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Résume

Le développement de molécules, a usage thérapeutique ou diagnostique, reste un
enjeu majeur en biologie, ainsi la bioinformatique par modélisation moléculaire
est devenue une partie intégrante dans la recherche et dans le développement de
nouvelles molécules thérapeutiques et biologiques actives dans les sciences du
vivant.

La pharmacovigilance permet 1’amélioration de la sécurit¢ du patient par la
surveillance continuelle de I’impact sanitaire de 1’utilisation des produits de
santé et par I’évaluation du rapport bénéfice/risque de ces produits pour réduire
la gravité des choses.

Une imputabilité a été établie pour faire le lien entre D'effet indésirable
notamment 1’atteinte hépatique et 1’azathioprine, revenue plausible (I2) en
imputabilité intrinséque, avec effet notoire en imputabilité extrinseque (B3).

L’¢tude in Silico nous a permis de modéliser les interactions entre des ligands
de la famille des thiopurine et leurs cibles enzymatiques. Cette étude est
effectuée principalement par le biais du docking moléculaire.

Mots clés :

- Effet indésirable, pharmacovigilance, imputabilité, Azathioprine , in Silico
,docking moléculaire .



Abstract

The development of molecules, for therapeutic or diagnostic use, remains a
major challenge in biology, so bioinformatics through molecular modeling has
become an integral part of the research and development of new therapeutic and
biological molecules active in the life sciences.

Pharmacovigilance improves patient safety by continually monitoring the health
impact of health product use and evaluating the benefit / risk ratio of these
products to reduce the severity of the situation.

Accountability was established to link the adverse reaction, including hepatic
involvement and azathioprine, with plausible returns (I12) in intrinsic
imputability, with a notable effect in extrinsic (B3) accountability.

The study in Silico allowed us to model the interactions between ligands of the
thiopurine family and their enzymatic targets. This study is carried out mainly
through molecular docking.

Keywords :

- Adverse reaction, pharmacovigilance , imputability, Azathioprine , in Silico,
molecular docking .
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Problématique :

Le développement de molécules, 2 usage thérapeutique ou diagnostique, reste un enjeu majeur
en biologie, ainsi la bioinformatique par modélisation moléculaire est devenue une partie
intégrante dans la recherche et dans le développement de nouvelles molécules thérapeutiques
et biologiques actives dans les sciences du vivant.

Nous avons étudiées les interactions du médicament etla modélisation moléculaire qui
regroupe de différentes techniques pour I’étude expérimentale des structures 3d des
complexes (cristallographie, RMN, cryo-microscopie €lectronique, etc.) qui présentent de
nombreuses limitations (taille, nature des protéines) et sont trés cofiteuses en temps et en prix.
C’est pourquoi les techniques de Docking(interaction) ont été développées. Elles visent a
prédire la structure 3d fonctionnelle d’un complexe protéique a partir des molécules isolées,
ce qui est considérablement plus facile & mettre en ceuvre permet de connaitre la conception
d’un médicament , moins cher et plus rapide que les méthodes expérimentales in vitro
(Grosdidier, 2007). Les approches utilisées actuellement sont des outils bioinformatique qui
collectent les informations utiles de pharmacovigilance.

Objectif :

L’objectif principalde ce travail est de faire le lien de causalité entre les effets indésirables et
le médicament notamment 1’ Azathioprime, et laprédiction, la visualisation et I’optimisation
de structure 3D de ce médicament etla compréhension entre les interactions entre protéines. Il
est fondamental :

-De mieux appréhender les bases moléculaires des processus biologiques développer des
méthodes de conception de ligands en vue d’obtenir des agents thérapeutiques et/ou
diagnostiques en utilisant la bioinformatique, etd’autre part diagnostiquer un effet indésirable
survenant au cours du traitement d’une maladieet en faire le lien (pharmacovigilance).

- Collecter les informations utiles.

- Etablir un lien de causalité entre le médicament (Azathioprine) et I'effet indésirable

(imputabilité).
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Partie théorique

Introduction :

L’histoire de la pharmacovigilance internationale remonte a plus de trente ans, quand la
vingtieme Assemble de 1’organisation Mondiale de la Santé a adopté une résolution sur la
création d’un systéme international de surveillance des effets indésirables des médicaments.
Cette résolution était la base du programme de ’OMS pour la surveillance internationale des
effets indésirables des médicaments.!"!

Le médicament est un enjeu de développement garantissant 1’allongement de la durée de vie,
I’amélioration de la prise en charge des pathologies graves et chroniques et la qualité de vie
en général.

Néanmoins, le médicament peut aussi engendrer des effets, c’est pourquoi la Sécurité du
médicament est une composante importante de toute politique de santé.[?!

Depuis le début, des efforts de séquengage du concept de médecine personnalisée ont été
évoqué. Ce concept s'est développé et on parle aujourd’hui de médecine des 4P a savoir
Prédiction, Personnalisation, Prévention et Participation. La vision serait de pouvoir
prédire la susceptibilité d'une personne a certaines maladies connues suite au séquencage de
son génome (prédiction), de prendre des mesures préventives (participation) et méme
correctives (prévention) avant l'apparition de la maladie et, le cas échéant, de personnaliser les
traitements en fonction du bagage génétique (personnalisation)Bl. Ceci implique toutefois la
participation de plusieurs domaines d'études composés d'équipes multidisciplinaires dont fait
partie le bio-informaticien.

Voici quelques domaines couramment cités dans la médecine des 4P.

v" La pharmacogénomique étudie la relation entre le médicament et les variations
génétiques présentent chez un individu. Ces variations représentent environ 1% du
génome humain, mais puisqu'elles ne se situent pas toutes dans des régions codantes
ou régulatrices, du point de vue médical, la différence entre individus est estimée a
0.0003%.

v' La pharmacocinétique étudie la vitesse de 1’élimination du médicament de
I’organisme.

v' La pharmacodynamique étudie l'effet de la médication sur l'organisme et la
pharmacovigilance étudie les effets indésirables du médicament

Le bioinformaticien est donc appelé a se spécialiser et a acquérir les compétences spécifiques

au domaine qu'il aura intégré. En médecine personnalisée, ces spécialités seront entre autres la
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bioinformatique translationnelle!!, ou encore la conception de médicaments assisté par
ordinateur- 1!

