactement a la méme position dans les différentes

mailles du cristal. Ce facteur permet d’observer la flexibilité des résidus.
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e) Détermination du site actif

Une étape fondamentale dans la stratégie de criblage virtuel est I'identification des résidus
d'acides aminés pouvant intervenir dans le processus de reconnaissance du ligand. Un ligand
cristallisé avec le récepteur est susceptible de renseigner sur I’emplacement du site actif. Malgré
tout, cette information doit étre interprétée avec prudence car, pour un méme récepteur, le site
actif peut étre différent selon le profil pharmacologique de la molécule (agoniste, antagoniste,
agoniste inverse). [102]

Il .4. Interaction protéine-ligand :

Au niveau du site actif, le processus d’interaction se fait par liaison complémentaire du
ligand avec I’architecture protéique. Les forces intervenant dans la formation du complexe
peuvent étre de nature stérique, électronique ou les deux avec des contributions différentes. Les
états conformationnels choisis lors de I’interaction ne sont pas nécessairement ceux de plus basse
énergie en solution, mais des états transitoires stabilisés par celle-ci. Les complexes formés sont
alors plus stables que les formes dissociées. Cette association intermoléculaire est stabilisée par
plusieurs effets et des liaisons non covalentes. Au niveau du processus biochimique, elles
s’expriment par différentes interactions : électrostatiques, hydrophobiques, deVan Der Waals et
des ponts hydrogene [103]

Il .4.1. Intéractions de Van Der Waals : [86]

Les interactions de Van Der Waals sont des dipbles non permanents de faible

rayon d’action (figure 5). Elles sont nombreuses et contribuent essentiellement dans la recherche

de la concordance stérique entre le ligand et la protéine réceptrice.

Figure. I1. 5 : Interactions de VVan Der Walls.
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I1.4.2. Ponts hydrogene :
Les ponts hydrogéne avec une force de I’ordre de 2 a 4 Kcal/mol agissent, dans les

systémes biologiques, & trés courte distance (0,9 a 2,8 A) entre un H 1ié¢ & un O ou un N avec un

O ou un N (Figure. 1lI. 6). Ils sont peu nombreux et s’adaptent trés bien a la flexibilité (1’angle

peut varier de 120° a 180°)

C—0----H

3
o 2 a a
HH“H } 1I20 a 180

Figure. I1. 6 : ponts hydrogene.

I1.4.3. Interactions électrostatiques :
Les interactions électrostatiques agissent a plus grande distance entre dip6les chargés. La

distance pour une liaison saline, par exemple, est de 3,7 & 4,5 A (Figure. 1l. 7), et sa force est de

I’ordre de 8 Kcal/mol. En présence de solvant, ces interactions sont favorisées du fait de la

polarité et de la petite taille de la molécule d’eau. [86]

3.7 4 4.5 A°

Figure. Il. 7 : Interaction électrostatiques.

11 .5. Principes théoriques de docking moléculaire:

Docking moléculaire vise a prédire la structure d'un complexe moléculaire a partir des
molécules isolées, dans lesquelles différentes approches sont combinées pour étudier les modes

d’interaction entre deux molécules. Les logiciels de docking sont donc des outils tres utiles en
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biologie, pharmacie et médecine, car la plupart des principes actifs sont de petites molécules

(ligand) qui interagissent avec une cible biologique d'intérét thérapeutique. Le récepteur
macromoléculaire étant le plus souvent une protéine, le terme docking seul est couramment

employé pour désigner un « docking protéine-ligand » [104]

Le docking moléculaire a pour but de déterminer le mode d’interaction d’un complexe
forme de deux ou plusieurs molécules, en cherchant des orientations dans 1’espace et des

conformations favorables pour la fixation d’un ligand a un récepteur [105]

Une simulation de docking comprend essentiellement deux étapes : le docking

proprement dit et le scoring (Figure. 11.8).

* La premicre (le docking) est I’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le site actif
de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et orientations (poses) possibles,
en ne retenant que celle qui représentent les modes d’interactions les plus favorables.
* La deuxie¢me (le scoring) est 1’étape de classement, qui consiste a évaluer 1’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 [106]

ligand

=
u docking “ scoring
recepteur

complexe

Figure. 11.8. Principe général d’un programme de docking.

Il .6. Algorithmes de docking :

En principe, un docking peut étre fait de fagon «manuelle», directement par
le modélisateur, en placant le ligand dans le site actif de la protéine a 1’aide d’une
interface graphique. Ensuite, la géométrie de I’ensemble est optimisée de maniére a corriger les
problémes stériques et obtenir un complexe énergétiquement stable. Cette approche est appliquée

quand on a une idée précise du mode d’interaction réel du ligand [107]

Néanmoins, le plus souvent, le mode d’interaction réel n’est pas connu. Dans ce cas, tester

manuellement toutes les conformations et orientations des ligands s’avére impossible d’un point
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de vue pratique, méme en considérant la protéine comme un corps rigide. Pour contourner cette
difficulté, les algorithmes de docking ont été congus pour rechercher de facon objective, rapide et

efficace les modes d’association protéine-ligand les plus favorables [108]

Les algorithmes de docking peuvent étre séparés en deux grandes classes : ceux qui
ne tiennent pas compte de la flexibilité de la protéine, en traitant celle-ci comme un corps rigide,
et ceux qui sont capables de prendre en compte, partiellement la flexibilité du récepteur.
- Dans les procédures de docking considérant la protéine comme un corps rigide, la flexibilité du
ligand seule est prise en compte pour I’obtention de complexes. Selon la méthode utilisée pour
générer les conformeres du ligand et les placer dans la cavité catalytique du récepteur, les
algorithmes peuvent étre sous-divisés en algorithmes de simulation de MM et DM [109, 110,
111,112], de forme, systématique et stochastique. Plusieurs articles de revue décrivant le
principe, les points forts et les limitations de ces méthodes sont disponibles [113, 114, 115,116].
Toutefois, cette classification doit étre considérée avec précaution, puisque un bon nombre
d’algorithmes combinent plus d’une méthode pour la génération et I’échantillonnage de
conformeres du ligand. Dans la plupart des cas, l’utilisation d’algorithmes considérant la
protéine comme un corps rigide mene a de bons résultats, principalement quand la protéine a une
flexibilité limitée. En effet, dans de tels cas, la structure cristallographique peut étre considérée
comme plus représentative de 1’état du naturel, ce qui augmente les chances de simuler

correctement la complexation des ligands [117, 118,119].protéine dans son environnement.

