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Les interactions protéine-ligand  jouent un rôle important dans les systèmes vivants où 

elles participent à la régulation de certains mécanismes biologiques [1, 2], à la 

transmission des signaux [3] ou à la catalyse de différentes réactions biochimiques [4, 5, 

6].  

Comprendre la manière dont les macromolécules interagissent avec d’autres entités 

chimiques contribue à mettre en évidence l’ensemble des éléments engagés dans un tel 

processus et identifier ceux qui y assurent des fonctions particulières telle que 

l’inhibition. Avec le développement de la chimie-informatique structurale, la 

simulation, via la modélisation moléculaire, permet d’observer comment se place le 

ligand dans la protéine, de déterminer les diverses interactions qui apparaissent lors de 

l’arrimage et de prévoir les configurations où prévaut la meilleure affinité entre les deux 

parties. 

La conception de nouveaux composés chimiques ayant des propriétés bioactives 

requière des études expérimentales quantitatives de leur efficacité. L’élaboration d'un 

protocole reproductible pour estimer cette efficacité in vitro et in vivo est parfois très 

difficile à réaliser sur le plan biologique. A titre d’exemple, la mise sur le marché d’un 

médicament nécessite  entre 12 et 15 ans de travail et coûte près d’un milliard de dollars 

[7, 8]. Tenter les expérimentations au  laboratoire demanderait trop d’investissements au  

niveau  économique, temps et travail. La simulation in silico (docking moléculaire) 

entre l’enzyme et le ligand, de part son coût peu onéreux  et sa rapidité à se mettre en 

œuvre,  reste  une  bonne  alternative  qui  permet  à  la  recherche  dans  le  domaine  du  

médicament d’avancer plus vite. 

In silico, le docking moléculaire, vise à prédire la formation du complexe le plus stable 

résultant de la protéine et du ligand pris séparément. L’avantage essentiel de cette 

approche est de mettre en évidence les propriétés électroniques, structurales et 

énergétiques de l’architecture moléculaire ainsi constituée. 

C’est dans ce cadre, que se situe ce travail qui va nous permettre d’élaborer de nouvelles 

structures analogues de la L-arginine à partir du concept de bioisostérisme. Le degré 

d’inhibition de ces molécules vis-à-vis de l’oxyde nitrique synthase neuronal (nNOS) 

sera évalué théoriquement par le biais du docking. Cette enzyme est responsable de la 

formation de l’oxyde nitrique (NO).  
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Un déséquilibre de la production de NO participe à l'apparition et au développement de 

pathologies neurologiques et cardiaques et engendre également certains troubles du 

métabolisme ou des processus inflammatoires [9]. Une surproduction de NO implique 

des maladies neuro-dégénératives et l'ischémie cérébrale lors d’un dysfonctionnement 

de la nNOS.  

Le présent mémoire comporte trois parties : 

Le premier chapitre est présenté sous forme d’une revue bibliographique consacrée aux 

espèces oxygénées réactives (ROS), parmi elles  le monoxyde d’azote, suivie d'une 

description des trois isoformes de l’oxyde nitrique synthase (NOS) et des analogues de 

L-arginine. Il sera également question du concept de bioisostérisme. 

 

Dans le deuxième chapitre sera posé  le formalisme du docking moléculaire in silico par 

la description des algorithmes de «  searching » et des fonctions de « scoring ».  

 

Dans le dernier chapitre de ce travail seront exposés les résultats obtenus lors de l’étude 

in silico de l’inhibition de la nNOS par les molécules élaborées par nos soins. Les 

structures conçues dans le cadre de concept « bioisostérisme » sont employées comme 

ligands et le docking est réalisé par le logiciel libre Arguslab 4.01. L’énergie libre 

(ΔGbind) et les liaisons hydrogènes sont utilisées pour analyser les interactions entre 

nos dérivés et le site actif de nNOS. L’évaluation de leur activité se fait par l’expression 

du IC50 déduit de la régression linéaire induite par des grandeurs expérimentales.  

  

 



 

 

 

 

Chapitre I: 

 

Aspects chimiques de NO et 

biochimiquese la NOS 
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 I-1 GENERALITES : 

  

I-1-1 Stress oxydant : 
 

Dans l’ensemble de nos tissus sains les défenses anti-oxydantes sont capables de faire face et 

détruire les radicaux produits en excès. On dit que la balance antioxydants/po-oxydants est en 

équilibre. Mais dans certaines situations, en raison d’une surproduction radicalaire (tabac, 

alcool, pollution) ou d’une diminution des capacités anti-oxydantes, un déséquilibre entre 

production de radicaux libres et système de défense est à l’origine d’un état rédox altéré de la 

cellule appelé stress oxydatif [1]. Le stress oxydant sera aussi un des facteurs potentialisant la 

genèse de maladies plurifactorielles tels le diabète, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et 

les maladies cardiovasculaires. 

En cas de stress oxydatif une partie des radicaux échappent au système de contrôle et vont  

attaquer des cibles cellulaires.  
 

I-1-2 Espèces réactives de l’oxygène :  
 

Les espèces réactives de l’oxygène (ERO) regroupent l’ensemble des dérivés radicalaires de cet 

atome et également d’autres composés non-radicalaires. Elles sont très réactives même si leur 

temps de demi-vie est très court [2]. Elles interagissent avec les molécules environnantes de 

leur site de formation. Parmi ceux-ci, peuvent être cités les radicaux peroxyles (ROO), 

alcoxyles  (RO), superoxydes (O2
-) et hydroxyles (HO).  

A faible concentration, les ERO sont nécessaires dans de nombreux processus biochimiques 

tels que la signalisation intracellulaire [3], la différenciation cellulaire ou l’arrêt de croissance. 

Ils jouent également un rôle dans la défense immunitaire de l’organisme [4]. Cependant, s’ils 

sont présents en excès, ils vont attaquer certains constituants cellulaires, provoquant ainsi la 

peroxydation lipidique, l’altération de l’ADN ou encore la modification des protéines et des 

sucres [5]. Bien que toutes les espèces réactives de l’oxygène (ERO) ne soient pas des radicaux 

libres, elles restent  toxiques pour l’organisme. C’est le cas par exemple du peroxyde 

d’hydrogène (H2O2)  et l’acide hypochloreux (HOCl) qui, en se liant à d’autres composés 

peuvent devenir nocifs [6]. 
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I-1-3 Radicaux libres :  
 

Les radicaux libres (RL) sont des espèces chimiques indépendantes, atomes, molécules (ou 

leurs fragments), possédant un ou plusieurs électrons célibataires [7]. Cette propriété les rend 

réactifs et ils auront tendance à vouloir réagir avec d’autres molécules [1]. Les entités formées 

deviennent à leurs tours radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine. En toxicologie, 

les radicaux libres sont ceux qui existent dans un état libre et capables d’interagir avec 

différents cellules de tissus [8, 9, 10]. Ils peuvent être neutres, chargés positivement ou 

négativement. Leur réactivité est liée à la vitesse de réaction, à leur structure géométrique et à 

leurs propriétés orbitalaires [11]. 

Les radicaux libres (RL) sont produits naturellement par l’organisme mais de nombreux agents 

externes (tabac, pollution, produits chimiques…) favorisent leur accroissement. Tous ne sont 

pas toxiques, certains sont nécessaires au bon équilibre physiologique des organismes vivants, 

alors que d’autres peuvent agir comme signaux de transduction et de transcription génique [12, 

13].  

 

I-2 LE MONOXYDE D’AZOTE : 
 

Le monoxyde d’azote exerce des rôles physiologiques particulièrement importants chez les 

mammifères en tant que messager cellulaire et agent cytotoxique. Les pathologies liées à des 

dérèglements de la production de NO étant nombreuses, la recherche de nouveaux précurseurs 

de NO et d'inhibiteurs spécifiques de NOS constituent des enjeux pharmacologiques majeurs 

[14]. 

L’oxyde nitrique NO° est un composé radicalaire gazeux, de faible poids moléculaire, très 

diffusible à travers les parois cellulaire. En milieu aqueux, il a une demi-vie limitée à quelques 

secondes, de fait, il est rapidement converti en nitrite et nitrate, lesquels sont des produits 

stables de son métabolisme [15]. 

Le NO a été identifié vers 1980 par des chercheurs américains comme une molécule bioactive 

importante produite par les cellules des mammifères [16]. Cette découverte et les différents 

rôles que joue  le NO en tant que médiateur chimique impliqué dans des processus 

biochimiques majeurs a valu en 1998, le prix Nobel de Médecine à Furchgott, Ignarro et 

Murad.  
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I-2-1 Structure et propriétés physico-chimiques  de NO : 
 

Dans les conditions normales de température et de pression, le monoxyde d'azote (NO) est un 

gaz incolore à l'état pur. NO est un radical constitué de deux atomes, l’un d’azote et l’autre 

d’oxygène, liés entre eux par une  double liaison. 

 

 
 

Notre organisme est exposé à deux sources de monoxyde d’azote, l’une exogène prévenant de 

la pollution atmosphérique et des fumées de cigarettes et l’autre endogène  via la biosynthèse 

par voie enzymatique, ce sont les nitrique oxyde synthases qui produisent ce radical par 

catalyse de l’oxydation de la L-arginine en L-citrulline. Le NO a également une origine 

biologique, chez les microorganismes et les plantes ; le NO provient de la  réduction du nitrite 

(NO2
-) et du nitrate (NO3

-) par les nitrites réductases et les nitrates réductases.  

 

I-2-1-1 Propriétés  de NO : 
 

Sa solubilité dans l’eau est comparable à celle du monoxyde de carbone (CO) et de l’oxygène 

moléculaire (O2). La charge nulle du NO le rend soluble dans les solvants apolaires, ce qui 

facilite sa diffusion au travers des membranes cellulaires. Le NO porte un électron célibataire 

lui permettant de réagir avec de nombreux composés radicalaires comme l’ion superoxide et de 

générer des peroxynitrites. Il possède également une très grande réactivité chimique avec 

d’autres radicaux libres et métaux de transition [17, 18]. 
 

I-2-1-2 Réactions avec l’oxygène moléculaire : 
 

En solution aqueuse et en présence d’oxygène moléculaire, le radical NO peut générer plusieurs 

espèces chimiques (NO2, N2O3, N2O4). Toutefois, le NO est essentiellement dégradé en nitrites 

(NO2
−) avec une proportion de nitrates (NO3

−) d’environ 2%. Dans ces conditions, la demi-vie 

du NO est inversement proportionnelle à sa concentration [19]. 
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I-2-1-3 Réaction avec les métaux de transition : 
 

Le NO peut se lier à des sites de coordination libre dans des complexes métalliques comme le 

manganèse, le cuivre ou le fer, et former des complexes métalliques nitrosés, par oxydation ou 

réduction directe des centres métalliques. Les cibles privilégiées de NO sont les 

métalloprotéines, qu’elles renferment ou non un noyau héminique. Il présente une grande 

affinité pour le fer ferreux avec lequel il se lie de façon réversible selon le schéma suivant : 

 

 
 

Cette interaction peut conduire à l’activation ou à l’inhibition de l’activité enzymatique de la 

métalloprotéine. 