L'informatique transrationnelle est définie par 1'Association Américaine d'Informatique
Meédicale comme étant le développement de méthodes d'entreposages, analytiques et
d'interprétations visant la transformation du grand volume de données génomiques et
biomédicales en médecine des 4P. Les défis sont I'hétérogénéité des données, leur analyse, la
compression des données, 1'établissement de consensus et 1’acquisition de moyens pour

évaluer les résultats!®l.

APPLICATION AREA RESEARCH FOCUS

3
A - . -

- 4Wp, Bridge basic science

7S & 4 ond clinical practice
Iransladonal G bl ¥ Transform data
Bioinformatics Integration Disease ’ into‘knowledge

-

: @"\ Model emergent
Systems \_@ molecular behavior
Pharmacology

Figure 01 : résume de ce qu’est la bioinformatique translationnelle.

Source: https://www.dbmi.columbia.edu/research/research-areas/translational-bioinformatics/
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1. L’historique de la pharmacovigilance :

La phocomélie chez les enfants dont les méres prenaient la thalidomide au premier trimestre
de la grossesse se caractérisant par une atrophie des membres c’est le drame du thalidomide
en 1961.

En 1962, un an aprés le drame sensibilisateur de la thalidomide, la 15™ Assemblée générale
de ’'OMS promu un programme visant a améliorer [’efficacité et 1’innocuité des
médicaments.
L’année suivante, la 16°™ Assemblée générale a invité les états membres a entreprendre la
création de centres nationaux dans dix puis dans douze pays.

C’est en 1971 que I’OMS crée le centre mondial de pharmacovigilance (WHO Drug
Monitoring Center) a Genéve.

Aux USA, découverte de plusieurs cas de cancers du vagin chez les jeunes filles de 15-22
ans dont les meéres avaient été traitées par le diéthylstibestrol durant leur grossesse entre
1970 et 1971.

L’organisation de la pharmacovigilance frangaise a a peine plus de vingt ans.

Le 19 décembre 1973, le syndicat national de l'industrie pharmaceutique, les
conseilsnationaux de l'ordre des médecins et les centres de lutte des intoxications créent, avec
l'aval de I’administration, le centre national de pharmacovigilance. Parallélement, a 1'initiative
de professeurs de pharmacologie ou de toxicologie, six centres hospitaliers pilotes de
pharmacovigilance ont été créés.

L’arrété du 2 décembre 1976 la création d’'une commission technique de pharmacovigilance.
Création d’uncentre collaborateur de 'OMS pour la surveillance internationale des drogues en
1978 (UPPSALA, Suéde).

En France, en 1982 il existe 28 centres régionaux implantés dans un service de

pharmacologie, ou de toxicologie, hospitalo-universitaire.
Création de I’ Agence Européenne des Médicaments en 1995.17!
2. L’intérét de la pharmacovigilance :
La pharmacovigilance a pour intérét I’amélioration de la sécurité du patient par la surveillance
continue de I’impact sanitaire de 1’utilisation des produits de santé et par 1’évaluation du

rapport bénéfices/risques de ces produits pour réduire la gravité des effets.

-
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I. La pharmacovigilance (PV)

I.1.Définition :

La pharmacovigilance est définie comme étant la science et les activités relatives a la
détection, a I’évaluation, a la compréhension et a laprévention des effets indésirables ou de
tout autre probléme lié¢s aux médicaments. (OMS ; 1972).

La pharmacovigilance englobe la prévention, I’identification, 1’évaluation et la correction du
risque médicamenteux potentiel ou avéré (iatrogénie médicamenteuse). Elle s’attache
notamment a évaluer les facteurs évitables durisque médicamenteux.

Role de la pharmacovigilance :

— Le signalement des effets indésirables consécutifs a la prise d’'un médicament et le recueil
des informations les concernant.

— L’enregistrement, I’évaluation et 1’exploitation de ces informations dans un but de
prévention.

— La réalisation de toutes études et de tous travaux concernant la sécurité d’emploi des

médicaments.
1.2.Effets Indésirables des Médicaments(EIM) :
Plusieurs termes sont préconisés pour désigner un effet indésirable :

o [Effet latéral
e Effet accessoire
o Effet secondaire
e Effet nocif ...
Le terme le plus approprié est : « Effet Indésirable Médicamenteux »

En Anglais « Adverse drug reaction »

1.2.1 Définition :

Un effet indésirable est une réaction nocive et non voulue, se produisant aux posologies
normalement utilisées chez I’homme pour la prophylaxie, le diagnostic ou le traitement d’une

maladie ou la modification d’une fonction physiologique. (OMS ; 1972).

C’est également toute réaction résultant d’un :

-
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M¢ésusage, Usage abusif, Syndrome de sevrage, Pharmaco dépendance, Erreur
médicamenteuse, Inefficacitéthérapeutique, Produit défectueux ou de mauvaise qualité.

(OMS ; 2000).
1.2.2 Classification des EIM :

Il existe plusieurs type de classifications, ils sont classés selon leur fréquence, leur nature ou

selon le mécanisme :

1. Classification selon la fréquence :

e EIM fréquent, si fréquence de survenue > 5%.

e EIM occasionnel, si fréquence de survenue située entre 0.1% et 5%.

e EIM rare, si fréquence de survenue < 0.1%.

2. Classification selon la nature :

e Aucune spécificité d’organe.

e Réaction aigué, subaigu ou chronique.

e Bénigne ou grave.

e Précoce ou tardive.