= Certaines protéines présentent naturellement des régions de grande flexibilité, subissant

des réarrangements considérables en présence d’un ligand. Dans ce cas, négliger la flexibilité de
la protéine peut mettre en péril la fiabilité des résultats de docking, et rend nécessaire 1’utilisation
d’approches capables de tenir compte de la flexibilit¢é du systéme entier [111, 112]. Des
méthodes indirectes ou directes, ou la flexibilité de la protéine est partiellement ou totalement
prise en compte, sont décrites dans la littérature. Néanmoins, ces méthodes ne sont pas souvent
utilisées car le gain en précision par rapport aux algorithmes traditionnels est généralement trop

petit par rapport a I’augmentation du temps de simulation [119, 120, 121,122]
I1.7. Choix de logiciel de MolDock (MVD) :

Dans le domaine de docking moléculaire, plusieurs logiciels ont été utilisés pour
étudier les différentes interactions existantes entre deux entités moléculaires (Enzyme ligands).
MolDock est un logiciel récemment développé a donné de bons résultats (algorithme génétique)

[123]. La fonction de score de Moldock est une fonction empirique. Ce type de fonction nous
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permet de choisir les composes ayant la plus grande probabilité d’interagir avec la cible, ne
nécessite pas une grande puissance de calcul, ce qui permet de cribler la cible plus rapidement.
Ainsi que se démarque par sa capacité a mieux évaluer les ponts H ainsi que les interactions

électrostatiques. La procédure d'accueil est composée de trois éléments :

a) L'identification de site de liaison.
b) La recherche de la meilleure pose parmi les poses possibles.

c) La fonction de score [124]
I1 .8. Protocole général de docking:

Les approches utilisées actuellement sont exclusivement calculatoires et évaluées par
des outils de visualisation. Ces approches peuvent étre décomposées en quatre a cinq phases

successives (Figure. 11.9) :

» Choix du mode de représentation des protéines (tout atome, pseudo-atome, grille, etc.),

» Exploration conformationnelle (corps-rigide position/orientation du ligand et/ou flexible
position/orientation/forme du ligand)

» Minimisation de la fonction d’évaluation de 1’énergie d’interaction (ou fonction de score)
des conformations issues de I’exploration.

» Regroupement par ressemblances et classification par évaluation plus fine du score,
accompagnée d’une étape non automatique d’évaluation visuelle des résultats lorsque le
score ne permet pas de discriminer la conformation native des différentes conformations
générées

» Une étape optionnelle d’affinement des complexes sélectionnés par minimisation ou

dynamique moléculaire.
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1-représentation

4-Regroupement et classification

2-Recherche
conformationnelle

3-évaluation de I'énergie

5-Affinement des complexes

Figure. 11.9. Protocole général de docking [124]

I1.9. Adme :

Le terme ADME appelé a l'origine des processus in vivo qui régissent la
pharmacocinétique (PK).

Il a été dépensé pour inclure in vitro physico-chimiques et propriétés biochimiques qui affectent
PK in vivo. En général, ADME approprié.

Les propriétés sont essentielles au succés des essais in vitro et des études in vivo.
Pharmacocinétique est une branche de la pharmacologie dédiée a la détermination
du sort des substances administrées a I'extérieur d'un organisme vivant. [125]

On peut schématiser la pharmacocinétique d’'un médicament en 4 grandes étapes :

e La résorption ou absorption : Le médicament apres absorption se trouve dans les liquides
extracellulaires dont le compartiment plasmatique qui est facilement accessible,
permettant ainsi la mesure de la concentration plasmatique du médicament.

e La distribution dans I’organisme : une fois le compartiment plasmatique atteint, le
médicament se distribue dans différents compartiments soit pour accéder a son récepteur
et entrainer une réponse tissulaire, soit pour étre métabolisé et ensuite élimingé, soit pour
se fixer de maniére non spécifique ou étre stocké de maniére prolongée dans des secteurs

constituant un compartiment profond tel que la masse adipeuse.
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e Le metabolisme :
Le métabolisme est la transformation par une réaction enzymatique d’'un médicament en un ou
plusieurs métabolites actifs ou inactifs. De nombreux organes peuvent réaliser ces
transformations (rein, poumon, foie..). Le foie est le principal organe impliqué dans le
métabolisme des médicaments. Le métabolisme est souvent la premiére étape de 1I’élimination
d’un médicament de 1’organisme.
e [’¢limination de I’organisme : un médicament et/ou ses métabolites peuvent éEtre
¢liminés par la sueur, la salive, la bile ou I’urine. Les principales voies d’élimination

sont 1’élimination rénale (urine) et 1’élimination biliaire. [126]
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Chapitre 111 : ETUDE PRATIQUE
111 .1. Introduction :

L'interaction entre une protéine et son substrat est la premiére étape de la plupart des
réactions biologiques. Comprendre son mode de fonctionnement c’est définir quels sont les

résidus mis en jeu:

e L'affinite entre deux molécules.
e Les distances entre les acides aminés du site actif de ’enzyme et ceux des inhibiteurs.

e L'énergie d'interaction.

La flexibilité des molécules biologiques résulte de la haute dimensionnalité des systemes,
mais aussi de I’intervention d’un grand nombre d’interactions faibles (Van der Waals, liaison
hydrogene, effet hydrophobe, ...). Il est connu qu’elle fait partie intégrante de la dynamique des
macromolécules et de leur bon fonctionnement. La négligence de ce paramétre dans les calculs
introduit des erreurs, il convient donc de déterminer la flexibilité intrinséque d’une molécule

mais aussi de pouvoir I’introduire, au moins partiellement, dans une procédure de docking.