 

I-2-1-4 Réaction avec le radical superoxyde : 

  

In vivo, la réaction entre le radical NO• et le radical O2
−• conduit à la formation de 

peroxynitrite. Certains composants nés de l’interaction de NO• avec O2
−• ont des propriétés 

oxydantes. Cette réaction est à l’origine des effets néfastes de NO. 

NO + O2 ONOO-

+H+

ONOOH

NO3
- + H+NO2 + OH

+ CO2
ONOOC

O

O-

CO3
- + NO2 CO2 + NO3

-
 

 

 

Figure I.1 : Formation et décomposition de l’ion peroxynitrite 
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I-2-2 Biosynthèse de NO : 
 

Le NO constitue le premier exemple de gaz reconnu comme messager biologique. Il est généré 

par une famille d’enzyme, les NO synthase (NOS, EC 1.14.13.39). Ces dernières vont jouer le 

rôle de catalyseur dans l’oxydation de la L-Arginine en L-citrulline [20]. Cette réaction sera 

suivie d’un dégagement de NO. 

La biosynthèse du NO nécessite de nombreux cofacteurs qui sont : la nicotinamide adénine 

dinucléotide phosphate (NADPH), l’oxygène (O2), la tétrahydrobioptérine (BH4), le noyau 

hème (protoporphyrine IX de Fer),  la flavine mononucléotide (FMN) et la flavine adénine 

dinucléotide (FAD) [21]. La L-arginine (L-arg) est tout d’abord hydroxylée en N-hydroxy L-

arginine (NOHA) en présence d’O2 et de NADPH [22]. Cet intermédiaire est ensuite oxydé en 

L-citrulline (L-cit) par la réduction du NADPH induisant la libération de NO.  

 

 
 

Figure I.2 : La réaction de synthèse du NO• à partir de la L-Arginine [23]. 

 

Le NO peut être produit par les cellules endothéliales, les cardiomyocytes, le foie, le cerveau, 

les cellules musculaires, les macrophages, les plaquettes et le système nerveux périphérique 

[24] à partir de l'arginine et de l'oxygène, sous le contrôle enzymatique  de la famille des 

synthases du monoxyde d’azote (NOS) [25]. Il existe trois isoformes principaux de NOS, qui 

proviennent de 3 types de gènes différents : la NOS neuronale (nNOS), la NOS endothéliale 

(eNOS),  et  la  NOS inductible  (iNOS)  [26].  La  formation  de  NO diffère  au  gré  de  l’isoforme 

activé et provoque des effets différents selon le tissu impliqué.  
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I-3 STRUCTURE GENERALE DE NOS : 

 

Les NOS de mammifères ont toutes la même structure. Elles sont actives sous forme de 

dimères, chaque monomère étant constitué d’un domaine réductase et d’un domaine oxygénase 

(Figure I.3). 

 
 

Figure I.3 : Représentation schématique  d’un monomère de NO-synthase (adapté de la page 

internet de S. Daff, http://ch-www.st-andrews.ac.uk/eastchem/profiles/ed/daff.html). 

 

I-3-1 Le domaine réductase (NOSréd) :  
 

Ce domaine représente la partie C-terminale de la NOS. Il possède différents sites de fixation 

(FMN,  FAD, NADPH) et assure le transfert des électrons via le NADPH, vers le domaine 

oxygénase où se situe le site catalytique [27, 28, 29, 30]. 
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Figure I.4 : Cofacteurs du domaine réductase des NOS. 

 

I-3-2 Le domaine oxygénase (NOSox) :  
 

Le domaine oxygénase correspond à la partie N-terminale de la NOS. Il contient le site 

catalytique qui, lui est constitué de l’hème (une protoporphyrine de type IX avec un atome de 

fer au centre), du substrat L-arginine et du cofacteur (6R)-5,6,7,8-tétrahydrobioptérine (H4B). 

L’hème est ancré dans la protéine par une cystéine qui sert de ligand proximal au fer [31, 32]. 

  

 
 

Figure I.5 : Cofacteurs du domaine oxygénase des NOS. 
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I-3-3 L’interdomaine : 
 

 NOSréd et  NOSoxy sont reliées par un domaine d’une trentaine d’acides aminés permettant la 

fixation de la calmoduline (CaM) [33, 34] (Figure I.3). Cette petite protéine est un senseur 

(capteur, détecteur) de Ca2+ lorsque la concentration de ce dernier est suffisante. La fixation de 

la calmoduline à l’interdomaine permet le transfert des électrons de NOSréd à NOSoxy [35, 36]. 

 

I-3-4 Les dimères de NOS : 
 

Pour la biosynthèse de NO, les NOS sont actives sous forme de dimères [37, 38]. La surface de 

dimérisation se situe au niveau de chacun des deux domaines oxygénases, avec en particulier 

une structure en lasso hélicoïdal qui interagit avec les cofacteurs H4B  et  les  extrémités  N-

terminales en forme de crochet de chaque monomère [39, 40]. La présence de l’hème dans 

chaque monomère est nécessaire à la dimérisation [41, 42], alors que celle du cofacteur H4B et 

du substrat L-Arg la facilite et bloque l’enzyme dans sa conformation dimérique [43, 44]. 

 

 

 
 

Figure I.6 : Représentation de la structure en dimère des monomères oxygénase. 
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Le transfert des électrons du domaine réductase au domaine oxygénase se fait 

préférentiellement de manière croisée (Figure I.7), c’est-à-dire que NOSréd du monomère (1) 

transfère ses électrons à NOSoxy du  monomère  (2),  et  que  NOSréd (2) donne ses électrons à 

NOSoxy (1) [45]. 

 

 
Figure I.7 : Illustration du transfert d’électrons croisé  au sein d’un dimère de NOS.  

 

I-3-5 Structure du site actif : 
 

 La dimérisation des domaines oxygénases des NOS permet de créer une cavité de 10 Å × 15 Å 

environ pour le site actif au bout d’un canal d’accès qui débouche à la surface de la protéine au 

niveau de l’interface de dimérisation [28, 29]. La faible longueur du canal d’accès (seulement 

30 Å environ) permet une bonne accessibilité du site actif pour le substrat mais aussi pour de 

nombreuses autres molécules ou ligands. 

 

I-3-5-1 Position de l’hème : 

 

L’hème est fixé à la protéine principalement par le ligand cystéine, lui-même engagé dans une 

liaison hydrogène avec un tryptophane en interaction avec l’hème (Figure I.8). L’orientation 

de l’hème est telle que ses deux groupes propionates sont tournés du côté distal vers l’extérieur 

de la protéine et encadrent le canal d’accès au site actif. 
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I-3-5-2 Position du cofacteur H4B : 

 

Le site de fixation du cofacteur H4B se situe à l’interface entre les deux monomères de NOSox : 

la structure aromatique de H4B est prise en sandwich entre deux résidus aromatiques, le 

tryptophane (Trp467 dans la numérotation iNOS de souris) et phénylalanine (Phe470). La 

quasi-totalité des hétéro-atomes de H4B sont engagés dans des liaisons hydrogènes avec les 

chaînes latérales ou le squelette des résidus  environnants. L’interaction la plus importante est 

sans doute le réseau de liaisons hydrogènes qui relie le H4B à un propionate de l’hème, et par 

cet intermédiaire au substrat L-Arg (Figure I.8). 

 

I-3-5-3 Position de l‘arginine : 

 

Bien que la cavité du site actif soit largement ouverte sur le canal d’accès, la poche où se fixe le 

substrat est en fait assez petite et un important réseau de liaisons hydrogènes confine 

étroitement l’arginine dans une position précise. L’extrémité guanidinium de l’arginine est 

maintenue dans une position parallèle au plan de l’hème (légèrement décalée par rapport au 

fer), par trois liaisons hydrogènes, deux avec la chaîne latérale du glutamate Glu371 

(numérotation iNOS de souris) et une avec le groupe carbonyle du résidu tryptophane Trp366. 

Le guanidinium de l’arginine établit aussi une liaison hydrogène avec une molécule d’eau très 

conservée parmi les différentes structures de NOSox disponibles (Figure I.8(A)). 

Les structures de NOS obtenues en présence de NOHA [46, 47] ont montré que NOHA et L-

Arg sont positionnées pratiquement de la même manière dans le site actif. La différence la plus 

notable est la liaison hydrogène supplémentaire que le groupe OH de l’hydroxy-guanidinium  

établit avec le résidu Gly365. 
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Figure 8 : Représentations « de face » (A) et « de profil » (B) du site actif des NOS (PDB : 1NOD, 

numérotation : iNOS de souris) avec les principales liaisons hydrogène entre les résidus du site actif 

(gris), l’hème (orange), le substrat L-arginine (jaune) et  le cofacteur H4B (vert). Tous les résidus 

représentés appartiennent au même monomère sauf le résidu Phe470 (B) qui appartient au deuxième 

monomère. Les deux molécules d’eau (rouge) représentées dans la vue B se situent dans le canal 

d’accès au site actif [14]. 
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La stricte conservation des résidus impliqués dans le positionnement du substrat dans le site 

actif montre que l’emplacement précis de l’arginine au cœur de la poche du site actif des NOS 

joue un rôle prépondérant dans sa métabolisation en NOHA puis en NO. Des études par 

mutagenèse dirigée ont en particulier démontré que le résidu Glu592 (numérotation nNOS de 

rat) est absolument nécessaire à la reconnaissance et à la transformation de L-Arg par les NOS 

[48, 49]. Les résidus Val567 (orange), Tyr588 (rouge) et Arg596 se sont également révélés très 

importants pour l’activité catalytique des NOS [49, 50]. 

L’extrémité guanidinium de l’arginine est maintenue dans une position parallèle au plan de 

l’hème par deux liaisons hydrogène avec le Glu592 et une avec le Trp587 (numérotation de 

nNOS de rat), pendant que l’extrémité α-amino-acide est retenue par des liaisons hydrogène 

avec le Glu592, l’Asp597, le Gln478, le Tyr588 et avec un des propionates de l’hème (Figure 

I.9). 

 
 

 

Figure I.9: Positionnement de l’arginine dans le site actif des NOS (nNOS de rat), 

représentation des principales liaisons hydrogène entre les résidus du site actif (gris), l’hème 

(orange) et le substrat L-Arg (jaune) [14]. 
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I-4 DIFFERENTES ISOFORMES DES NOS : 

 

Les trois isoformes des NOS (nNOS, eNOS, iNOS) sont exprimés, régulés et distribués de 

façon différente dans plusieurs organes et types cellulaires (Tableau I.1) où ils régulent 

plusieurs fonctions physiologiques et pathologiques via leur production de NO.  
 

La forme neuronale des NOS (nNOS) est surtout exprimée dans les neurones où le NO dérivé 

agit comme neurotransmetteur dans les jonctions synaptiques [51]. La forme endothéliale des 

NOS (eNOS) est, comme son nom l'indique, presque exclusivement exprimée dans les cellules 

endothéliales où sa production de NO est impliquée dans la vasodilatation des vaisseaux 

sanguins. nNOS et eNOS sont exprimées de façon constitutive contrairement à la forme 

inductible des NOS (iNOS) qui n'est généralement pas exprimée en conditions basales dans la 

plupart des tissus. iNOS est surtout induite dans les cellules immunitaires où son NO a un rôle 

cytotoxique important et nécessaire pour la destruction des pathogènes [52]. 