3. Classification selon le mécanisme de survenue :
Type A (Augmented) : Pharmacologique.
Type B (Bizarre) : Immunoallergique / Non immunoallergique.
Type C (Cantinuous) : Prise Chronique 18],

Tableau récapitulatif de la classification des effets indésirables selon le mécanisme de

survenue 81,

-



Caractéristiques

Mécanisme

Fréquence

Délai de survenue

Mortalité

Dose dépendant

Détection

Mesure

Réglementaire

A

Pharmacologique :

-Pharmacodynamique :

li¢ a Deffet principal ou
latéral du médicament

-pharmacocinétique :

Résorption, Distribution
Métabolisme, Elimination

-Pharmaceutiques :

Produit périmé, altéré.

Elevée (0.5-30%)

Suggestif

Faible

Oui

Essais clinique
Reproductible lors études
expérimentales
Notification spontanées
Retrait rare

Modification du RCP

Types

B

Immun allergique : Nécessitent

une sensibilisation de plusieurs
jours ou lors d’une niéme prise
Immédiate, Retardée.

Non immun allergiques :

-Pseudoanaphylactiques :

Réaction similaire a une réaction
allergique due a la libération
directe d’histamine secondaire a
la dégranulation des basophiles,

sans réaction Ag-AC, donc en

I’absence  de  sensibilisation
préalable.

-Idiosyncrasiques : C’est wune
disposition personnelle

particuliere, généralement innée,
a réagir a Daction des agents
extérieurs, physiques ou
chimiques.

Rare < 1%

Suggestif

importante

Non

Notification spontanées
Etudes épidémiologiques
Non reproductibles
expérimentalement

Aboutit souvent au retrait du

médicament

C

mécanisme inconnu

Rare < 1%

NON suggestif

retardé

faible

Non

Difficilement
expérimentalement

Etudes de cohorte

reproductible

Aboutit rarement au retrait du

médicament

o
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I.3.La pharmacovigilance a I’échelle internationale :

Le Programme OMS de pharmacovigilance internationale a été¢ lancé en 1968 pour mettre en
commun les données existantes sur les réactions indésirables aux médicaments. Il s’agissait a
I’origine d’un projet pilote mené dans dix pays avec les systémes nationaux existants de
notification des effets indésirables.

Actuellement, 86 pays participent a ce programme qui est coordonné par ’OMS avec 1’aide
de son centre collaborateur d’Uppsala, en Sue¢de. Le centre collaborateur se charge
d’alimenter la base de données mondiale Vigibase sur les réactions indésirables aux
médicaments. Actuellement, cette base de données contient plus de 3 millions de notifications

de réactions indésirables. (OMS, 2000).

1.4. La pharmacovigilance en Algérie :

1.4.1. Présentation du Centre National de Pharmacovigilance et de Matériovigilance
(CNPM) :

Le CNPM a été créé par décret exécutif N°98-192 du 3 juin 1998 portant création,

organisation et fonctionnement dun Centre National de Pharmacovigilance et de

Matériovigilance.!®!

C’est un ¢établissement public a caractére administratif, doté de la personnalit¢ morale et de

I’autonomie financiére, il est placé sous tutelle du ministere de la santé.

Le siége du centre est fixé a Alger. Il peut étre transféré en tout autre lieu du territoire national

par arrétéedu Ministre chargé de la santé.

Des annexes du CNPM peuvent étre créées par arrété interministériel du ministére chargé

des finances, du ministre chargé de la santé et de ’autorité chargée de la fonction publique.

-
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1.4.2. Organisation :

Le centre est administré par un conseil d’orientation dirigé par un Directeur Général et doté

d’un conseil scientifique.
1.4.3.Missions du centre :
Le centre a pour mission :

e Surveiller les réactions indésirables dues a ’'usage de médicaments mis sur le marché
(pharmacovigilance).

e Surveiller les incidents ou risques d’incidents résultant de 1’utilisation de dispositifs
médicaux (Matériovigilance).

e Effectuer des recherches en vue d’établir les liens de causalité entre 1’incident et
I’agent causal.

e Améliorer les connaissances des praticiens sur les médicaments et les dispositifs
médicaux.

e Assurer une collecte puis une diffusion d’informations sur [’efficacité des
thérapeutiques et des stratégies thérapeutiques tant a 1’échelle nationale que

régionale.l’

Pour faire le lien entre un effet indésirable et le médicament une imputabilité est
établie. Plusieurs méthodes d’imputabilité existent. La méthode Francaise est

utilisée au CNPM pour faire le lien de causalité.




Chapitre 11 ;
Imputabilité
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II. L’imputabilité
I1.1.Définition :

L’imputabilité est 1’évaluation clinique systématisée du lien causal susceptible d’exister entre

un événement indésirable et I’administration d’un médicament.
I1.2. La méthode francaise d’imputabilité :

La méthode francaise d’imputabilité a été publiée pour la premiére fois en 1978 par
Dangoumau, Evreux et Jouglard. Sa seconde version proposée par Bégaud, Evreux,
Jouglard et Lagier!™! est actuellement utilisée en France par les 31 centres régionaux de
pharmacovigilance et I’industrie pharmaceutique. Elle est officielle, obligatoire (cf. Arrété :
Bonnes pratiques de Pharmacovigilance).!2!

Cette méthode distingue I’imputabilité intrinséque, qui ne concerne que le cas clinique, de
I’imputabilité extrinséque, qui est fondée sur les données bibliographiques. L’ imputabilité

intrinséquereposée sur sept critéres (3 critéres chronologiques et 4 critéres sémiologiques).!3!

I1.3. Les critéres chronologiques et sémiologiques :

L’imputabilité intrinséque est basée sur I’évaluation de sept critéres combinés dans deux

tables de décision (critéres chronologiques et sémiologiques).