Les logiciels de docking sont donc des outils tres utiles en biologie, pharmacie et
médecine, car la plupart des principes actifs sont de petites molécules (ligands) qui interagissent
avec une cible biologique d'intérét thérapeutique, généralement protéique (récepteur), afin

d'influencer le mécanisme dans lequel cette protéine est impliquée. [127]

Ce travail consiste a étudié les interactions entre le cylooxygénase-2 et une série de dérivés
de pyrazole (30 ligands) par la méthode de la modélisation moléculaire (Docking moléculaire).
pour mieux comprendre les mécanismes d’action de cette enzyme afin de contribuer au
développement de nouveaux inhibiteurs en faisant appel aux approches in silico de modélisation
des interactions enzyme-inhibiteur par docking moléculaire. Détermination des parameétres PK

Afin d'identifier des nouvelles molécules susceptibles de devenir des médicaments.
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structure intitiale de I'enzyme

code d'acces PDB choix d'une bonne resolution

Téléchargement de Elimination des Elimination des ions et
I’enzyme. molécules d’cau. des autres chaines.

y

| Optimisation des géométries : |

La structure de I’enzyme (au cours Les ligands (avec la MM et la

de docking).

méthode semi empirique AM1).

Docking moléculaire
J
| Recherche la meilleure pose (Conformation) Formation des complexes |

J

| Bilan d’énergie |

Figure 111.1 : protocole de calcul.

11 .2. Préparation de ’enzyme :

Le téléchargement de 1’enzyme de la cyclooxygénase a été fait a partir de la base de
données " Protein Data Bank" (code d’accés SKIR) (Figure 111.2). La PDB contient plusieurs
milliers de structures protéiques obtenues soit par cristallographie (rayons X) [128], soit par
RMN. Si la cible n’est pas encore déposée au niveau de la Bank, et cette derniére contient une
protéine avec des séquences similaires, la modélisation par homologie intervient afin de

construire la structure 3D de la cible souhaitée.
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Figure 111.2 : Enzyme de la cyclooxygénase.

111 .3. Préparation des ligands :

e Les inhibiteurs utilisés dans notre travail sont des dérivés pyrazole (Figure 111.3). [129]
e L’optimisation de tous les ligands (Tableau I11.1) a été effectuée par le programme
HyperChem (8.07) en utilisant la mécanique moléculaire avec le champ de force (MM+),

puis la méthode semi empirique AM1, lls sont enregistrées au format pdb ou mol2.

O.R"
[
N =
M 3
-~ [
M
N
RF.C R

Figure 111.3 : General structure de pyrazole tétrasubstituée.
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Tableau I11.1 : Structure des composeés de la série bioactive

-

Compournd =4 E! R* R*
1 F Me CN :) <
MH
NH
2 F Me CN 7<‘
3 F Me CN }NH
rMH
4 F Me CM Y
[
5 F Me CN O/\NH
]
6 F Me CN { Y\NH
O
7 F Me cN V”\NH
s
5 F Me CN @/\w
9 F Me CN
]
10 F Me CN EA\
/I\/N
11 F Me H O
12 H Me CN Oﬂ
]
13 H Me CN 1 Y\m
L]
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14 H Me N D)\l
/l\/N
HNH
15 H Me CN @/
MH
16 F MH, CN @/
NH
17 F NH, CN 7<‘
18 F NH. N \>_\
H
19 F NH, N D)ﬁ
P
20 F NH, CN /lj
)\/”
21 H NH, ™ \)—\
MNH
22 H NH, N
)]
MNH
23 H NH, ™ 7<_—
24 H NH, N 0)\‘
)\/”
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25 E Me CN ———@—\
MH
26 F Me CN
I
MH
27 F Me CN @/
28 F Me CN Oi
MH
29 H Me CN
]
NH
30 H Me CN 7<\
o)
31 F NH2 CN { Y\NH
o

111 .4. Détection des cavités :

Pour obtenir des meilleurs sites de liaison potentiels dans la ROX-2, un maximum de cinq
cavités a été détecté en utilisant des parametres par défaut. Le volume et la surface de la région
ont été donnés dans le tableau 111.2. Le volume de la cavité 1 (723.456 A®) et la cavité2 (314.368
A3 se sont avéré étre supérieure a celle des autres cavités, aussi nous avons trouvé que le ligand
de VIOXX la Co-cristallisation est fixé dans la cavité 3( 66.56 .A 3), et En fonction des données
expérimentales concernant les résidus du site actif nous avons choisi la cavité3 pour notre étude

ultérieure (Figure 111.4).

Tableau I11.2 : volume et surface des 5 cavités détectées

Volume(A® Surface (A?)
723.456

2179.84

314.368 962.56
66.56 204.8
29.696 130.56

28.16 128
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-_——

Figure 111.4 : Interface graphique des cavités 3 par MolDock.

COX2

Trp387

leu3s2 Tyr385

Ala201

Ala201 Phe518

" Arg120
Valb23
Glus24
Argb13
His90

Figure 111.5 : Les résidus essentiels constituant les sites actifs de COX-2.
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Les sites actifs de la COX-1 et de la COX-2 présentent des structures tridimensionnelles
tres similaires et parmi les acides aminés conservés entre les 2 isoforme, certains se révélent étre
essentiels :
L’ Arg 120 (située a I’entrée du site et intervenant dans la liaison des anti-inflammatoires
Non-stéroidiens (AINS) et de I’AA), la Tyr 385 (qui intervient dans la réaction
de cyclooxygénation) et la Ser 530 (qui établit une liaison covalente notamment avec

’aspirine lors de la réaction d’acétylation). [130]

Le site actif de COX-2 est divisé en trois régions importantes, la premiere étant une poche
hydrophobe définie par Tyr385, Trp387, Phe518, Ala201, Tyr248 et Leu352; la deuxiéme région
étant I'entrée du site actif bordée des résidus hydrophiles Arg120, Glu524, Tyr355 et la troisieme
est une poche latérale bordé par His90 Arg513 et VVal523. (Figure 111.5)

111 .5. Etude de docking moléculaire:

La fonction docking utilisée était le MolDock [GRILLE] avec une résolution de grille de
0.30A°."L'optimiseur” MolDock a été choisi comme l'algorithme de recherche avec un nombre

de tour égale a 30.