Les trois isoformes catalysent une réaction d’oxydation menant à la production d’oxyde d’azote 

et de L-citrulline. Elles possèdent entre elles environ 60% d’homologie en acides aminés et 

leurs structures primaires sont semblables [53]. Elles sont caractérisées par des zones de haute 

similitude (domaine réductase en carboxy-terminal et un domaine oxygénase en amino-

terminal), des structures protéiques analogues, des mécanismes enzymatiques comparables et 

des sites de fixation aux mêmes cofacteurs (flavines, NADPH, protoporphyrine IX de fer, BH4 

et la calmoduline) et substrat (L-arginine) [54, 55, 56]. Cependant, elles diffèrent les unes des 

autres par leur dépendance au Ca2+, leur expression et leur activité [56]. Les rôles 

physiologiques et pathophysiologiques de chaque isoforme sont également distincts. 
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Caractéristiques Nnos Enos Inos 

Synonyme NOS-1 NOS-3 NOS-2 

Chromosome 12 7 17 

Poids moléculaire 
(kDa) 

1434 1202 1153 

Interactions 
Zn2+, BH4, 
CaM/Ca2+          
FAD, FMN, hème, 
Cavéoline-l/3,   
Hsp90,        
Domaines PDZ 

Zn2+, BH4, 
CaM/Ca2+ FAD, 
FMN, hème, 
Cavéoline-1/3,  
Hsp90 

Zn2+, BH4 
CaM/Ca2+ FAD, 
FMN, hème, 
Kalirin 

 

Modifications 
covalentes 

Phosphorylation Phosphorylation, 
Myristoylation 
Palmitoylation 

Phosphorylation

 

Dépendance au Ca2+ Oui Oui Non 

Production de NO + + +++ 

Principal lieu 
d’expression 

Neurones Cellules  
endothéliales 

Macrophages 

Tableau I.1 : Caractéristiques des isoformes de la NOS [57]. 

I-4-1 iNOS : 
 

Cette protéine est surtout exprimée dans des cellules impliquées dans les processus 

inflammatoires et ceux de défense contre les infections. Pour preuves, elle a été purifiée et 

clonée à partir de macrophages de souris activés par des extraits bactériens [55]. La structure de 

iNOS est similaire aux deux autres isoformes mais présente certaines différences au niveau de 

sa régulation. Même si sa liaison avec la CaM est nécessaire pour son activité, sa production en 
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NO est indépendante du niveau intracellulaire de Ca2+. Comme son nom l'indique, iNOS est 

une enzyme inductible qui n'est généralement pas exprimée en conditions basales dans tous les 

systèmes biologiques.  

 

Habituellement absente des tissus sains, iNOS est plutôt induite pendant l'inflammation où elle 

produit une grande quantité de NO qui peut avoir à la fois des effets physiologiques et 

pathologiques [55]. Effectivement, elle a été identifiée dans les vaisseaux de patients souffrant 

d’athérosclérose et la formation de péroxynitrite semble être à l’origine de la péroxydation des 

lipides et des dommages vasculaires [58].  

La protéine iNOS est exprimée seulement dans les macrophages, les leucocytes et les 

fibroblastes suite à une induction par des cytokines ou d’autres agents inflammatoires dans le 

seul but d’éliminer un agent délétère [53, 56, 59]. 

Chez l’humain, le gène codant pour la protéine iNOS est situé sur le chromosome 17 [60]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.10 : Nitric Oxide Synthase inductible (iNOS). 

 

I-4-2 eNOS : 

L’enzyme eNOS est exprimée de façon constitutive au niveau des cellules endothéliales et des 

plaquettes dont elle représente la source principale d’oxyde nitrique [56]. La dépendance de la 

eNOS  au  Ca2+ est responsable de la production faible et transitoire de NO qui ne dépasse 

généralement pas l'ordre du nanomolaire [61]. 

Isolée à partir de l’endothélium vasculaire, à l’origine, la protéine eNOS peut être aussi 

présente dans les cardiomyocytes, les plaquettes, les cellules mésangiales rénales, les cellules 
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osseuses et les neurones de l’hippocampe, [53, 55, 59]. L’un de ses rôles est de réguler la 

pression sanguine en favorisant la vasodilatation des artères et artérioles de la microcirculation 

en réponse à certaines hormones. En effet, il a été observé que l'inhibition génétique et 

pharmacologique de eNOS provoque l'hypertension chez la souris et chez le rat [62, 63] alors 

que les souris surexprimant eNOS sont hypotensives [64]. L'action de eNOS est également 

diminuée dans d'autres pathologies vasculaires comme l'athérosclérose, l'hypertension et la 

dysfonction respiratoire où la diminution de la production de NO contribuerait à leur étiologie 

[65]. 

 

Chez l’humain, le gène codant pour la transcription et la synthèse de la protéine eNOS est situé 

sur le chromosome 7 et il code pour 1203 acides aminés [55, 60].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.11 : Nitric Oxide Synthase endothéliale (eNOS). 

 

I-4-3 nNOS:  
 

nNOS, cette enzyme constitutive est la première des trois isoformes à avoir été purifiée et 

clonée. Elle est surtout exprimée dans les systèmes nerveux central et périphérique mais reste la 

principale NOS retrouvée dans les neurones où le NO agit comme neurotransmetteur dans les 

jonctions synaptiques. nNOS est également distribuée dans d’autres tissus, tel le muscle 

squelettique où elle produit de l’oxyde nitrique qui joue un rôle dans la contraction et la 

transmission neuromusculaire [55, 66]. Dans le cœur, la production de NO par nNOS régule la 

bradycardie autonome en favorisant la relâche d'acétylcholine par les neurones du nerf vague 

[67]. Comme eNOs, nNOS est activée de façon dépendante du calcium se fixant à la 
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calmoduline et produit de faible quantité de NO (nM) suite à une élévation de la  concentration 

intracellulaire de Ca2+.  

Chez l’humain, le gène codant pour l’enzyme nNOS est situé sur le chromosome 12 [55, 60]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Figure I.12 : Nitric Oxide Synthase neuronale (nNOS). 

 

I-5 INHIBITEURS DE LA NOS : 
 

La découverte de pathologies liées à un dérèglement de l’activité de  NOS constitue le point de 

départ de nombreuses études dont le but est de trouver des inhibiteurs spécifiques de cette 

enzyme [23, 68]. 

Plusieurs centaines d'inhibiteurs de NOS sont décrits dans la littérature et présentent différentes 

sélectivités pour chacune des isoformes. La définition de la sélectivité peut être basée sur 

différents critères, mais l'IC50 reste encore le meilleur moyen pour comparer la sélectivité d'un 

inhibiteur envers ses différentes cibles. De cette façon, il a été proposé qu'un inhibiteur qui a 

une sélectivité de moins de dix fois pour une enzyme 1 comparée à une enzyme 2 est considéré 

comme «non-sélectif» pour ses deux enzymes; une sélectivité entre dix et cinquante fois défini 

un inhibiteur comme étant «partiellement sélectif» pour l'enzyme 1 et finalement un inhibiteur 

est «sélectif» s'il possède une sélectivité de plus de cinquante fois pour l'enzyme 1 comparée à 

l'enzyme 2 [69].  

Trois grandes classes d’inhibiteurs ont été explorées. Les premiers sont des analogues de la L-

arginine, comme les guanidines substituées, les amidines, les amino-guanidines, les 
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isothiourées, (L-Nω-methylarginine, Nω-diméthylarginine,  L-Nω-nitroarginine,  L-Nω-

aminoarginine). Ils se positionnent dans le site de fixation du substrat et entrent en compétition 

avec lui [70, 71, 72, 73, 74]. Ces dérivés sont efficaces mais peu sélectifs. Ils sont surtout 

utilisés dans les études in vitro car in vivo, ils  peuvent  se  révéler  délétères  [75,  76,  77].  Les  

deuxièmes, qui sont des  analogues de H4B (le 4-amino-H4B,  le  H2B, les dérivés du 7-

nitroindazole) inhibent compétitivement le site de fixation de H4B [28 , 78].  

Enfin, les derniers proviennent d’un transfert d’électrons et inhibent la flavine  

(diphénylèneiodonium), la calmolduline (trifluoroperazine) ou bloquent la formation des 

dimères de NOS (imidazolopyrimidines) [79, 80]. 

 

 
 

Figure I.13 : Différents types d’inhibition de l’oxyde nitrique synthase 

  

I-5-1 Isostères : 
 

Le terme ‘isostère’ fut proposé en 1919 par Langmuir pour désigner des molécules similaires 

ou encore les ions ayant le même nombre d’atomes ou d’électrons de valences. Plus tard 

Friedman introduisit le terme ‘bioisostérisme’ pour caractériser des structures ayant des 

propriétés chimiques et/ou physiques similaires ou antagonistes [81]. Le mot bioisostère 
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qualifie les substituants ou les molécules qui ont des propriétés chimiques et physiques 

équivalentes et produisent des activités biologiques similaires [82].  

La recherche de bioisostères vise à améliorer l'activité pharmacologique des espèces chimiques 

ou à en réduire les effets toxiques. 

Plusieurs paramètres sont à prendre en considération lors du remplacement d’un groupe 

fonctionnel par un autre : le volume occupé par la fonction chimique, sa forme (angle de 

liaison, hybridation de l’atome), la distribution électronique (polarisation, effets inductifs, 

charge, dipôles), la lipophilicité et l’hydrophilicité, la réactivité chimique ainsi que le caractère 

donneur/accepteur de ponts hydrogènes. 

Les isostères se classent en deux catégories : 

 

v Les classiques qui se répartissent selon divers types: atomes et groupes univalents, bivalents, 

trivalents, les atomes tétravalents et les anneaux équivalents (-CH=CH-, =N-; -O-, -S-, -CH2-, -

NH-) (Tableau I.2) [83, 84]. 

 

Isostères classiques 

Type d’atome/groupe Exemple 

 

 

Univalent 

F et H 

NH2 et OH 

RSH et OH 

F, OH, NH2 et CH3 

Cl, Br, I, SH et OH 

Bivalent O, S, Se, C=C, C=N, C=O, C=S, CH2, NHR1R2; CO2R, 

COSR, COCH2R, CONHR 

Trivalent -N=, -P=, -CH= 

Tétravalent carbone sp3, Si, N+ 

Cycle équivalent 

 
 

 

 Tableau I.2 : Isostères classiques 
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v Les non-classiques qui sont des molécules avec un nombre d’atomes différents mais des 

propriétés semblables, comme par exemple l’acidité (pKa) similaire de deux fonctions 

chimiques différentes (Figure I.14). Eux-mêmes se devisent en deux groupes : 

 

1) Isostères cycliques et non cycliques 

2) Groupement bioisostérisme est échangeable dont propriétés d'éléments utilitaires discrets sont 

imitées (Figure I.15). 

 

 

 
 

Figure I.14 : pKa de deux fonctions chimiques 

 
 

Figure I.15 : Bioisteres de l’acide carboxylique. 

 

Le bioisostérisme est une approche qui fait référence à la capacité de groupements fonctionnels, 

présentant des similarités en termes de taille, de forme et de distribution électronique, à pouvoir 

être échangés sans altération majeure de l’activité biologique d’une entité chimique. 
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I-5-2 Analogue de la L-arginine : 

 

Un analogue d’une espèce chimique ne diffère de cette dernière que par la substitution d'un 

atome ou d'un groupe d'atomes par un autre. Il présente des propriétés physicochimiques et 

biologiques voisines de celle de la molécule de départ. Il peut résulter de l’application du 

concept de bioisostérisme.  