Les critéres chronologiques combinent :
» Le délai d’apparition de 1’événement indésirable (trés suggestif, compatible ou
incompatible).
» L’¢évolution a I’arrét (suggestive, non concluante ou non suggestive).
» La Ré-administration du médicament (récidive de I’événement, Ré-administration non
faite ou non évaluable ou absence de récidive de I’événement).
La combinaison de ces trois critéres permet d’obtenir un score chronologique avec quatre
résultats possibles : CO chronologie incompatible, C1 douteuse, C2 plausible, C3 chronologie
vraisemblableR(+) :  réadministration  positive,  I’événement  récidive;  R(0):
réadministrationnon faite ou non évaluable ; R(-) : réadministrationnégative, I’événement ne

récidive pas.

-
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Tableau 1 : Table de décision combinant les critéres chronologiques de la méthode

francaise d’imputabilité.

Délai d’apparition de 1'effet
ADMINISTRATION DU MEDICAMENT Treés suggestif Compatible Incompatible

Evolution a I'arrét du médicament Ré-administration du meédicament
R(+) [R(0) [R(-) JR(#) [R(0) |R()

« suggestive » :
régression de 1'événement coincidant bien avec cetjC3 (C3 |C1 JC3 [C2 |C1
arrét

« non concluante »

Régression paraissant au contraire plutét spontanée ou
provoquée par un traitement symptomatique nonf] : : : , :
spécifique réputé efficace sur ces troubles, ou évolution ol Ll bl il el
inconnue, ou recul msuffisant ou lésions de type co
irréversibles (ou médicament non arrété)

« non suggestive » :

absence de régression d'un événement de type
réversible (ou régression compléte malgré la poursuite
du médicament)

Ccl |C1 |C1 [JC1 [ |Cl

Le tableau sémiologique combine la recherche d’une autre cause connue de 1’événement
(absente ou plausible), les résultats d’un éventuel examen complémentaire spécifique fiable
(positif, non disponible, ou négatif), la présence ou pas d’un facteur favorisant la survenue de
I’événement et/ou d’une symptomatologie clinique ou para-clinique évocatrice du role du
médicament. La combinaison de ces critéres donne un score s€émiologique avec trois résultats

possibles : S1 sémiologie douteuse, S2 plausible, S3 vraisemblable ;

L(+) : test de laboratoire spécifique positif; L(0) : test spécifique non disponible pour le

couple événement médicament considéré ; L(-) : test spécifique négatif.

Tableau 2 : Table de décision combinant les critéres sémiologiques de la méthode

francaise d’imputabilité.
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Evocatrice® du role de ce

Autres éventualiteés

SEMIOLOGIE CLINIQUE OU meédicament sémiologiques
PARACLINIQUE ET/OU
facteur favorisant bien validé
du couple
effet indésirable/ médicament
AUTRE(S) CAUSE(S) NON Examen complémentaire spécifique fiable (L)
A AMENTELU >
[EDICAMENTEUSE(S) L) L(0) LC) L(+) L(0) LC)
Absente (apreés bilan approprié) S3 S3 S1 S3 S2 S1
Possible (non recherchée ou S3 S2 S1 S3 S1 S1
')résente)
Tableau 3. — Table de décision de DPimputabilit¢é intrinseque (I).
Cette imputabilité est établie par croisement des scores chronologiques (C)

Et sémiologiques (S) obtenus a partir des tableaux 1 et 2.

SEMIOLOGIE

S S, S:
= Co
= I, I, %
S G
E I, I I3
4 G
= I I, I,
= C;
Gl I I L

L'association des criteres chronologiques et sémiologiques permet de déterminer le score

d'imputabilité intrinseque I :

-14:

-13

-12:

-11

-10:

imputabilité trés vraisemblable.
: imputabilité vraisemblable.
imputabilité plausible.

: imputabilité douteuse.

imputabilité incompatible.
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L’imputabilité extrinséque, fondée sur la bibliographie, compléte 1’évaluation. Elle
comprend quatre catégories :
- B3 : effet notoire du médicament et bien décritdans un des ouvrages de référence qui sont :

¢ Dictionnaire des médicaments

e Vidal

e Martindale

e Meyler’sSideEffect
- B2 : effet non notoire du médicament publié seulement une ou deux fois avec une
sémiologie relativement différente, ou rapporté seulement avec un médicament voisin, ou
pour lequel seules des données expérimentales sont disponibles,
- B1 : effet non décrit conformément aux définitions B3 ou B2,
- BO : effet tout a fait nouveau et jamais publié.
L’imputabilité¢ est établie de maniére indépendante pour chaque médicament pris par le
malade avant la survenue de 1’événement et n’est pas influencée par la prise de médicaments

associés (imputabilité de détection).
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III. Médicament Azathioprine (Imuran®)

I11.1. Anti-métabolites

II1.1.1Azathioprine :

Les immunosuppresseurs sont utilisés comme traitement de fond pour stabiliser la maladie et
permettre une épargne cortisonique.Parmi ceux-ci, les Thiopurines (TP) sont la principale
classe d’immunomodulateurs utilisés.

Les Thiopurines (TP), également appelées anti-purines, regroupent une famille de 3
substances: I’azathioprine (AZA), la 6-mercaptopurine (6-MP) et la thioguanine(TG).

Ces médicaments ont été synthétisés par Gertrude Elion et George Hitchings au début des
années 501141,

L'azathioprine et la mercaptopurine sont des analogues des purines et ils agissent comme
antagonistes des purines endogénes qui constituent les composants essentiels de I'ADN, de
PARNISL En une action anticancéreuse et immunosuppressive.

Le 6-Mercaptopurine (6-MP) et la 6-Thioguanine (6-TG) sont des agents anti leucémiques.
Formule chimique de 1’azathioprine est 6-[(1-Methyl-4-nitro-1H-imidazol-5-yl)thio]-1H-

NO:F:>—H
L0 L L0
b ' "

6-Mercaptopurine Azathioprine 6-Thioguanine

purine.