La meilleure pose du ligand dans le site actif de I’enzyme a été choisie selon le meilleurs

MolDock Score.

La fonction docking "MolDock Score" employée par MVD est une dérivée de la fonction
PLP, proposées par Gehlhaar et al, et développée par Yang et al. [131]
Cette fonction contient des termes additifs des énergies des liaisons hydrogene, des interactions
électrostatiques, et des interactions hydrophobiques.
Escore = Einter + Eintra D’ou  Einter : Energie d’interaction protéine-ligand.

Eintra : Energie interne de ligand.

111.6. Résultats du Docking moléculaire :

Le logiciel Molegro Virtuel Docker (MVD) par le programme Moldock, nous a permis de
positionner les inhibiteurs dans le site actif de I'enzyme simplifie.

Le score de MVD des meilleures poses pour I'étude I’interaction entre les ligands et les
résidus du site actif, dans la cavité 3 sont reportés dans le Tableau I11.2, qui présente I'énergie
d'interaction entre le ligand et la protéine, marqué par MolDock et I'énergie de liaison hydrogéne
de chaque ligand.
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Tableau 111.3 : Résultats de docking moléculaire des ligands avec la cavité 3 de COX-2 :

Ligand Moldock E (stérique) E (VdW) E-Total H Bond

L1 -177.519  -12.8384 40.4403 -170.121 -5.50069  415.433
L2 -121.582  41.5932 249.344 -719.9779 -1.05452  285.27
L3 -170.447  -11.2574 29.232 -174.507 -4.45309  401.407
L4 -158.5 -9.03247 -161.899 -161.899 -5.04025  373.353
LS -181.128  -10.4841 26.2609 -183.453 -5.06945  415.39
L6 -179.768  -16.2868 21.9249 -182.78  -3.84607  417.363
L7 -168.657  -10.6916 27.0461 -170.521 -5.93798  385.364
L8 -181.801  -11.1645 25.3666 -191.366 -4.42354  427.424
-193.324  -17.1261 34.0142 -191.776  -5.12482  427.444
-185.912  -10.7334 36.5667 -184.156 -5.16162  429.417
SEE -165.954 -2.75859 50.6849 -165.031 -2.39265  381.372
BPAS -174504  0.723175 51.7502 -165.797  -4.2579 395.427
BeR -154.194 -6.27316 86.4669 -151.283 -4.78626  393.409
-188.853  -17.1345 36.0732 -184.887 -4.15972  411.426
B -163.358 -11.0753 39.5019 -164.884 -5.85897  407.438
IR -185.096  -6.95936 35.2927 -185.619 -7.08129  426.416
Bye -167.259  -6.63164 33.2056 -164.384 -7.35345  402.395
SRR -179.401  -8.81854 25.8542 -182.247 -7.69268  402.395
BReE -169.925  -11.2633 37.1173 -161.154 -8.43139  430.405
AR -174.939  -7.28207 27.6444 -170.342 -8.46983  384.404
AR -170.645  -7.71431 33.7465 -168.841 -9.17782  384.404
-192.334  -10.4746 32.9726 -191.237 -6.79275  410.442
i -185.795 -14.6877 52.8036 -185.973 -5.27666  435.423
-193.372  -10.6588 35.3855 -190.945 -7.91839 412414
i -176.607  -8.40608 35.9004 -170.967 -4.05289  399.391
R -182.678 -12.411 38.9099 -184.16  -3.71214  427.444
e -171.706 -11.6936 43.1515 -160.674 -4.47127  425.428
IR -175.126  -7.33196 37.139%4 -173.733  -3.45611  395.427
Bl -152.521  -9.15945 33.5496 -153.876 -3.94277  383.416
Bl -177.201  -19.2971 19.8442 -184.447 -8.16918  418.351
i -151.467 -3.06071 51.9089 -152.256  -3.93439  314.356
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v Liaison-H : Liaison d’hydrogéne ; E (stérique) : Energie stérique ; E (VDW) : Energie de
Van der Waals.

v MolDock Score calculé par la somme d’interaction externe et interne de ligand

(interaction protéine-ligand).
v’ Energie d'interaction totale entre la pose et les molécules cibles.

Au niveau du site actif, le processus d’interaction se fait par liaison complémentaire du
ligand avec I’architecture protéique. Les forces intervenant dans la formation du complexe
peuvent étre de nature stérique, électronique ou les deux avec des contributions différentes. Les
¢états conformationnels choisis lors de I’interaction ne sont pas nécessairement ceux de
plus basse énergie en solution, mais des états transitoires stabilisés par celle-ci. Les complexes
formés sont alors plus stables que les formes dissociées. Cette association intermoléculaire est
stabilisée par plusieurs effets et des liaisons non covalentes. Au niveau du processus
biochimique, elles s’expriment par différentes interactions : électrostatiques, hydrophobiques, de
Van Der Waals et des ponts hydrogene [132].

D’apreés les résultats obtenus, on remarque que les complexes formés par les ligands L9,
L10, L14, L22 et L24 possédent une énergie (MolDock Score) le plus faible possible par rapport
aux autres ligands.

On peut citer aussi que le complexe formé par le ligand L24 a une énergie d’interaction
plus basse que celle des autres complexes.

L’énergie d’interaction, I’interaction d’hydrogéne et E swrique pour les cing ligands L9, L10,
L14, 122 et L24 classes dans I’ordre suivants :
L24< L9< L22<L14<L10
Pour confirmer nos résultats nous avons représenté dans la figure suivante les différentes

interactions entre les résidus du site actif et les 5 ligands.