La recherche de composés analogues est réalisée dans le but d’améliorer les interactions des ces 

derniers avec les cibles afin d’augmenter l’activité, la sélectivité et l’amélioration de la 

pharmacocinétique. Ils doivent être faciles à synthétiser. Les techniques utilisées dans 

l’élaboration de ce genre de composés sont le changement d’un substituant par autre, 

l’extension de la molécule, l’allongement/raccourcissement de chaînes, l’agrandissement/ 

contraction de cycles, modification de la nature des cycles, l’accolement de cycles, la 

modification des isostéres et la simplification de structure moléculaire. 

L'arginine (Arg) est l’un des vingt principaux acides aminés naturels constitutifs des protéines. 

Elle se trouve sous sa forme chirale L-arginine. Son rayon de Van der Waals est égal à 148 Å. 

L'arginine fut isolée pour la première des plants de lupin en 1886 par le chimiste suisse Enst 

Schultze [85]. Elle est également dérivée de la guanidine, produite à partir du guano [86].  

La chaine latérale de l'arginine est constituée  de trois carbones aliphatiques (hors le carbone α) 

à l'extrémité desquels se trouve un groupement guanidinium. Ce dernier avec un pKa de 12.48 

[87] lui confère un caractère très basique [88]. Le cation guanidinium qui contient la fonction 

amidine joue un rôle important dans les interactions électrostatiques, accepteurs-donneurs de 

liaison H [89]. 

 

L'arginine est conditionnellement indispensable dans la synthèse du monoxyde d'azote, de la 

créatine (nutriment non indispensable mais substance essentielle au développement et au 

fonctionnement des muscles), de l'urée (comme un produit de dégradation de l'arginine) et de 

l'agmatine. 

Il existe différents types analogues de la L-arginine parmi lesquels les guanidines substituées, 

les amidines, les amino-guanidines, les isothiourées, (L-Nω-methylarginine, Nω-

diméthylarginine,  L-Nω-nitroarginine,  L-Nω-aminoarginine). 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
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Figure 16 : Structure de la L-arginine et quelques analogues. 
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II-1 MECANIQUE MOLECULAIRE : 
 

La chimie quantique est la détermination des différentes propriétés de la matière en utilisant 

comme base les principes de la mécanique quantique [1]. Elles sont basées sur les calculs de 

l’énergie des orbitales moléculaires (OM) dont la  complexité augmente rapidement avec le 

nombre d'électrons.  

La mécanique quantique n’étant pas appropriée  pour simuler les gros systèmes comme les 

protéines ou les phénomènes qui surviennent à l'état liquide sur de longues échelles de temps, 

la mécanique moléculaire devient alors une approche importante et constitue un outil de choix 

pour l'étude des biomolécules, entre autre. Méthode empirique,  elle s’appuie sur 

l’approximation de Born-Oppenheimer [2]. 

La mécanique moléculaire (MM) permet de minimiser l'énergie afin d'obtenir des 

conformations à basse énergie d’un  système moléculaire et de réduire des forces initiales trop 

grandes qui aboutiraient à une trajectoire aberrante [3].  

L’idée principale de cette méthode est d’établir par le choix des fonctions énergétiques et des 

paramètres qu’elles contiennent, un modèle mathématique qui représente aussi bien que 

possible les variations de l’énergie potentielle Up en fonction de la géométrie moléculaire [4].   

),...,2,1( nrrrfpU =
 

où : ir  représente le vecteur position de l'atome i. 

 

La mécanique moléculaire utilise deux approximations principales :  
 

Pour un grand nombre de cas, incluant la majorité des systèmes biomoléculaires, il est 

acceptable dans un premier temps d'ignorer la nature quantique des noyaux et supposer qu'ils 

se comportent comme des particules classiques mues par la loi de Newton  ܨ ሬሬሬ⃗ = ݉ܽ⃗ [2, 5]. 

Cela se traduit par l'utilisation de l'énergie cinétique classique et l'équation de Schrödinger (éq 

1) pour les noyaux : 

 

ቂ− ௛మ

଼గమ ∑ ଵ
௠೙ 

ெ
௡  ∇௡ 

ଶ + éܷ௟é௖൫ܴ௡ሬሬሬሬ⃗ ൯ ቃ Ψ௡൫ܴ௡ሬሬሬሬ⃗ ൯ = ௡ܷ௢௬௔௨௫Ψ௡൫ܴ௡ሬሬሬሬ⃗ ൯                                                   éq 1 
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devient : 

 

∑ ห௉೙ሬሬሬሬሬ⃗ ห
మ

ଶ௠೙

ெ
௡ + éܷ௟é൫ܴ௡ሬሬሬሬ⃗ ൯ = ௡ܷ௢௬௔௨௫൫ܴ௡ሬሬሬሬ⃗ ൯                                                                                     éq 2 

 

où   mn est la masse du noyau n,  Pn sa quantité de mouvement et Uélec la surface de Born-

Oppenheimer. 

Les noyaux se déplacent dans un potentiel effectif électronique donné par la surface de Born-

Oppenheimer Uélec. Comme il est beaucoup plus facile de résoudre un système d'équations 

différentielles ordinaires à conditions initiales qu'une équation aux valeurs propres, le 

problème est alors largement simplifié.  

En second lieu, l’équation de Schrödinger électronique est remplacée par une fonction 

d'énergie potentielle qui conserve le comportement de Uélec, mais s'exprime par une fonction 

directe empirique et paramétrique [2].  

II-2 LES INTERACTIONS INTERMOLECULAIRES : 
 

 

 

 

 

 

 

Les interactions qui régissent et stabilisent les structures tridimensionnelles des 

macromolécules sont généralement de diverses natures : 

· Types électrostatiques lorsqu’elles concernent les interactions de type dipôle / dipôle 

permanant d’une part et les ponts salins d’autre part. Ces derniers, correspondent aux 

interactions entre région chargées déterminées par les lois de l’électrostatique. A pH 

physiologique, les résidus chargés positivement sont les lysines, les arginines, certaines 

histidines et l’extrémité N terminale de la chaîne polypeptidique. Les résidus chargés 

négativement sont les aspartates, glutamates et l’extrémité C-terminale. 

· Types Van Der Waals lorsqu’elles se rapportent aux nuages électroniques de deux atomes 

adjacents conduisant à la présence d’une force attractive pour des distances de 3-4 A° (ces 

forces comprennent une composante attractive à longue portée [force de dispersion de 

London] et une composante répulsive à très courte portée). De par leur grand nombre, ces 

interactions jouent un rôle important dans la stabilisation des complexes et favorisent leur 

compacité. 
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Figure II.1 : Les forces de Van Der Vaals. 

 

· Types hydrogènes lorsqu’elles se forment de manière électrostatique entre un atome 

d’hydrogène(H), lié lui-même par covalence à un atome électronégatif (O, N, S) (donneur) et 

un atome électronégatif possédant une paire d’électrons non partagée (accepteur). Les liaisons 

hydrogènes sont plus fortes que les liaisons de Van der Waals ; leurs énergies sont estimées 

entre 3 et 9 kcal/mol. Les acides aminés polaires peuvent ainsi former des liaisons hydrogène 

entre eux ou avec des molécules d’eaux à très courte distance (0.8 à 2.8 A°). Les liaisons 

hydrogènes sont peu nombreuses et s’adaptent à la flexibilité (l’angle peut varie de 120° à 

180°). 

 

 
 

Figure II.2 : La liaison Hydrogène. 

 

Les liaisons hydrogènes habituelles sont :  
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· De types hydrophobes et de solvatations lorsque les molécules non polaires tendent à se 

rapprocher les unes des autres afin de limiter les contacts avec l’eau, et  créer entre elles des 

liaisons dites interactions non covalentes.  

Les acides aminés hydrophobes composants les protéines ont des chaînes latérales non 

chargées et non polaires ; il s’agit de l’alanine, la valine, la leucine, l’isoleucine, la proline, la 

phénylalanine, le tryptophane et la méthionine. De même que les interactions de van der 

Waals, les effets hydrophobes sont responsables de la densité à l’interface dans les 

assemblages macromoléculaires. 

 

II-3 MODELISATION MOLECULAIRE : 
 

 

La modélisation moléculaire est un domaine scientifique multidisciplinaire : elle exploite des 

lois de la chimie, de la physique et de la biologie dans des programmes informatiques 

spécifiques afin de déterminer la structure et les propriétés d’entités chimiques et 

biochimiques (protéines, acides nucléiques, complexes moléculaires, solides, cristaux etc.). Le 

but de cette approche est la compréhension ou la prédiction  des phénomènes auxquels 

s’intéressent ces disciplines [6]. 

La modélisation moléculaire permet de représenter le comportement des systèmes en 

simulant, à l’aide de fonctions semi-empiriques appropriées, les grandeurs réelles. Elle permet 

l’étude de systèmes beaucoup plus complexes qu’en mécanique quantique. Les différentes 

interactions des atomes entre eux et avec leur environnement sont décrits par un ’champ de 

force’. Il existe plusieurs méthodes pour modéliser le comportement d’une molécule et de son 

environnement : la minimisation d’énergie, la méthode de Monte Carlo (MC), la dynamique 

moléculaire (DM) [7]. 

La modélisation moléculaire s’est développée  grâce à l’évolution de l’informatique qui a 

permis l’intégration de concepts de chimie théorique dans les algorithmes et le développement 

de machines capable d’exécuter les lourds calculs numériques requis et de stocker les données 

générées [8, 9, 10]. Utilisées dans le domaine du Docking, ces applications potentielles 

permettent l’étude au niveau atomique d’interactions entre deux entités moléculaires. Elles 

visent la prédiction de l’agencement le plus probable de ces dernières en cherchant des 

orientations dans l’espace et des conformations qui favoriseraient la formation du complexe le 

plus stable [11]. 
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II-4 DOCKING MOLECULAIRE : 

 

Les interactions entre molécules sont à la base de la plupart des mécanismes biologiques, les 

identifier représente une étape importante dans la conception de composés pouvant être  

utilisés en thérapie. Cette information s'obtient directement par le docking (ancrage ou 

amarrage) qui est le nom donné aux simulations moléculaires dont lesquelles différentes 

approches sont combinées pour étudier les modes d’interaction entre deux molécules. Dans la 

plupart des cas, il s’agit d’un récepteur macromoléculaire et d’une petite molécule [11, 12].  

Le docking in silico rend possible l’identification des interactions qui existent dans l’entité 

constituée à partir d’une protéine et d’un ligand. Il vise à prédire le positionnement le plus 

probable en cherchant des orientations dans l’espace et des conformations qui favoriseraient la 

formation du complexe le plus stable [11] (Figure II.3). 

 

 
 

 

Figure II.3 : Représentation schématique d’un protocole de docking [13]. 

 



Chapitre II                                                                     Modélisation moléculaire et Docking  

- 30 - 
 

La plupart des programmes existants, essayent de déterminer la géométrie du complexe 

macromolécule-ligand. L'algorithme de base tient essentiellement en trois points :  

 

ü définir une géométrie du complexe  

ü évaluer la qualité de cette géométrie   

ü recommencer en classant les géométries 

 

Le docking moléculaire permet l’étude des interactions non-liantes intervenant lors de la 

formation de complexes tels que : les interactions électrostatiques, de Van Der Walls et les 

liaisons hydrogènes.  