Figure02 : formules chimiquesde I’azathioprine (AZA), 6-Mercaptopurine (6-MP), 6-
thioguanine (6-TG)!1¢l,

)
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Le 6-mercaptopurine est méthyle en 6-méthylmercaptopurine par TPMT qui est une

transférase, utilisant le S-adénosyl-Lméthionine comme donneur de groupement méthyle.

S

Ado- M et Ado-H cy

6-Mercaptopurine 6-Méthylmercaptopurine

Figure 03 : S-métylation de la 6MP catalysé par la Thiopurine méthyl transférase 171,

L’AZA est rapidement convertie par une conjugaison enzymatique et non-enzymatique via le
Glutathion en MP, qui est, a son tour, convertie par différentes enzymes en des composés
actifs et inactifs. Parmi les différentes enzymes impliquées: la Thiopurine Méthyl transférase

(TPMT)

Thiopurine méthyl transférase (TPMT) :

La TPMT est une enzyme cytosolique retrouvée dans de nombreux tissus et est responsable
de la catalyse par méthylation de nombreux cycles aromatiques, tels les thiopurines.

Pour exercer son action, elle nécessite la présence de S-adénosyl-méthionine (SAM), son
cofacteur essentiel qui agit comme groupement moléculaire donneur de méthyle. Dés lors,
une carence en cofacteur SAM diminue I’activité de la TPMT 181,

La TPMT est I'enzyme du métabolisme des TP la plus étudiée et la seule habituellement testée
en pratique clinique. Le statut TPMT d'un individu peut étre défini par des tests de
génotypage ou de phénotypage de I’enzyme.

.
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II1.1.2. Pharmacodynamique :

|

6-MP
TPMT XO
1GPRT
G-MNMeMP 6T
MACTIVC MACTIVC
TIMP
IMPD
TPMT N, OMPS

N Several kinases

6-McMPN
inhibition of de novo
purine synthesis

6-TGN
incorporation into
DNA

Figure 04. Chemin du métabolisme de 1'azathioprine: les voies concurrentes entrainent
une inactivation par TPMT ou XO, ou I'incorporation de nucléotides cytotoxiques dans
I'ADN.

GMPS: Guanosinemonophosphatesynthetase

HGPRT: Hypoxanthine-guanine-phosphoribosyltransferase
IMPD: Inosinemonophosphatedehydrogenase

MeMP: Methylmercaptopurine

MeMPN: Methylmercaptopurinenucleotide

TGN: Thioguanine nucleotides

TIMP: Thioinosine monophosphate

TPMT: Thiopurine S-methyltransferase

TU: Thiouricacide

XO: Xanthine oxidase!!”!

L’azathioprine est transformée dans le tube digestif et métabolisée en présence du glutathion
en 6-mercaptopurine qui est métabolisée enmétabolites, qui inhibent la synthése de purines

des lymphocytes T. 2%
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6-Thio-IMP est converti en 6-Thio-GMP puis en 6-Thio-GTP qui est incorporé dans I’ADN.
Il y a synthésed’ ADN et d’ARN anormaux par remplacement des nucléotides physiologiques
par des dérivés de la 6-mercaptopurine. La prolifération cellulaire est inhibée ainsi que les
fonctions des lymphocytes. [*!]

L’azathioprine est plus immunosuppressive que la 6-mercaptopurine.

II1.1.3. Pharmacocinétique :

- la demi-vie est : T1/2 = 30 min

- Absorption orale : bonne

- la demi-viedu_6-Mercaptopurine =~ 1 h, T1/2 des autres métabolites = 5 h

- Liaison aux protéines plasmatiques : faible

- Elimination essentiellement sous forme de métabolites

- Traverse le placenta et passe dans le lait maternel (%!

I11.1.4. Indications :

» Prévention du rejet de greffe d’organe en association avec les corticoides et un autre
immunosuppresseur, 1’azathioprine est le premier immunosuppresseur mis au point, il
n’est plus guere utilisé dans la prévention du rejet de greffe.

» Traitement des maladies auto-immunes : lupus, polyarthrite rhumatoide, thrombopénie
idiopathique, anémie hémolytique auto-immune, maladie de Crohn, dermatomyosite,

insuffisance rénale ou hépatique. %!

I11.1.5. Effets indésirables :

- My¢losuppression donc leucopénie, thrombocytopénie, anémie,
- Infections (bactérienne, virale),

- Hépatotoxicité,

- Alopécie,

- Pancréatite,

- Troubles gastro-intestinaux donc a prendre pendant les repas,

- Augmentation du développement de cancer, lymphomes, néoplasie 2]

<



Chapitre 1V : Etude In
Silico : la modeélisation
moléculaire « Docking »
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IV. La bioinformatique

IV.1-.Introduction :

Au cours de la derniére décennie, la bioinformatique est devenue une partie intégrante de la
recherche et du développement dans les sciences biomédicales. La bioinformatique a
maintenant un role essentiel a la fois dans le déchiffrage des données génomiques,
transcriptomiques et protéomiques générées par les technologies expérimentales a haut débit
et dans l'organisation de l'information recueillie a partir de la biologie traditionnelle. Les
méthodes d'analyse de geénes ou de protéines individuelles ont été €élaborées et développées,
pour analyser un grand nombre de genes ou de protéines simultanément, comme dans
l'identification de grappes de geénes apparentés et de réseaux de protéines qui interagissent.
Avec les séquences génomiques complétes pour un nombre croissant d'organismes en main, la
bioinformatique commence a fournir a la fois des bases conceptuelles et des méthodes
pratiques pour détecter les comportements fonctionnels systémiques de la cellule et de

l'organisme. 2!