L9

Figure 111.6 : Interaction entre les ligands et les résidus du site actif de la cavité 1

(suivre)
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L10

L14

L22 gt el

wir 385
Trp 387
et S22
v—‘-—% S i L=
‘- - ‘{f-‘-ﬁ er 530

e T ‘-"’R,-‘Q,_

FLeu 531

Figure 111.6 : Interaction entre les ligands et les résidus du site actif de la cavité 1

(suivre)
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L24

Lref e

Figure 111.7: Interaction entre les ligands et les résidus du site actif de la cavité 1.

Les représentations bidimensionnelles de la meilleure pose de docking pour les composés
de pyrazole et du vioxx dans I'enzyme cible ont été générées en utilisant LigPlot+ v.1.4.5. C'est
un programme informatique qui génere I'image bidimensionnelle schématique des complexes
protéine-ligand ancrés. La structure tridimensionnelle du complexe ancré est entrée en tant que
fichier PDB et le logiciel produit leurs résidus et liaisons interagissant. Dans la présente étude,
LigPlot + a éeté utilise pour identifier les résidus en interaction ainsi que les liens d'interaction

entre 5KIR et les inhibiteurs ancrés.
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Lo e o

L10

L] MietS2Z2

ATESI1R y}l_r_{,
i1 92>

L14

Figure 111.7 : résultats DE Ligplot + montrant les interactions des 5 composés et VIOXX

avec 5KIR. (suiver)
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Trets e
L24
Lref

sesde M

Skinr
The meaning of the items on the plot is as follows:
@=——@ Lizand bond niss3 _ Non-ligand residues involved in hydrophobic
@—@ Non-ligand bond e contaet(s)
@- ~-@ Hydrogen bond and its length @  Corresponding atoms involved in hydrophobic contact(s)

Figure 111.7 : résultats de Ligplot + montrant les interactions des 5 composés et VIOXX avec 5KIR.
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Les résultats montrent que I'inhibiteur voixx (ligand de référence) nombreux contacts avec
des résidus d'acides aminés (principalement de nature hydrophobe), tandis que fragment
méthylsulfone occupe la poche latérale du canal cyclooxygénase et le cycle phényle étendu vers
la chaine latérale de Tyr385 (Figure 111.7). Les atomes d'oxygene (O) de la fraction
méthylsulfone de I'inhibiteur ont fait les seules interactions hydrophiles signifiantes avec les
atomes N de la chaine latérale de His90 et Arg513, respectivement, positionnés a la base de la
poche latérale.

On observe la présence de deux ponts hydrogéne formés entre 1’atome d’oxygeéne de

fonction méthylsulfone et les résidus Phe315, Ile517.

Les interactions de chaque composeé avec les résidus fonctionnels de 5kir ont démontré que
tous les ligands interagissent avec la plupart des résidus dans la poche de liaison comme le

montre la Figure I11.7.
Les cing meilleurs composeés en interaction sont:

Le composé L9 s'est avéré présenter 4 interactions de liaisons hydrogene avec Ille517,
Phe518, Met525 et Tyr355. Il a une interaction hydrophobe avec Ala516, Leu352, Arg513,
Ala516, Val523, Ser 353, Met522, Trp387, Tyr385, His90, Tyr385.GIn192. Val349, Gly526. . et
Ser530 La fixation des AINS sur la Ser530 bloque I’accés du canal hydrophobe I’acide
arachidonique qui ne peut plus étre converti en PGs [133]

Le composé L10 a montré deux liaisons hydrogéne interaction avec les résidus d'acides
aminés du site actif Met522 et Tyr355 et La molécule est stabilisée par d'autres interactions de
type hydrophobique faisant intervenir les résidus Ala516, Leu352, Arg513, Ala516, Val523, Ser
353, Met522, Trp387, Tyr385, His90, GIn192. Val349, Gly526.

L10 occupe la poche adjacente contenant 1’His90 et 1’ Arg513.

Le composé L14 s'est avéré n'avoir trois interactions de liaison hydrogéne avec la protéine
Tyr355, Phe 518 and Lle517 et a obtenu une interaction hydrophobe avec Ala516, Leu352,
Arg513, Ala516, Val523, Ser 353, Met525, Trp387, Tyr385, His90, Tyr355.GIn192. Val349.

Le composé L24 pour montrer 6 liaisons hydrogéne interaction avec GIn192, Leu 352,
Phe518 ; Lle517, Tyr355 and Met522. Et l'interaction majeure de ce composé avec I'enzyme est
principalement hydrophobe avec Ala527, Leu352, Arg513, Ala516, Val523, Ser 353, Met522,
Trp387, Tyr385, Phe 518, His90, Tyr355 du site actif COX-2.
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Cependant, on a trouvé que le composé L22 présentait 7 interactions de liaisons hydrogéne

GIn192, Leu 352, Phe518, Lle517, Tyr355, Ser353and Met522 et l'interaction hydrophobe avec
Ala516, Leu352, Arg513, Val523, Ser 353, Met522 ; 11e517 ; Tyr385, His90, Tyr355.

Parmi les amino acides du site actif de I’enzyme qui ont établi des liaisons H, deux interagissent

avec tous les ligands, ce sont : Phe518, 1le517.
D’aprés les résultats obtenus, on peut conclure que les interactions misent en jeu entre les résidus
de site actif et les ligands L9, L10, L14, L22 et L24 peut former des complexes stables. Les

distances mesurées entre ces résidus et les cing ligands sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau 111.4 : Distance (Hydrogénes) mesuré en A entre les résidus du site actif et les atomes
des ligands L9, L10, L14, L22 et L24

0o H-bond  11517....0 3.36 -0.83
| Phe518....0 3.04 .47
Sy
|H | Met525...N 2.60 -1.00
N
M -193.324 Tyr355...N 3.35 -1.26
L9
F
FF CN
0140 H-bond Met522...N 2.61 -1.17
‘ \\‘ X\ Tyr355...N 3.22 -1.88
I/ { NH
L10 o -185.912
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H-bond  Tyr355....
Phe518.....
Lle517......
-188.853

H-bond GInl92....