Une simulation de Docking comprend essentiellement deux étapes le searching et le scoring. 

La première sert à trouver et sélectionner des géométries possibles pour le complexe en 

plaçant le ligand dans le site actif de la protéine. Elle est utile pour échantillonner les 

conformations, positions et orientations (poses) éventuelles, en ne retenant que celles qui 

représentent les modes d’interactions les plus favorables. Cette étape est le plus souvent 

exécuter de manière automatisée à l’aide d’algorithme de Docking, ce qui améliore la vitesse 

et précision des simulations. La seconde consiste à évaluer l’affinité entre le ligand et la 

protéine dans chacun des complexes sélectionnée lors de l’étape précédente. Cette tâche est 

accomplie par des outils informatiques nommés fonctions de score. Celles-ci évaluent d’abord 

les différentes contributions énergétiques pour la stabilisation des complexes protéine-ligand, 

et les ordonnent ensuite, pour permettre l’identification des modes d’interactions les plus 

probables [11, 14]. 

Pour faciliter les calculs, la majorité des logiciels de docking ne prennent en compte que la 

flexibilité du ligand, la protéine est considérée entité rigide. 

 

 

 

II-4-1 Searching: 
 

 

Il existe plusieurs méthodes de recherche de l’espace conformationnel, celles basées sur la 

complémentarité géométrique d’une part et celles fondées sur la complémentarité atomique 

d’autre part. Elles  utilisent différents algorithmes (Monté Carlo, recherche stochastique, 

exhaustive, construction incrémentale….etc) afin de trouver le meilleur positionnement du 

ligand au sein de la cavité enzymatique [15]. 
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II-4-1-1  Méthode de Monte Carlo :  

 

Dans sa forme la plus simple, le docking peut être réalisé manuellement, en utilisant un 

logiciel qui permet de manipuler les différents éléments du complexe. Cette approche peut se  

révéler efficace, pour peu qu’on dispose déjà d’informations réellement pertinentes sur le 

mode de liaison du  ligand.  Elle reste cependant risquée, car les expériences de diffraction de 

rayons X ont déjà prouvé que deux composés de structure très proche peuvent adopter des 

modes de liaison radicalement différents. La plupart du  temps, une procédure  informatique 

se révèle plus  impartiale que  le chercheur qui la met en œuvre et permet de mieux répondre à 

la multidimensionalité du problème, en considérant un plus grand nombre de possibilités [16]. 

Une simulation de type Monte Carlo repose sur la génération d’un nombre important de 

configurations selon un processus itératif, ainsi que sur l’utilisation de critères visant à 

accepter ou rejeter ces solutions. A chaque étape, une nouvelle hypothèse est générée en 

modifiant de manière  aléatoire les degrés de liberté liés à la position, à l’orientation et à la 

conformation du ligand. La pertinence de cette configuration est évaluée grâce à une fonction 

de score, par exemple une énergie d’interaction. Si la nouvelle solution se révèle plus efficace 

que l’ancienne (∆E < 0), elle est automatiquement acceptée et devient la nouvelle hypothèse 

de référence.  Dans le cas contraire, son acceptation dépend d’une probabilité calculée par 

analogie à une distribution de Maxwell-Boltzmann [16]. 

  

( ) ÷
ø
ö

ç
è
æ D-=D

RT
EEp exp

 

 

Un nombre aléatoire compris entre 0 et 1 est alors généré. S’il est compris dans la gamme de 

probabilité qui a été calculée, l’hypothèse est acceptée en tant que nouvelle référence. Dans le 

cas contraire, elle est définitivement rejetée. Cette règle de sélection est appelée « critère 

Metropolis ». Deux points importants peuvent être déduits de son expression :  

· plus la différence d’énergie entre deux configurations augmente, plus la probabilité 

d’acceptation diminue.  

· plus la température du système diminue, plus le critère de sélection se montre sévère. 
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II-4-1-2 Algorithmes évolutionnaires : 

 

Les algorithmes évolutionnaires (AE) sont des méthodes d'optimisation génériques et 

itératives, reposant sur un processus adaptatif similaire à celui de l'évolution naturelle. Ils sont 

classés, avec les réseaux de neurones et les systèmes à logique floue,  parmi les techniques 

d'intelligence artificielle. À l'inverse de la plupart des techniques d'optimisation, ils sont 

capables de gérer plusieurs solutions simultanément, regroupées dans une « population » 

(Figure II.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure II.5 : représentation schématique du cycle évolutionnaire d'un algorithme évolutionnaire. 

 

Cette population est exposée à une pression de sélection, implémentée dans une fonction 

objective (fonction de score) qui décrit le problème à optimiser et dans laquelle plusieurs 

degrés de liberté (ddl) interviennent. L'ensemble des degrés de liberté permettant de définir 

une solution appelé « génome ». 

La sélection des solutions les plus performantes d'après la fonction objective (appelées « 

parents ») est contrebalancée par la génération de nouvelles solutions « enfants », afin de 

maintenir la diversité de la population. Les enfants sont générés par modification du génome 

parental par des opérateurs, classés suivant le nombre de parents sur lesquels ils s'appliquent. 

Les opérateurs unaires sont appelés « mutations », les opérateurs binaires « recombinaisons ». 

Dans les AE Lamarckiens, une recherche locale supplémentaire est réalisée à proximité de 

tout génome nouvellement créé, de façon à ce que l'enfant correspondant se place dans un 
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minimum local pertinent. Une telle stratégie améliore sensiblement la recherche [17].  Cette 

astuce peut être vue comme des adaptations du phénotype introduites dans le génome. 

Une fois les enfants créés, ils prennent la place des plus mauvaises solutions de la population. 

Cette dernière est ensuite de nouveau exposée à la pression de sélection implémentée par la 

fonction objective, et l'évolution continue par une nouvelle itération (génération). Au fur et à 

mesure des générations, des solutions de mieux en mieux adaptées au problème décrit par la 

fonction objective émergent. Ces étapes se poursuivent jusqu'à convergence de la population, 

ou après un nombre déterminé de générations. Appliquée au problème du docking, cette 

dernière cherche à décrire les interactions entre le ligand et le récepteur, et contient les degrés 

de liberté correspondant aux positions, orientations et conformations du ligand et du 

récepteur. 

 

II-4-2 Scoring: 
 

Une fois, le ligand placé dans le site actif du récepteur, une scoring function est appliquée 

pour identifier la meilleure conformation du complexe. Représentant le résultat de la 

prédiction de l’interaction protéine-ligand, elle est estimée à partir de diverses méthodes [18] 

et s’obtient par le calcul de l’énergie libre du complexe formé.  

Les fonctions de score se classent en quatre familles : les empiriques, les knowledge-based, 

celles reposant sur des champs de force et celles basées sur des consensus. 

 

II-4-2-1 Fonctions de score empiriques : 

 

L’idée principale des fonctions de score empiriques est qu’on peut interpréter l’énergie 

d’interaction d’un  complexe  récepteur-ligand  comme  une  sommation  d’interactions 

chimiques  localisées [19]. 

Les fonctions objectives empiriques somment en les pondérant des termes décrivant les 

différents    types    d'interactions    moléculaires,    comme   les    liaisons    hydrogène,    les  

interactions  ioniques ou de Van der Waals [20, 21].  La pondération est généralement 

optimisée grâce à une base de données de complexes dont les structures et les énergies libres 

de liaisons sont connues.  
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II-4-2-2 Fonctions de score knowledge-based: 

 

Ces fonctions proviennent de l’analyse des structures tridimensionnelles de complexes ligand-

protéine déterminés de manière expérimentale. Des règles définissant la géométrie 

préférentielle des interactions sont déduites de ces structures grâce à des moyens statistiques. 

Cette alternative aux fonctions empiriques est plus tolérante quant aux interactions présentes 

au sein du complexe et leurs expressions sont moins strictes [22, 23, 24, 25, 26]. 

Ces fonctions proviennent de l’analyse des structures tridimensionnelles de complexes ligand-

protéine déterminés de manière expérimentale. Des règles définissant la géométrie 

préférentielle des interactions sont déduites de ces structures grâce à des moyens statistiques. 

Cette alternative aux fonctions empiriques est plus tolérante quant aux interactions présentes 

au sein du complexe et leurs expressions sont moins strictes. 

 

II-4-2-3 Fonction de score se basant sur les champs de force : 

 

 

 

 

Le champ de force est une fonction mathématique qui exprime l’énergie d’un système par la 

somme de divers termes issus de la mécanique moléculaire.  Grâce aux résultats des travaux 

de Kuntz de l’université de Californie [27], et ceux des groupes de recherche de Shoichet [28] 

et Abagyn [29] que le champ de force peut être utilisé comme fonction de score dans le calcul 

de l’énergie libre d’un système. 

Ce type de fonction de score est similaire aux fonctions de score empiriques du fait que les 

deux évaluent l’énergie libre d’un complexe récepteur-ligand par addition des diverses 

contributions individuelles de chaque type d’interactions. La fonction de score « champ de 

force » [30] quantifie en général cette somme en deux termes, l’énergie d’interactions entre le 

récepteur et le ligand (interactions intermoléculaires) et l’énergie interne du ligand. 

 

II-4-2-4 Fonctions de score consensus :  

 

Ces fonctions consensus [31, 32], combinent les informations obtenues à partir des différents 

scores, afin de compenser les insuffisances des autres fonctions de score. Plusieurs études ont 

montré que les énergies libres des complexes sont performées par ces fonctions, ainsi les 

interactions protéine-ligand  mieux que les fonctions individuelles [32, 33, 34]. Un exemple 
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de fonction de score consensus est X-CSCORE [35] qui combine un PMF [36, 37, 38], et 

ChemScore [39]. 

Aucune fonction objective n'est parfaite, mais l'utilisation combinée de plusieurs d'entre elles 

permet de réduire considérablement les modes d'interactions irréalistes qui peuvent avoir une 

énergie favorable selon l'une ou l'autre [40]. 

ArgusLab (http://www.ArgusLab.com) se base sur une description géométrique du système 

protéine-ligand. Le ligand flexible va subir plusieurs translations suivies de rotations pour 

trouver sa position optimale dans le site actif de la protéine qui est considéré rigide. Dans 

cette approche, l’évaluation de l’énergie du système protéine-ligand doit être calculée après 

chaque combinaison de translation-rotation du ligand. 

Avec le code ArgusLab, [41] les conformations sont classées selon leurs énergies croissante 

par « Ascore » formulée à partir de l’équation suivante : 

ΔGliaison =  ΔGvdw + ΔGhydrophobique + ΔGliaison-H + ΔGliaison-H(chg) + ΔGdéformation + ΔG0 

 

ΔGvdw =  CVDW xVDW 

ΔGhydrophobique =  Chydrophobique x HP 

ΔGliaison-H =  Cliaison-H x HB 

ΔGliaison-H(chg-chg & chg-neutre) =  Cliaison-H(chg)  x HB 

ΔGdéformation =  Crotation  x RT 

ΔG0 =  Crégression 

 



 

 

 

 

Chapitre III: 

 

Résultats et discussion 
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III-1 INTRODUCTION : 

La recherche de nouvelles molécules qui pourraient avoir un caractère inhibiteur vis-à-vis de 

nNOS, est basée sur la notion de bioisostérisme. L’évaluation de l’activité inhibitrice 

(théorique) de ces nouvelles molécules envers la nNOS, nécessite le calcul des IC50. La 

détermination de ce paramètre passe par la corrélation qui existe entre ΔGbind estimées par 

Arguslab 4.01 et les valeurs correspondantes des IC50 des analogues d’arginine synthétisés et 

testés in vitro par Erik et son équipe [1]. 