IV-2- Définition:

La bioinformatique a émergé dans les années 1980, I’analyse et D’interprétation des

informations biologiques contenues soit :

» Dans le génome (séquences ADN, ARN) =>la génomique

» Dans le protéome=> la protéomique

» C’est une discipline récente, multi-disciplinaire qui regroupe l'ensemble des
utilisations de l'informatique pour manipuler, stocker et analyser les données
biologiques. 126

Des approches basées sur des calculs théoriques et de chimie quantique permettent de prédire

le mode d’interaction d’un ligand avec un récepteur. Elles fournissent un moyen d’étudier les

interactions au niveau moléculaire (voir atomique) et sont, de ce fait, une indication a

’activité biologique de nouvelles molécules ne tenant compte que des critéres structuraux.

Ces approches peuvent étre classées en deux catégories :

- De novo design.

- Le Docking moléculaire.
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Le Docking moléculaire, vise a prédire la structure d’un complexe constitué¢ d’un ligand et
d’un récepteur (généralement protéique), pour prévoir les modes d’interactions possibles
pouvant mener a une valeur d’enthalpie libre de formation AG qui traduit I’inhibition de la
cible étudiée. Les anciens formalismes de Docking moléculaire, traitent la protéine ainsi que
le ligand comme des corps rigides. A présent, les nouveaux codes prennent en compte la
flexibilité du ligand et de la cible.

La modélisation moléculaire a pratiquement envahit la plus part des sciences fondamentale,
les sciences appliquées et le domaine de 1’engineering. Parmi le champ d’application de cette
nouvelle discipline, le design et la conception de nouvelles molécules thérapeutiques. Un tel
domaine de recherche nécessite un arsenal en matiére de connaissance dans différents
domaines : biologie, pharmacie, médecine, chimie et biotechnologie d’une part et nécessite

aussi des outils informatiques assez puissant d’autre part.

1V.3. Modélisation moléculaire :

La recherche en biologie ne peut, actuellement , se passe des outils bioinformatiques pour
traiter le flot de données produites et optimiser ses avancées.la modélisation moléculaire ,une
de ces méthode , exploite des lois de la chimie , de la physique et de la biologie afin de
déterminer la structure et les propriétés d’entités chimiques et biochimique (protéines , acides

nucléiques, complexes moléculaires ,solides , cristaux etc.).

Le but de cette approche est la compréhension ou la prédiction des phénoménes auxquels

s’intéressent ces disciplines. 2]

La modélisation moléculaire permet de représenter le comportement des systémes complexes

en stimulant, 4 I’aide de fonctions mathématiques appropriées, les grandeurs réelles. %!

Grace a I’évolution de I’informatique, les méthodes pour modéliser le comportement d’une

molécule et de son environnement se sont développées.

Utilisées dans le domaine du docking, ces applications permettent 1’étude, au niveau atomique
des interactions entre deux structures moléculaires. Elles visent la prédiction de I’agencement
le plus probable de ces derniéres en cherchant des orientations dans I’espace et des

conformations qui favoriseraient la formation du complexe le plus stables. (23]
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IV.3.1.Docking Moléculaire (warren et al ,2006) :

Identifier les interactions entre molécules, impliquées dans la plupart des processus
biologiques, représente dans la conception de composés pouvant étre utilisés en thérapie. Ces

s’obtiennent directement par le docking (amarrage ou ancrage).
Dans la majorité des cas, ce processus consiste a faire interagir deux molécules :
-Un ligand, petite molécule organique flexible d’origine exogene ou endogene.

-un récepteur, généralement, une macromoléculaire de nature protéique possédant un ou

plusieurs sites actifs spécifiques avec une structure tridimensionnelle connue.

haLd 111-0
& -|- 4
Ly 4 (— 55,’

L4

i

(‘_".

Figure 05 : Représentation schématique du docking moléculaire. 3!l

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

macromolécule-ligand. L'algorithme de base tient essentiellement en trois points :
- Définir une géométrie du complexe.

- Evaluer la qualité de cette géométrie.

- Recommencer en classant les géométries.

IV.3.2.Les interactions protéine-ligands :

Le docking in silico rend possible I’identification des interactions qui existent dans la
structure constituée a partir de la protéine et du ligand. La cohésion du complexe ainsi formé

est assurée grace a plusieurs types de liaisons faibles :

o Les interactions de Van Der Walls: résultent de I’interaction des nuages

\

¢lectroniques de deux atomes adjacents conduisant a la présence d’une force
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attractive pour des distances de 3-4 A. Les interactions de Van der Walls sont

généralement faibles. Leur importance provient du nombre cumulé de liaisons créées.

— Répuilsion entre les noyaux

—» KHeéepulsion entre les nuages electroniques

—# Alttraction entre le noyau d'un atome et le nuage électronique de 'autre atome

Figure 06 : Les interactions de Van Der Walls. 32

e Les liaisons hydrogéne, peu nombreuses, agissent a trés courte distance (2,2 a 4 A)

et interviennent lorsqu’un atome d’hydrogéne lié a un atome électronégatif (le

donneur) est attiré par un autre atome ¢lectronégatif (I’accepteur).

C—O L H—N

Accepteur Donneur

Figure 07 : liaison hydrogéne.

e Les interactions hydrophobes : Il s'agit d'interactions entre molécules dépourvues
de groupes chargés ou d'atomes capables de former des liaisons hydrogénes. L’effet

hydrophobe est la tendance qu’ont ces groupes a se rassembler par coalescence.




Partie théorique

ionique %
(pont =alin)

interactions
hydrophobas=

iaison

Figure 08 : Les interactions hydrophobes.
e Les interactions électrostatiques : sont des liaisons ioniques faibles résultant de

I’interaction entre dipoles de charges opposées et conduisant a la création d’une force

attractive.
°
(=) : [=]
&) @ [=] Q
bd =)
&) [=]
o ﬁ * -
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[ [ -]
= [ - ] @ =]
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© =)
Attraction entre les ions : Na' —s +— Cl
Représentation de Lewis : Na = Cl|

Figure 09 : Les interactions électrostatiques.
IV.3.3. Les étapes du docking moléculaire :
Tous les programmes de docking se décomposent en deux étapes :
- Etape 1: Searching
- Etape 2: Scoring

» Le searching
Il consiste a trouver les conformations du ligand apte a établir des interactions les plus

probables avec le récepteur par un algorithme de recherche.
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> Le scoring
Il représente 1’évaluation des différentes conformations par des fonctions mathématiques
appelées fonctions de score. Elles se basent sur un calcul rapide de 1’énergie libre du systéme
formé par la protéine et le ligand.Avec le code ArgusLabl®3, les conformations sont classées

selon leurs énergies croissantes par « Ascore » formulée a partir de I’équation suivante :
AGtLiaison= AGvdw+ AGhydrophobique+ AGLiaison-H) + AGadéformationt AGo oul

AGvdw=--==-==----- interactions de Van Der Walls entre le ligand et la protéine.