Leu352....

-192.334 Phe518....
Lle517....

Tyr355...

Met522...

H-bond GInl192...

Leu352...

Phe518...

Lle517...

-193.372 Tyr355...
Met522...

Ser353...

-151.467 H-bond Phe518....
Lle517....

z zZ zZ O 0 z Z

N

.0

0]

Z Z O O zZz Z

Sl
3.04
3.37

2.61
3.29
3.09
3.37
3.10
2.65

2.61
el
2.99
3.25
3.28
2.67
Sl

2.84
3.23

-1.07
-2.47
-0.81

-0.97
-1.19
-2.49
-0.85
-2.50
-0.67

-1.13
-0.94
-2.50
-1.19
-1.61
-1.23
-0.72

-2.50
-1.16
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En se basent essentiellement sur les liaisons hydrogenes, la liaison hydrogéne joue un role
important dans de nombreux processus chimiques et biologiques, y compris la liaison du ligand
et la catalyse enzymatique. La considération des propriétés de liaison hydrogéne dans la
conception de médicaments est importante en raison de leur forte influence sur la spécificité des
propriétés de liaison, de transport, d'adsorption, de distribution, de métabolisation et d'excrétion
des petites molécules.

Les interactions ayant des distances comprises entre 2.5 A et 3.1 A sont considérés comme
fortes, celles ayant des distances comprises entre 3.1 A et 3.55 A sont supposés moyennes et
quand leurs distances sont supérieures a 3.55 A, elles sont considérées faibles [134].

Dans les Tableau 111.4 précédent nous pouvons facilement constates que les distances entre
les résidus du site actif et les ligands L9, L10, L14, L22 et L24 varient dans ’intervalle 2.60 -
3.36, 2.61 — 3.22, 3.04 — 3.39, 2. 61— 3.37 et 2.61 — 3.31 respectivement, ceci montre qu’il existe
deux types d’interactions : forte et moyenne entre ces résidus et le ligand L9, L10, L14, L22 et
L24.

I11.7. La regle de Lipinski:

Les conditions empiriques pour satisfait la regle de Lipinski et manifeste une bonne
biodisponibilité orale impose un équilibre entre la solubilit¢ aqueuse d’un composé et sa
perméabilité par diffusion passive dans les différentes membranes biologiques.

Ces parameétres permettent de déterminer l’absorption orale ou la perméabilité de la
membrane qui se produit lorsque la molécule évaluée suit la régle de cing de Lipinski :

v" la masse moléculaire< 500 u.m.a,

v" le coefficient de partage octanol-eau log P < 5,

v" liaison hydrogéne donneurs, atomes d’azote ou oxygéne avec un ou plusieurs atomes

d’hydrogenes <5,

v" liaison hydrogéne accepteurs, atomes d’azote ou oxygene < 10.

Les molécules qui ne réalisent pas au moins deux de ces conditions présentent des violations
et peuvent y avoir des probléemes de biodisponibilité orale. Cette régle stabilise quelques
parametres structuraux on basant sur la prédiction théorique de la biodisponibilité, et souvent

utilisée pour la recherche de nouveaux médicaments. [135].
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Tableau I11.5: les paramétres de Lipinski des dérivés de pyrazole :

Note : Le calcul de ces parametres est réalisé par : molinspiration. [136]

M : poids moléculaire ;
NOH,NH : nombre de donneurs de liaisons H ;
NO,N : nombre d’accepteurs de liaisons H ;

logP : logP ou coefficient de partition calculé ;
111 .7.1. Interprétation :

Les liaisons hydrogene augmentent la solubilité dans I'eau et doivent étre rompues pour
que le composé pénétre dans et a travers la membrane bicouche lipidique. Ainsi, un nombre
croissant de liaisons hydrogéne se divise de la phase aqueuse dans la membrane bicouche

lipidique pour la perméation par diffusion passive [137].

Le poids moléculaire (MW) est lié a la taille de la molécule. Lorsque la taille moléculaire

augmente, une cavité plus grande doit étre formée dans I'eau pour solubiliser le composé.

Le poids moléculaire est inférieur a 500 DA. Plus le MW est petit, meilleure absorption.
Les cing composés de la série choisie sont inférieurs a 500 DA, ainsi ils peuvent facilement

passer a travers la membrane cellulaire.

La Log P est utilisée pour prédire la solubilité du médicament oral, ceci se fait en divisant
la molécule entre I'eau et le solvant hydrophobe n-octanol et en déterminant la valeur de P
comme le rapport de la concentration du composé dans le n-octanol et celui dans I'eau. Si la Log
P augmente, la solubilité dans I'eau diminue de sorte que l'absorption diminue. D'une part, une

valeur négative pour le log P indique que le composé est trop hydrophile. 1l a donc une bonne
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solubilité dans I'eau, une meilleure tolérance gastrique et une élimination efficace par les reins.
D'autre part, une valeur positive pour le log P indique que le composé est trop lipophile. Donc, il
a une bonne perméabilité a travers la membrane biologique, une meilleure liaison aux protéines
plasmatiques, I'élimination par le métabolisme, mais une mauvaise solubilité et la tolérance

gastrique [138].

Les cing composes de la série choisie ayant les valeurs de la logP inférieure a 5 (tableau
I11-5).donc ils sont une bonne solubilité dans I'eau, une meilleure tolérance gastrique et une

élimination efficace par les reins et une bonne perméabilité a travers la membrane cellulaire.

Le nombre d'accepteurs de liaison hydrogéne (O et N atomes) et le nombre de donneurs de
liaison hydrogéne (NH et OH) se sont révélés critiques dans un contexte de développement de

médicaments car ils influencent Absorption et perméation [139].