 

III-2 CHOIX DE LA PDB : 
 

Afin de réaliser un docking où le root mean squar deviatiuon (RMSD) est inférieur à deux, 

dix complexes sont tirés de la banque de donnée (www.PDB.org). 

Les calculs sont effectués par le bais de deux algorithmes Argus dock et Gad dock 

appartenant au code ArgusLab 4.01. Chacun des deux diffèrent de l’autre par la manière de 

chercher le meilleur positionnement du ligand au sein du site actif de la macromolécule. 

D’après les résultats obtenus (Tableau III.1), le RMSD qui correspond au critère est celui 

trouvé avec l’entrée 1LZZ et le docking de type Gad Dock. 

Afin de confirmer le choix de 1LZZ, le redocking dans les mêmes conditions opératoires a 
été refait dix fois pour le ligand natif de cette structure. 

 

Figure III.1 : Redocking de la N-isopropyl-N’-hydroxyguanidine (IHG) dans la nNOS(1LZZ) 
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Complexe 
RMSD (A°) 

Argus 
dock 

Gad dock 

 

1K2R : structure of rat brain nNOSheme domain  
complexed with NG-nitro-L-arginine (NRG) 
 

 

> 2 

 

>2 

 

1K2S :complexed with NG-allyl-L-arginine (ARV) 
 

> 2 

 

> 2 
 

1ZZQ :complexed with L-N(omega)-nitroarginine-
(4R)amino-L proline amide bound (DP9)  

 

> 2 

 

> 2 

 

2HX3 :complexed with (4S)-N-{4-amino-5-[(2-
aminoethyl)hydroxyamino]-pentyl}-N’-nitroguanidine 
(3HX)  

 

> 2 

 

> 2 

 

3Q9A : structure of neuronal nitric axide synthase in the 
ferric state in complex with N-5-[2-(ethylsulfanyl) 
ethanimidoyl]-L-ornithine (JM7) 

 

> 2 

 

> 2 

 

1LZX : rat neuronal NOS hemedomainwith NG-hydroxy-
L-arginine (HAR) 

 

> 2 

 

> 2 

 

1LZZ : rat neuronal NOS hemedomainwith N-isopropyl-
N’-hydroxyguanidinebound (IHG) 

 

> 2 

 

<2 

 

1P6I : rat neuronal NOS heme domain with (4S)-N-(4-
amino-5-[aminoethyl]aminopentyl)-N’-nitroguanidine 
bound(DP3) 

 

> 2 

 

> 2 

 

1RS7 : rat neuronal NOS hemedomainwith D-
phenylalanine –D-nitroarginine amide bound (D7P) 

 

> 2 

 

> 2 

 

3JWT : structure of rat neuronal nitric oxide synthase heme 
domain complexed with 6-(((3R,4R)-4-(2-(3-
flurophenethyamino)ethoxy)pyrrolidin-3-yl) 
methyl)pyridine-2-amine  

 

> 2 

 

> 2 

 

Tableau III.1 : Valeurs du RMSD pour les PDB en fonction de types de docking.  
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   III-3 SITE ACTIF DE LA 1LZZ : 

 

Le site Le site actif de l’entrée 1LZZ (rat brain neuronal NOS) est constitué d’acides aminés 

se trouvant à une distance de 3 A° du ligand d’origine qui est le N-isopropyl-N’-

hydroxyguanidine (IHG) (Tableau III.2), (Figure III.2). 

 

Résidu Structure 

 

Cofacteur protoporphyrine 

(750HEM) 

 

Glutamate 

(592GLU) 

 

 

Phénylalanine 

(584PHE) 

 

 

Proline 

(565PRO) 

 

Sérine 

(585SER) 
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Tryptophane 

(587TRP) 

 

Tyrosine 

(588TYR) 

 

Valine 

(567VAL) 

 

Glycine 

(586GLY) 
 

Glutamine 

(478GLN) 

 

alanine 

(566ALA) 

  

Méthionine 

(589MET) 

 

Eau 

H2O 
 

 

Tableau III.2 : différents résidus du site actif de la nNOS (PDB : 1LZZ). 
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Figure III.2 : Représentation du site actif de la n NOS (PDB : 1LZZ). 
 

III-4 CORRELATION ΔGbind/IC50: 
 

La relation entre IC50  et ΔGbind des composes de référence, établie par la technique de 

régression linéaire, donne l’équation qui servira à prédire les IC50 des molécules élaborées à 

partir du concept de bioisostérisme. Deux formules sont proposées,  une pour les molécules 

pourvues d’un groupement OH terminal (01) et l’autre pour celles possédant un NH2 terminal 

(02). 

IC50  = 1862.810 +220.659 ΔGbind              (R2 = 0.9560)              (01) 

IC50  = 147.35 +15.45ΔGbind                    (R2 = 0.7195)                   (02) 
 

Les valeurs des différentes variables qui ont contribué à la corrélation sont rapportées dans 

les Tableaux III.3 et III.4. 
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Tableau III.3 : Valeurs corrélation ΔGbind/IC50 (01). 

 

 

 

Figure 03 :                                            Figure III.3 : Courbe de corrélation  

                                                             ΔGbind/IC50  (01). 

 

 

 
Structure 

 
Nomenclature 

 
IC50 exp (µM) 

 

 
ΔGbind (kcal/mol) 

 

 
1-((4S, 6S)-4-

amino-6,9-
dihydroxynonyl)-3-

nitroguanidine 

 
 

255 

 
 

-7.4185 

 

 
1-((4S, 6R)-4-

amino-6,9-
dihydroxynonyl)-3-

nitroguanidine 

 
 
 

490 

 
 
 

-6.2517 

 

 
1-((4S, 6R)-4-

amino-6,8-
dihydroxyoctyl)-3-

nitroguanidine 

 
 
 

106 

 
 
 

-8.03091 

 

 
1-((4S, 6S)-4-

amino-6,8-
dihydroxyoctyl)-3-

nitroguanidine 

 
 
 

168 

 
 
 

-7.44904 
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Tableau III.4 : Valeurs corrélation ΔGbind/IC50 (02). 

 

 

 

 

 
Structure 

 
Nomenclature 

 
IC50 
exp(µM) 

 

 
ΔGbind (kcal/mol) 

 
1-((4S, 6S)-4,9-

diamino-6-
hydroxynonyl)-3-

nitroguanidine 

 
 
 

23.5 

 
 
 

-8.35655 

 
1-((4S, 6R)-4,9-

diamino-6-
hydroxynonyl)-3-

nitroguanidine 

 
 
 

6.8 

 
 
 

-9.12617 

 

 
1-((4S, 6S)-4,8-

diamino-6-
hydroxyoctyl)-3-
nitroguanidine 

 
 
 
 

2.4 

 
 
 
 

-9.41184 

 

 
 

1-((4S, 6R)-4,8-
diamino-6-

hydroxyoctyl)-3-
nitroguanidine 

 
 
 
 

9.4 

 
 
 
 

-8.50966 
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III-5 ELABORATION DE NOUVELLES STRUCTURES : 
 

Dans le cadre de cette étude le choix de la molécule référence s’est porté sur le composé (1-

((4S, 6S)-4,8-diamino-6-hydroxyoctyl)-3-nitroguanidine) parce que ce dernier possède 

l’inhibition la plus importante [1]. La conception de nouvelles structures va se faire par une 

substitution où le groupement NH2 terminal est remplacé par les bioisostères correspondants. 

 

 
Molécule référence  

 
Bioisostère 

 
Nomenclature de nouvelles 

structures 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
(A) 

R = H 

 
1-((4S,6S)-6-amino-4-hydroxy-9-(3-
nitroguanidino)nonylcarbamicacid 
 

 
(B) 

R=CH3 

 
Methyl(4S,6S)-6-amino-4-hydroxy-9-
(3-nitroguanidino)nonylcarbamate 
 

 
(C) 

R=CH2CH
3 

 
N-((4S,6S)-6-amino-4-hydroxy-9-
(nitroguanidino)nonyl)butyramide 
 

 
 
 

 

 
(D) 

R=H 

 
(4S,6S)-6-amino-4-hydroxy-9-(3-
nitroguanidino)nonylsulfurous acid 
 

 
(E) 

R=CH3 

 
methyl-6-amino-4-hydroxy-9-(3-
nitroguanidino)nonylsulfite 
 

Figure III.4 : Courbe de corrélation 
ΔGbind/IC50 (02) 
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(F) 
R= 

CH2CH3 

 
ethyl-6-amino-4-hydroxy-9-(3-
nitroguanidino)nonyl 

 
-NHCN 

 
(G) 

 
1-((4S,6S)-4-amino-9-cyanamido-6-
hydroxynonyl)-3-nitroguanidine 
 

 
-CH(CN)2 

 
(H) 

 
1-((4S,6S)-4-amino-10,10-dicyano-6-
hydroxydecyl)-3-nitroguanidine 
 

 
-CH3 

 
(I) 

 
1-((4S,6S)-4-amino-6-hydroxydecyl)-
3-nitroguanidine 
 

 
-Cl 

 
(J) 

 
1-((4S,6S)-4-amino-9-chloro-6-
hydroxynonyl)-3-nitroguanidine 
 

 
-F 

 
(K) 

1-((4S,6S)-4-amino-9-fluoro-6-
hydroxynonyl)-3-nitroguanidine 
 

 

Tableau III.5: Structures de molécules proposées. 
 

 

III-6 CALCUL DES VALEURS DES IC50 THEORIQUES : 
 

Après  une  optimisation  de  géométrie  avec  le  champ  de  force  UFF  (universal force Field), 

tous les ligands sont soumis à un docking dans le site actif de la nitrique oxyde synthase 

neuronale (nNOS). L’énergie du complexe (ΔG) est déterminée par la fonction de score et 

l’utilisation des deux équations de régression linéaire introduites précédemment, ont permis 

de déduire le IC50 de nos molécules. Tous les résultats sont exprimés dans les deux tableaux 

(Tableau III.6 et Tableau III.7) 
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Molécule ΔG  (kcal/mol) IC50 théo (µM) 

A -7.03019 311,533 

B -7.46301 216,029 

C -7.77650 146,854 

E -6.97988 322,636 

F -6.88975 342,524 

H -6.30506 471,542 

 

Tableau III.6 : Correspondance IC50 théorique/nouvelles structures (01). 

  

Molécule ΔG  (kcal/mol) IC50 théo (µM) 

D -9.07133 7,198 

G -8.62496 14,094 

I -9.44735 1.388 

J   -9.01940 8.0003 

K -8.27217 19.545 

 

Tableau III.7 : Correspondance IC50 théorique/nouvelles structures (02). 
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III-7 INTERACTIONS LIGANDS-ILZZ : 
 

III-7-1 Complexes (A, B, C)-1LZZ : 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III.5 : Positionnement des molécules (A, B, C)  dans le site actif de la 1LZZ 
  

 

Dans les trois complexes, le ligand est orienté de la même manière au sein du site actif de 

l’enzyme.  