AGhydrophobique----interactions hydrophobes.

AGLiaison-H =------- liaisons hydrogene.
AGudéformation------ pénalités de déformation.
AGO ------------- constante qui exprime la perte d’entropie due a la déformation du complexe.

La procédure AUTODOCK se décompose en cing étapes :
v’ Préparation des fichiers de coordonnées atomiques du ligand et de la
macromolécule ;
v’ Définition des pivots flexibles du ligand ;
v' Calcul des grilles de potentiel d’interaction du récepteur ;
v Recherche des solutions d’amarrage.
v Analyse des résultats
IV.3.4.La Protein Data Bank « PDB » :
La Protein Data Bank (PDB) est un répertoire mondial de dépot d’informations sur la
structure tridimensionnelle des protéines et des acides nucléiques. [
La PDB est gratuitement accessible par Internet et contient un grand nombre d’informations
complémentaires comme la séquence ou la phylogénie des macromolécules.
Le format PDB Contient:
v Les coordonnées atomiques,
v’ Certaines spécificités chimiques et biochimiques,
v Des détails expérimentaux,
v

Des informations structurales comme la reconnaissance de structures

secondaires,

<

Les liaisons hydrogénes,

(\

L’assemblage biologique et les sites actifs. 133

<



Materiels et Méethodes



Partie pratique

Ce travail a pour objectif 1’étude le lien de causalité entre le médicament notamment
I’ Azathioprine et I’atteinte hépatique. Cette étude a été réalisée durant la période février 2017
a septembre 2017 grace a plusieurs logiciels et serveurs bioinformatique, se basant sur les

informations disponibles sur les plateformes des différentes bases de données.
1. Matériels

Pour réaliser ce travail deux études ont été réalisées :

Une étude d’imputabilité qui basé sur imputabilité intrinséque et imputabilité extrinseéque
collectent les informations utiles de pharmacovigilance et autre in Silico étudie les
interactions entre ligands et la cible a été accomplie grace a des techniques de modélisation

via la stimulation, notamment le docking moléculaire.

Les outils bioinformatiques utilisés concernant les différentes plateformes de bases de

données contenant les informations nécessaires a notre études et a savoir

Linux ubuntu 17.04

MGLTools 1.5.6

Autodock Tools 1.5.6

Autodock Vina 1.5.6

Pymol 1.5.6

Protéine-ligand interactions profiler (serveur)
Molinspiration (serveur)

Code Arguslab

Drug Bank

Protein Data Dank (PDB)

AN N NN N N Y N NN
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v" Ubuntu est un systéme d’exploitation utilisé par des millions de pc a travers le

monde et avec  une interface simple, intuitive, et  sécurisée.
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ubuntu 17.04

v MGLTools est un logiciel développé au MolecularGraphicsLaboratory (MGL) de
The ScrippsResearch Institute pour la visualisation et I’analyse des structures

moléculaires.

Site Map || Accessibity

MGILTools 2 X | —

Screenshots .| Documenialion. |Baskeeess, @MV | Support

Login
Tue L
: Downloads =
Scwrirres i o P [E8 MGLTools 156 RC3
ty Sargis Dallakyan o 34
Release Announcement
. Contrbutors: Anna Omelchenk Sowjanya Kamati
f RESEARCH g
INSTITUTE License Agreements.
MGLTools 1.5.6 Release Notes [ Source Code
Navigation Development in Progress
Wy 2010-02-18
) Home ] | = motools w32 156 Sep ese = mghools win32_1.5.6.2p
‘@ Downloads ‘ [E5 New VISION
" = mghools_Linuxx86_1.5.6_Install = mghools_iB6Linx@_1.5.6.targz Soreencasts
GUim Tar BC_23, inater 5X 2009-05-12
(3D Latest Buids L | = mgitools_ Linux-x86 i  B4Linux2_1.5.61argz
- (—— SUlinstater(GLIBC 24, lbsticrs §X aber (GLIBC 24, ibsidor+ 6 5 New Posts in Py
Biog
Documentati LA
@ Documentation ' = (Snow) Leopard - Mac OS X 10.5 and 10.6 - Intel | = mghools_iB86Danving_1.5.6.tar.gz 2008-05-08
(1 Packages = (Snow) Leopard - Mac OS X 10.5and 10.6- PPC | = mgltools ppcDarwing_1.5.6.tar.gz
[E3 New Splash-Screen
CePmv
Images
@y Support @ = Source All Platforms 2009-04-14
(Forum More news.
= Whatare PMV, ADT and Vision?
Login = Citing PMV, ADT and Vision.
Login Name = Whats included with MGLtools?
‘ = How to contact us?
,”"L MGLTools 1.5.7 RC 1
| THE MGLTools SOFTWARE IS PROVIDED TO YOU "AS IS." AND WE MAKE NO EXPRESS OR IMPLIED WARRANTIES WHATSOEVER WITH RESPECTTO S |

v' AutoDockTools(ADT) est un module du logiciel MGLTools et I’interface
graphique gratuite en utiliser pour configurer, exécuter et analyser des stations
d’ancrage AutoDock et des cartes d’affinité isocontourAutoGrid, ainsi que pour
calculer des surfaces moléculaires ,afficher des rubans de structures secondaires , voir
les molécules en 3D, attribuer des charges atomiques partielles au ligand et a la
macromolécule, calculer des liaisons hydrogenes, préparation des entrées( fichiers