Ceux-ci se trouvent étre dans la limite de Lipinski, c'est-a-dire moins de 10 et 5,

respectivement, dans les composeés testés.
Les résultats du tableau montrent que les 5 composés s’inscrivent parfaitement dans la

marge des critéres imposés par la régle de Lipinski

111 .8. Admet (absorption, distribution, métabolisme, élimination et toxicité) :

Les principales raisons de 1’échec des molécules en cours de développement d’un
médicament sont le manque d’efficacité chez I’homme et les problémes de pharmacocinétique.
Chague medicament éventuel doit de se conformer a plusieurs critéres de base, tels son faible
co(t de production, étre soluble, stable, mais doit aussi se conformer a des baremes associés a ses
propriétés pharmacologiques d’absorption, de distribution, de métabolisme, d’excrétion et de

toxicité.

Les propriétés pharmacocinétiques telles que I'absorption, la distribution, le métabolisme,
I'excrétion et la toxicité des composés peuvent étre prédites a l'aide de la base de données
ADMETSAR (http: // www.admetexp.org). Cependant, la pénétration de BBB (Blood Brian
Barrier), la perméabilité des cellules Caco-2 HIA (Human Intestinal Absorption) et le test
d'’Ames ont été calculés en utilisant ADMETSAR.

Dans 'ADMETSAR, des outils de requéte basés sur le Web pour la création d'une interface

de construction moléculaire permettent a la base de données d'étre interrogée par SMILES et la
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recherche de similarité structurelle. 1l fournit les données les plus récentes et les plus completes

sur commande pour divers produits chimiques associés aux profils ADMET connus [140]
Les données ADMET prédites ont été réesumées dans le tableau.

Les composes L9, L10, L14, L22 et L24 ont des meilleurs scores d'absorption intestinale
humaine (HIA) que ligand référence. Une plus grande valeur de HIA indique le composé

pourrait étre mieux absorbé de la région intestinale sur lI'administration par voie orale.

La pénétration a travers la barriere hémato-encéphalique (BBB) a été la meilleure pour

19 et était significativement plus élevée que la molécule de référence (0,9 et 0,8, resp.).

La super famille du cytochrome P450 joue un role important dans le métabolisme et la clairance
du foie, et les isoformes les plus importantes sont le CYP1A2, le CYP2AG6, le CYP2C9, le
CYP2C19, le CYP2D6, le CYP2EL1 et le CYP3A4 [141]. Ainsi, I'inhibition des isoformes du
cytochrome P450 peut provoquer des interactions médicamenteuses dans lesquelles les
médicaments coadministrés ne sont pas métabolisés et s'accumulent a des niveaux toxiques [142]
Le CYP 2D6 et le CYP 3A4 sont des enzymes isoformes importantes impliquées dans le
métabolisme des médicaments, Le CYP 3A4 est connu pour métaboliser la moitié des
médicaments. Ainsi, la prédiction de I'inhibiteur de CYP est d'une grande importance dans le
développement de médicaments.

Les résultats ont montré que tous les composés n'étaient pas des inhibiteurs du CYP 2D6 et non-
substrat pour tous les parametres cinétiques (Tableau I11.6). Les résultats suggeérent que ces
composes pourraient étre bien métabolisés par le CYP 2D6, facilement éliminés du corps et

causant ainsi peu de toxicité.

Cependant, il a également été noté que tous les composent inhibaient I'enzyme CYP 3A4
(Tableaulll.6), tandis que L21, assimilé a L ref était non-substrats aux CYP 3A4 suggérant d'étre
éliminés sans provoquer de toxicite significative. Une analyse plus poussée a montré que les
dérivés L10.L14 .L9 etL23 étaient prédits étre substrat au CYP 3A4.

Le test de toxicité AMES est employé pour savoir si un composé est mutagene ou non
Similaire au ligand référence, tous les ligands de test affichés test de toxicité AMES négatif qui
signifie que les ligands sont non mutagénes. Profile cancérigene a également révelé que les

ligands étaient non cancérigenes similaires a ligand référence.

Informations importantes obtenues de Le serveur admetSAR était la dose de LD50 calculée

dans le modele du rat. En comparant les doses de DL50, un composé a dose plus faible est plus
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mortel que le composé ayant une DL50 plus élevée. De notre observation, nous avons constaté

que tous les ligands avaient la plus élevée le DL50, comparé au ligand référence (2,2047).

Notre étude admetSAR a révélé que, en comparant et en analysant tous les parametres, L9

pouvait étre projetée comme un puissant inhibiteur de COX2. Ses propriétés ADMET ont montré

beaucoup de similitude avec ligand référence VIOXX qui est déja dans I'essai clinique avance.

Le composé 19 présentait le meilleur score de bioactivité en ce qui concerne tous les

composés et le voixx.

Tableau 111.6:L’ADMET profile des ligands de test et ligand référence.

Non- Non- Non ~
on-
inhibiteur/N | inhibiteur/ AMES o 2.204
0.9244 | 0.7799 ) carcinogenes
on-substrat | Non-substrat toxic 7
Inhibiteur/S | Non- Non
o Non-
ubstrat inhibiteur/No | AMES R 2.746
1.0000 | 0.9195 ) carcinogénes
n-substrat toxic 7
Inhibiteur/S | Non- Non
N Non-
ubstrat inhibiteur/No | AMES . 2.668
1.0000 | 0.7924 ) carcinogenes
n-substrat toxic 8
Inhibiteur/S | Non- Non
N Non-
ubstrat inhibiteur/No | AMES o 2.653
1.0000 | 0.7994 ) carcinogenes
n-substrat toxic 4
Inhibiteur/N | Non- Non
N Non-
on-substrat | inhibiteur/No | AMES . 2.563
1.0000 | 0.8859 ) carcinogenes
n-substrat toxic 0
Inhibiteur/S | Non- Non
N Non-
ubstrat inhibiteur/No | AMES o 2.529
1.0000 | 0.7310 ) carcinogenes
n-substrat toxic 0

BBB: Blood-Brain Barrie Non-Inhibiteur.