Du point de vue énergétique, la molécule C forme le complexe le plus stable avec un ΔG 

égale à  -7.77650 kcal/mol. Elle présent donc un caractère inhibiteur plus propondérant par 

rapport aux deux autres composés A et B.  

 

III-7-1-1 Complexe A-1LZZ : 

 

Dans les complexes A-1LZZ et B-1LZZ, des liaisons hydrogènes sont établies, quatre pour le 

premier et trois pour le second. Les principaux acides aminés responsables de la formation de 

ces interactions sont présentés dans les Tableaux III.8 et III.9 et schématisées sur la Figure 

III.6.  
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Atom
e du 

ligand 

Résidu Type 
d’interactio

n 

Distance 
(A°) 

N 567VA
L 

Polaire 1.79199
9 

N 584PHE Polaire 2.39671
9 

C 584PHE Polaire 1.82754
5 

 

Tableau III.8 : Liaisons hydrogènes dans                  Tableau III.9 : Principales interactions dans 

             le complexe A-1LZZ                                                                 le complexe A-1LZZ 

 

 

 

 

 

 

  

Figure III.6: Représentation des principales liaisons hydrogènes (1) et interactions 
hydrophobiques et polaires (2) entre les résidus du site actif et la molécule A. 

 

III-7-1-2 Complexe B-1LZZ : 

 

Le ligand B forme trois liaisons hydrogènes dont deux par le biais du groupement hydroxyle. 

La   troisième  est  la  plus  longue  formée  à  partir  du  groupement  NH.  La  stabilité  de  ce  

complexe est aussi due aux interactions polaires et une hydrophobique. L’hème joue un rôle 

important dans la formation de ces interactions (Tableau III.10 et Tableau III.11) (Figure 

III.7). 

Atome du 
ligand 

Résidu Distance 
(A°) 

NH 584PHE 2.938352 

NH 592GLU 2.880506 

OH 566ALA 2.968226 

OH 478GLN 2.025519 
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Atom
e du 

ligand

Résidu Type 
d’interaction 

Distanc
e (A°) 

N 750HE
M 

Polaire 1.95819
1 

C 750HE
M 

Polaire 2.43781
2 

C 750HE
M 

Hydrophobiqu
e 

2.68079
6 

C 584PHE Polaire 2.09434
7 

C 565PRO Polaire 2.16869
5 

 

Tableau III.10 : Liaisons hydrogènes dans             Tableau III.11 : Principales interactions dans 

            le complexe B-1LZZ                                                              le complexe B-1LZZ 

 

Figure III.7: Représentation des principales liaisons hydrogènes (1) et interactions 
hydrophobiques et polaires (2) entre les résidus du site actif et la molécule B. 

Atome du 
ligand 

Résidu Distance 
(A°) 

 OH 592GLU 2.712910 

OH 587TRP 2.238320 

NH 586GLY 2.862501 
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III-7-1-3 Complexe C-1LZZ : 

 

 La molécule C établit avec l’enzyme cinq liaisons hydrogènes, dont deux avec le GLU, deux 

autres avec le TRP et une avec le PRO (Tableau III.12) (Figure III.8). 

D’autres interactions sont mises en jeu lors de la formation des complexes moléculaires (A, 

B, C)-1LZZ. Elles  sont de type  polaire et hydrophobe.  

 
 

Atom
e du 

ligand 

Résidu Types 
d’interaction 

Distance 
(A°) 

N 750HE
M 

Polaire 2.29725
7 

C 565PRO Hydrophobiqu
e 

2.49871
4 

C 567VA
L 

Polaire 2.04729
7 

 

Tableau III.12 : Liaisons hydrogènes dans             Tableau III.13 : Principales interactions dans    

              le complexe C-1LZZ                                                         le complexe C-1LZZ 

 
 

Figure III.8: Représentation des principales liaisons hydrogènes (1) et interactions 
hydrophobiques et polaires (2) entre les résidus du site actif et la molécule C. 

Atome du 
ligand 

Résidu Distance 
(A°) 

 OH 592GLU 2.690354 

NH 592GLU 2.825165 

NH 565PRO 2.132061 

NO 587TRP 2.226332 

NO 587TRP 2.953060 
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III-7-2 Complexes (D, E, F)-1LZZ : 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III.9 : Positionnement des molécules (D, E, F) dans le site actif de la 1LZZ. 
 

La molécule D (-9.07133 kcal/mol) forme le complexe le plus stable par rapport à ces 

homologues E et F (-6,97988 kcal/mol et -6,88975 kcal/mol respectivement).   

Le  réseau  des  liaisons  hydrogènes  établies  lors  de  la  formation  de  ces  trois  complexes  est  

représenté dans les Tableaux III.14, III.16 et III.18 et schématisé sur les Figures III.10, 

III.11 et III.12. 

 

III-7-2-1 Complexe D-1LZZ : 

 

L’hème de la nNOS et le groupement OH de la molécule D forment une liaison hydrogène à 

une distance de 2,92 A°. Cette dernière ne se trouve pas dans les deux autres complexes. 

La formation de ce complexe est aussi assurée par deux interactions polaires avec l’acide 

aminé PRO et une hydrophobique avec VAL. Dans le Tableau III.15  et la Figure III.10 (2)  

sont résumées les principales interactions.   
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Atom
e du 
ligan

d 

Résidu Types 
d’interaction 

Distanc
e (A°) 

C 565PR
O 

Polaire 2.51205
7 

C 565PR
O 

Polaire 2.51819
8 

C 567VA
L 

Hydrophobiq
ue 

2.44594
2 

 

Tableau III.14 : Liaisons hydrogènes dans             Tableau III.15 : Principales interactions dans    

             le complexe D-1LZZ                                                              le complexe D-1LZZ 

 

 

   

 

 

 

                         

Figure 11: Représentation des principales liaisons hydrogène (1) et les interactions 
hydrophobique et polaire (2) entre les résidus du site actif et la molécule D. 

 

Figure III.10 : Représentation des principales liaisons hydrogènes (1) et interactions 
hydrophobiques et polaires (2) entre les résidus du site actif et la molécule D. 

 

 

 

Atome du 
ligand 

Résidu Distance 
(A°) 

NO 587TRP 2.954539

NH 565PRO 2.073873

OH 750HEM 2.921952
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III-7-2-2 Complexe E-1LZZ : 

Avec une énergie de -6,979 kcal/mol, ce complexe est moins stable que celui formé par la 

molécule D. Trois interactions le caractérisent, deux hydrophobiques sont établies entre 

l’hème de la macromolécule et le ligand E et une polaire générée avec le résidu PHE. 

Les groupements NO et OH de la molécule créent chacun respectivement une et deux 

liaisons hydrogènes.  

Atom
e du 

ligand 

Résidu Types 
d’interaction 

Distance 
(A°) 

N 584PH
E 

Polaire 2.18014
7 

C 750 
HEM 

Hydrophobiqu
e 

2.09175
0 

C 750 
HEM 

Hydrophobiqu
e 

2.12490
7 

 

Tableau III.16 : Liaisons hydrogènes dans              Tableau III.17 : Principales interactions dans    

               le complexe E-1LZZ                                                             le complexe E-1LZZ 

                                                                                   

 

 

 

 

 

 

Figure III.11 : Représentation des principales liaisons hydrogènes (1) et interactions 
hydrophobiques et polaires (2) entre les résidus du site actif et la molécule E. 

Atome du 
ligand 

Résidu Distance 
(A°) 

NO 584 PHE 2.188147 

OH 587TRP 2.978778 

OH 592 GLU 2.141808 
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III-7-2-3 Complexe F-1LZZ : 

 

La plupart des interactions qui caractérisent ce complexe sont de type liaison hydrogène dont 

les principaux responsables de formation sont les groupements OH, NH et NO du ligand. 

Deux interactions polaires et une hydrophobique sont également observées. L’hème quant à 

lui  forme une interaction polaire (Tableau III.18 et Tableau III.19). 

 

Atom
e du 

ligand

Résidu Types 
d’interaction 

Distanc
e (A°) 

C 567VA
L 

Hydrophobiqu
e 

1.85747
6 

C 750HE
M 

Polaire 1.78128
9 

N 592GL
U 

Polaire 2.16852
3 

 

 

 

Tableau III.18 : Liaisons hydrogènes dans              Tableau III.19 : Principales interactions dans   

               le complexe F-1LZZ                                                              le complexe F-1LZZ 

 

Atome du 
ligand 

Résidu Distance 
(A°) 

OH 586GLY 2.492861 

OH 565PRO 2.384525 

NH 584PHE 2.886960 

NH 567VAL 2.702650 

NH 592GLU 2.51724 

NO 589MET 2.704206 

NO 588TYR 2.905513 

NO 587TRP 2.799105 
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Figure III.12 : Représentation des principales liaisons hydrogènes (1) et interactions 
hydrophobiques et polaires (2) entre les résidus du site actif et la molécule F. 

 

III-7-3 Interactions  de la molécule G avec la 1LZZ : 

 

 

 

 

 

 

Figure III.13 : Positionnement de la molécule G dans le site actif de la 1LZZ. 
 

Comparativement au complexe F-1LZZ, celui avec le ligand G, en plus des  liaisons 

hydrogènes  créées avec les groupements OH, NH et NO, forme  deux  supplémentaires  avec 

l’hème (Tableau III.20). 

D’autres interactions hydrophobiques et polaires sont également établies (Tableau III.21). 

 

 

(1)                                                             (2) 
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Atom
e du 

ligand 

Résidu Types 
d’interaction 

Distance 
(A°) 

C 567VA
L 

Polaire 2.54067
9 

C 567VA
L 

Hydrophobiqu
e 

2.07550
9 

C 584PHE Hydrophobiqu
e 

1.85451
7 

C 584PHE Polaire 2.15991
2 

 

 

  Tableau III.20 : Liaisons hydrogènes dans             Tableau III.21 : Principales interactions 
dans    

            le complexe G-1LZZ                                                                     le complexe G-1LZZ 

 

                                         (1)                                                                (2) 

Figure III.14: Représentation des principales liaisons hydrogènes (1) et interactions 
hydrophobiques et polaires (2) entre les résidus du site actif et la molécule G. 

 

Atome du 
ligand 

Résidu Distance 
(A°) 

 NO 588TYR 2.666132 

NH 592GLU 2.187203 

NH 478GLN 2.918981 

NH 566ALA 2.534163 

OH 565PRO 2.762586 

OH 567VAL 2.473594 

NH 750HEM 2.298743 

NH 750HEM 2.215292 
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III-7-4 Interactions  de la molécule H avec la 1LZZ : 

 

Figure III.15 : Positionnement de la molécule H dans le site actif de la 1LZZ. 
 

La molécule H qui est la moins stable par rapport à ces homologues forme uniquement une 

liaison hydrogène avec trois résidus différents  du site actif de l‘entrée 1LZZ (Tableau III.21 

& Figure  III.16) 

Dans le complexe H-1LZZ, l’hème de la macromolécule est responsable de la formation de 

deux interactions hydrophobiques. Ce type d’interaction est le plus prépondérant par rapport 

à l’interaction polaire. 

Atome 
du ligand 

Résidu Types 
d’interaction 

Distance 
(A°) 

C 750 HEM Hydrophobique 1.901837 

C 750 HEM Hydrophobique 2.145787 

C 567VAL Hydrophobique 2.291821 

C 584PHE Hydrophobique 2.004609 

C 592 GLU Polaire 2.208871 

C 586 GLY Hydrophobique 2.150318 

                        

Tableau III.22 : Liaisons hydrogènes                     Tableau III.23 : Principales interactions    

     dans le complexe G-1LZZ                                           dans le complexe G-1LZZ 

Atome 
du ligand 

Résidu Distance 
(A°) 

OH 566 ALA 2.829497 

OH 565 PRO 2.119888 

NH 750 
HEM 

2.997884 
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                             (1)                               (2) 

Figure III.16: Représentation des principales liaisons hydrogènes (1) et interactions 
hydrophobiques et polaires (2) entre les résidus du site actif et la molécule H. 

 

III-7-5 Interactions  de molécule I avec la 1LZZ : 

 

 

Figure III.17 : Positionnement de la molécule I dans le site actif de la 1LZZ. 

 

Avec une énergie de -9,44735 kcal/mol, la molécule I forme le complexe le plus stable avec 
la nNOS. Cette énergie est comparable, voir même très proche de celle de la molécule 
référence. C’est pour cela que son IC50 théorique est le plus faible. 

Les principales liaisons hydrogènes trouvées entre ce ligand I et la nNOS sont résumées dans 
le Tableau III.24 et schématisées dans la Figure III.18. 



Chapitre III                                                                                           Résultats et discussion 

- 58 - 

 

 

Atome 
du 

ligand 

Résidu Types 
d’interaction 

Distance 
(A°) 

C 584 
PHE 

Hydrophobique 1.720889 

C 478 
GLN 

Polaire 2.372658 

N 565 
PRO 

Hydrophobique 1.610122 

C 565 
PRO 

Hydrophobique 2.423204 

 
 

Tableau III.24 : Liaisons hydrogènes dans              Tableau III.25 : Principales interactions dans    

            le complexe I-1LZZ                                                              le complexe I-1LZZ 

 

                                         (1)                                                              (2) 

Figure III.18 : Représentation des principales liaisons hydrogène (1) et les interactions 
hydrophobique et polaire (2) entre les résidus du site actif et la molécule I. 

 

 

Atome du 
ligand 

Résidu Distance 
(A°) 

 OH 565 PRO 2.948425 

NO 586 GLY 1.817330 

NO 586 GLY 2.513750 
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III-7-6 Interactions des molécules J et K avec la 1LZZ : 

 

 

 (J)                                             (K) 

Figure III.19 : Positionnement de molécules J et K dans le site actif de la 1LZZ. 
 

Les deux molécules J et K diffèrent des autres molécules par le fait qu’elles contiennent un 

chlore et un fluor. 

 

III-7-6-1 Complexe J-1LZZ : 

 

Du point de vue énergétique le complexe J-1LZZ est plus stable que celui formé avec le 

ligand K. Ceci pourrait être expliqué par le fait que l’atome de chlore du composé J possède 

une interaction polaire supplémentaire par rapport au fluor de la molécule K (Tableau 

III.27). 

Le ligand J forme plus d’interactions polaires que d’interactions hydrophobiques. L’atome de 
chlore est responsable des premières. 

Les principales liaisons hydrogènes du complexe J-1LZZ sont représentées dans le Tableau 

III.26 et schématisées sur la Figure III.20.   
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Atome 
du 

ligand 

Résidu Types 
d’interaction 

Distance 
(A°) 

C 584 PHE Hydrophobique 1.967652 

Cl 584 PHE Polaire 1.261856 

Cl 584 PHE Polaire 2.020391 

Cl 567VAL Polaire 1.802349 

C 567 
VAL 

Hydrophobique 1.759774 

 

Tableau III.26 : Liaisons hydrogènes dans        Tableau III.27 : Principales interactions dans    

                 le complexe J-1LZZ                                                  le complexe J-1LZZ 

 

 

Figure III.20 : Représentation des principales liaisons hydrogènes (1) et interactions 
hydrophobiques et polaires (2) entre les résidus du site actif et la molécule J. 

 

 

 

 

Atome du 
ligand 

Résidu Distance 
(A°) 

OH 587 TRP 2.67074
8 

OH 586 GLY 2.44792
7 

NH 592GLU 2.14989
9 

NO 478 GLN 2.55931
6 
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III-7-6-2 Complexe K-1LZZ : 

 

Dans le complexe K-1LZZ, les interactions hydrophobiques sont supérieures en nombre par 

rapport aux  polaires. Ces dernières sont directement formées avec l’atome de fluor. 

(Tableau III.29) 

Atome 
du 

ligand 

Résidu Types 
d’interaction 

Distance 
(A°) 

F 584 PHE Polaire 2.245769 

F 584 PHE Polaire 2.174750 

C 584 PHE Hydrophobique 1.985070 

C 585 SER Hydrophobique 1.586383 

C 565 PRO Hydrophobique 2.007176 

C 750HEM Hydrophobique 2.725326 

 

Tableau III.28 : Liaisons hydrogènes dans              Tableau III.29 : Principales interactions dans    

                le complexe K-1LZZ                                                        le complexe K-1LZZ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      (1)                                                           (2)        

Figure III.21 : Représentation des principales liaisons hydrogènes (1) et interactions 
hydrophobiques et polaires (2) entre les résidus du site actif et la molécule K. 

Atome du 
ligand 

Résidu Distance 
(A°) 

NH 592GLU 2.648725

NH 592GLU 2.879250

OH 586 GLY 2.179200

OH 587 TRP 2.878262



Chapitre III                                                                                           Résultats et discussion 

- 62 - 

 

 

III-8 CONCLUSION : 
 

Du point de vue énergetique I-1LZZ est le complexe le plus stable avec une énergie de -9,44 

kcal/mol. Cette stabilité est gouvernée par un réseau de liaisons hydrogènes et la présence de 

plusieurs interactions hydrophobiques et une interaction polaire. 

Concernant les molécules halogénées ( J et K) les atomes de chlore et de fluor forment d’une 
manière particulière des interactions polaires. 

En analysant les différentes interactions obtenues grâce à la simulation du docking 

moléculaire effectué avec le logiciel Arguslab, et en comparant les énergies des complexes 

nNOS-structures élaborées, nous pouvons conclure que les molécules I, D, J, G et K 

présentent des valeurs de IC50 théoriques inférieures à 20 mM, traduisant ainsi l’énorme 

potentialité qu’offrent ces nouvelles architectures moléculaires dans l’inhibition de la nNOS.   

 

 



 

 

 

 

 

 

Conclusion 
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La présente recherche représente une contribution qui rentre dans le cadre de l’axe de 

recherche « interactions protéines-ligands »  développé au niveau de notre laboratoire.  

 

Dans ce travail, une étude des interactions moléculaires entre la Nitric Oxide Synthase 

neuronal (nNOS) et les composés élaborés par notre entremise selon le concept de 

bioiostérisme à partir d’un analogue d’arginine (1-((4S, 6S)-4,8-diamino-6-hydroxyoctyl)-3-

nitroguanidine) a été réalisée grâce à des techniques de modélisation via la simulation,  

notamment le docking moléculaire. La molécule qui sert de référence est tirée de la littérature 

et elle est choisie en raison de son pouvoir inhibiteur testé in vitro (IC50 = 2.4 µM ) [1]. 

 

L’outil informatique utilisé pour le docking est le logiciel libre Arguslab 4.01. Les énergies de 

liaison (ΔGbind) ainsi que les liaisons hydrogènes formées lors de l’amarrage dans le complexe 

protéine-ligand sont employées pour analyser les interactions entre les nouvelles structures et 

le site actif de la nNOS. Les informations recueillies, après criblage, permettent de déterminer 

lesquelles sont les plus prometteuses. 

 

Sur les onze architectures élaborées qui ont servi à cette expérimentation in silico, les cinq 

structures D, G, I, J et K se sont révélées posséder des activités inhibitrices assez 

conséquentes (IC50 inférieur à 20 mM) vis-à-vis de nNOS. La molécule I qui se place en tête 

de liste est celle dont le NH2 terminal a été substitué par un radical méthyl (CH3).  

 

D’après les résultats obtenus et qui s’avèrent intéressant, il serait souhaitable dans une 

première étape, de faire synthétiser  ces molécules par l’équipe d’électrochimie de notre 

laboratoire et dans une deuxième étape en évaluer les différents paramètres théoriquement et 

expérimentalement. Pour cela, il sera fait appel à d’autres outils de modélisation plus 

performants  et éventuellement à la collaboration de certaines équipes de recherche pour les 

tester in vitro et pourquoi pas in vivo.   
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Résumé : 
 

La modélisation des interactions protéine–ligand et le docking moléculaire représentent 

des techniques performantes dans le domaine de la simulation. L’étude  « in silico » par 

le biais du  Docking moléculaire vise à prédire la structure 3D d’un complexe formé à 

partir de molécules isolées, évaluer le mode de fixation et les différentes interactions 

établies entre les deux entités. 

 

Dans ce contexte, Arguslab 4.0.1, logiciel libre a été utilisé pour estimer l’affinité des 

ligands analogues d’arginine avec l’oxyde nitrique synthase neuronale (nNOS) d’une part 

et quantifier leur activité inhibitrice d’autre part. L’excès de la production de NO par la   

nNOS est responsable de plusieurs maladies telles que l’ischémie cérébrale et les 

maladies  neurodégénératives (Parkinson et Alzheimer).  

 

Pour réaliser notre travail, nous nous sommes basés  sur le concept de bioisostérisme 

pour proposer de nouvelles architectures  moléculaires déduites de structures existantes. 

Les composés ainsi conçus interagissent au niveau du site catalytique de la nNOS en 

formant des complexes plus ou moins stables. Leur IC50 a été déterminé théoriquement.  

 

Mots clé : 

Monoxyde d’azote, Oxyde nitrique synthase, Inhibition, Analogues d’arginine, 
Interactions protéine-ligand, in silico, Docking moléculaire, Arguslab 4.01, Bioisostère. 
 



Abstract : 

Modeling of protein-ligand interactions and molecular docking techniques are successful in the 

field of simulation. The study "in silico" through molecular docking is to predict the 3D 

structure of a complex formed from isolated molecules, evaluate the binding mode and the 

different interactions established between the two entities. 
 

In this context, Arguslab 4.0.1, free software was used to estimate the affinity of ligands 

arginine analogues with neuronal nitric oxide synthase (nNOS) on the one hand and quantify 

their inhibitory activity on the other. Excess production of NO by nNOS is responsible for 

several diseases such as cerebral ischemia and neurodegenerative diseases (Parkinson's and 

Alzheimer's). 
 

To realize our work, we relied on the concept of bioisostérisme to propose new molecular 

architectures derived from existing structures. The compounds interact to read at the catalytic 

site  of  nNOS  by  forming  complexes  more  or  less  stable.  Their  IC50 was determined 

theoretically. 
 

Keywords: 
 

Nitric oxide, nitric oxide synthase, inhibition, analogs of arginine, protein-ligand interactions, 

in silico, molecular, docking, Arguslab 4.01, bioisostere. 
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