HIA: Human Intestinal Absorption.
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Notre travail avait pour but de nous initier aux outils de la simulation informatique et de
développer nos compétences en particulier en docking moléculaire afin de contribuer au
développement in silico de nouveaux inhibiteurs plus puissants de la cyclooxygénase-2. Pour

atteindre cet objectif nous avons réalisé plusieurs étapes :

La premiere étape : L’optimisation de tous les ligands (Tableau III.1) a été effectuée par le
programme HyperChem (8.07) en utilisant la mécanique moléculaire avec le champ de force
(MM+), puis la méthode semi empirique AM1.

La deuxieme étape :

Le docking moléculaire des 30 inhibiteurs étudiés envers le site actif de la COX-2 a permis

d’étudier les mécanismes d’inhibition mises en jeu tout en évaluant leur affinité.

Suite a cette étude, il ressort que les cing composés se présentent comme meilleurs
inhibiteurs de COX-2 avec un MolDock égale a -151.467.

Nous avons pu élucider les mécanismes d'interaction entre cyclooxygénase-2 et 30

inhibiteurs par visualisation des différents types des interactions mis en jeu.

Tous les composés interagissent avec la plupart des résidus de COX-2 dans la poche de

liaison.

Les résultats de docking ont indiqué que les meilleurs des composés ont montré des
interactions de liaison hydrogéne avec Phe518, Tyr355 et Lle 517 et des contacts hydrophobes
avec His90, Tyr385, Trp387 et Ser353.

La troisieme étape : il est important de noter que les 5 meilleurs inhibiteurs de la
Cyclooxygénase-2. Sont, en général, conformes aux critéres imposés par la régle de Lipinski.

Les résultats montrent que les 5 composés s’inscrivent parfaitement dans la marge des
critéres imposés par la régle de Lipinski.

La quatriéme étape : en fin La derniére partie de ce travail nous a permis nous renseigner
sur les éventuelles propriétés biologiques d'absorption, de digestion, de métabolisme et

d'excrétion des 5 composés.

Les résultats montrent que Le composé 19 présentait le meilleur score de bioactivité (bbb=
0.9195.1d50= 2.7467) en ce qui concerne tous les composés et le vioxx.
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Les résultats ont montré que tous les composés n'étaient pas des inhibiteurs du CYP 2D6 et
non-substrat pour tous les parameétres cinétiques .Les résultats suggerent que ces composés
pourraient étre bien métabolisés par le CYP 2D6, facilement éliminés du corps et causant ainsi

peu de toxicité

Le resultat prometteur pour le composé 19 pourrait en outre étre évalué pour générer de
meilleurs candidats médicaments pour servir d'inhibiteurs de cyclooxygénase-2 pour le

traitement anti inflammatoires.
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Résumé :

L'inflammation fait partie de la réponse biologique complexe des tissus vasculaires aux stimuli nocifs,
tels que les agents pathogeénes, les cellules endommagées ou les irritants. La cyclooxygénase-2 (COX-2) joue un
role important dans I'inflammation et constitue ainsi une cible moléculaire prometteuse pour le traitement de
nombreuses maladies inflammatoires.

Le but de cette étude est de révéler les interactions de mode de liaison et de liaison hydrogéne de nouveau
pyrazoles avec l'enzyme Cyclooxygenase-2. Dans la présente étude nous décrivons les études de docking
moléculaire pour une séries des 30 nouveaux pyrazoles contre COX-2 en utilisant I'outil MolDock (Le logiciel
Molegro Virtuel Docker (MVD)).

Une étude de docking moléculaire a suggéré que L9, L10, L14, L22 et L24 étaient de puissants
inhibiteurs de COX-2, Les résultats de docking ont indiqué que les meilleurs des composés ont montré des
interactions de liaison hydrogéne avec Phe518, Tyr355 et Lle 517 et des contacts hydrophobes avec His90,
Tyr385, Trp387 et Ser353. .

De plus, Molinspiration et les serveurs Web ADMETSAR permettent de calculer respectivement les propriétés
ADMET et physico-chimiques des composes cibles.

Aucun des cing meilleurs composés n'a violé les parametres de Lipinski et d'admet, ce qui en fait des
agents potentiellement prometteurs pour les activités biologiques.

Ces résultats fournissent une stratégie potentielle pour développer des inhibiteurs de la COX-2.
Mots clés : Molegro Virtuel Docker ; Docking moléculaire; Inhibiteur

la cyclooxygénase-2; Interaction hydrophobique ; Liaison hydrogéne.

Abstract:

Inflammation is part of the complex biological response of vascular tissues to harmful stimuli, such as
pathogens, damaged cells, or irritants. Cyclooxygenase-2 (COX-2) an important role in inflammation and thus
they act as a promising molecular target for the treatment of many inflammatory diseases.

The aim of this study is to reveal the binding mode and hydrogen bond interactions of novel
pyrazoles with Cyclooxygenase-2 enzyme. In the present study; we describe the molecular docking studies for
a series of 30 novel pyrazoles against COX-2 using Glide tool (Le logiciel Molegro Virtuel Docker (MVD)).

Molecular docking study suggested that L9, L10,L14 ,L.22 et L24 to be potent inhibitors of COX-2,The
docking results indicated that best of the compounds have shown hydrogen bond interactions with Phe518,
Tyr355 et Lle 517 and hydrophobic contacts with His90, Tyr385,Trp387 and Ser353.

Moreover, Mol inspiration and ADMETSAR web servers used to calculate ADMET and physicochemical
properties of the target compounds respectively.

None of the five best compounds violated Lipinski’s and admet parameters, making them potentially promising

agents for biological activities.
These finding provides a potential strategy towards developing COX-2 inhibitors.

Keywords: Virtual Molegro Docker; Molecular Docking; cyclooxygénase-2, inhibitor;, Hydrophobic

interaction; Hydrogen bond.