PDBQT) et faire beaucoup plus de choses utiles.
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@ AutoDock

home downloads resources fags & help forum contact
you are here: home — resources — autedockiools
Tue ADT / AutoDockTools =
SCRIFPS by moris — last modified 2007-05-18 07:39
RBATARCHR ‘AutoDockTools, or ADT, is the free GUI for AutoDock developed by the same laboratory that develops AutoDock. You can use it to set up, run and analyze
AutoDock dockings and isocontour AutoGrid affinity maps, as well put rfa display structure ribbons, compute hydrogen-

Instarors bonds, and do many more useful things.

navigation AutoDockToals, or ADT, is the ultimate GUI to setup, launch and analyze AutoDockruns. With ADT, you can:

= View molecules in 3D, rotate & scale in real ime.
@ Hor

(3 Downloads

(3 Parameters

() AuteDockTools
(3 Raccoon
(3 Rac
(3 AutoLigand
(2 Tools
(3 Databases

P Brrinte

= Add all hydrogens or just non-polar hydrogens.
= Assign partial atomic charges o the ligand and the macromolecule (Gasteiger ar Koliman United Atom charges)
= Merge non-polar hydrogens and their charges with their parent carbon atom.
= Setup rotatable bonds in the ligand using a graphical version of AutoTors.
= Setup the AutoGrid Parameter File (GPF) using a visual representation of the grid box, and slider-based widgets.
= Setup the AutoDock Parameter File (DPF) using forms.
= Launch AutoGrid and AutoDock.
= Read in the results of an AutoDock job and graphically display them.
= View isocontoured AutoGrid affinity maps.
= And much, much more...
How to Download AutoDockTools:
1. After you have clicked on this AutoDockTools link, you will be taken fo our lab's "MGLTools Web Portal” downloads page.
2. Download the latest version of MGLTools: If you are running on Linux, Mac 0S X, SGI, or Windows, we recommend you download the Binary distribution.

3. Follow the instruction provide on the website ta install AutoDockTools.

site map  accessibilly

Qgearch

log in

[ AutoDock4.26
2014-08-04

[ AutoDock4.25.1
2013-01-03

[ AutoDock Vina now has
an FAQ
2011-02-18

[ AutoDock Vina is now
Open Saurce
2010-04-20

[ Tutorial section has
been updated
2010-02-25

More news.

] ‘September 2017 »
‘Sun Mon Tue Wed Thu Fri Sat
1 2

3 4 5 6 78 9

10 11 12 13 14 15 16

v' AutoDock Vina est un programme open-source pour I’amarrage moléculaire qui

améliore considérablement la précision moyenne des prédictions de mode liaison et

optimisation globale stochastique de la fonction, le calcul des énergies atomiques.

D | vina.scripps.edu

Features

@ ||Q Rechercher wa & @

Download

Tutorial FAQ Manual Questions?

AutoDock
Vina

AutoDock Vina is an open-
source program for doing
molecular docking. It was
designed and implemented by
Dr. Oleg Trott in the Molecular
Graphics Lab at The Scripps
Research Institute.

The image on the left
illustrates the results of
flexible docking (green)
superimposed on the crystal
structures of (a) indinavir, (b)
atorvastatin, (c) imatinib, and
(d) oseltamivir bound to their
respective targets.

5
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v Molinspirationest un outil supportant la manipulation et le traitement des

molécules, y compris la conversion SMILES et SDfile, la normalisation des atomes, le

calcul des divers propriétés chimique-physique moléculaires.

F

£7

L5

[T =) (Ewln
cheminformatics

Molinspiration Product and
Services

Calculation of Molecular
Properties and Prediction of
Bioactivity

Galaxy 3D Structure
Generator

Molecular Database -
Substructure and Similarity
Search

Molinspiration Publications
Molinspiration FAQ

JME Molecular Editor

About Molinspiration

Molinspiration Cheminformatics Software

Molinspiration offers broad range of cheminformatics software tools supporting
molecule manipulation and processing, including SMILES and SDfile conversion,
normalization of molecules, generation of tautomers, molecule fragmentation,
calculation of various molecular properties needed in QSAR, molecular modelling
and drug design. high quality molecule depiction, molecular database tools
supporting substructure and similarity searches. Our products support also
fragment-based virtual screening, bioactivity prediction and data visualization.
Molinspiration tools are written in Java, therefore can be used practically on any
computer platform.

=1 1

ation " raee: Molinspiration supports internet

chemistry community by offering free
on-line services for calculation of
important molecular properties (logP,
polar surface area, number of
hydrogen bond donors and
acceptors and others), as well as
prediction of bioactivity score for the
most important drug targets (GPCR
ligands, kinase inhibitors, ion
channel modulators, nuclear
receptors). Number of molecules processed per month exceeds 80,000!

More than 2800 Citations in Scientific Papers!

Molinspiration software is used by hundreds of cheminformatics experts in
industry and academia to produce high-quality scientific results. According to the
Google Scholar our tools are more than 2000 times cited! Check the
(incomplete) list of publications produced with help of our software.

Gala

Cheminformatics on the Web

Molinspiration now also on Touch Devices!

Molinspiration interactive web

only on desktop computers, but
also on touch devices including
iPhone, iPad and Android phones
and tablets. Molecule structure
input to our property calculation

powered by the JSME molecule
editor writen in JavaScript. Also our

3D molecule visualizer that allows interactive display of molecules in
various modes and visualization of surface molecule lipophilicty potential and
polar surface area is written in JavaScript.

Molinspiration Molecule Viewer

== Molinspiration Molecule Viewer

allows visualization of collection of
molecules encoded as SMILES or
SDfile. SMILES is automatically
transformed into molecule 2D
representation by our depiction
engine. Display of associated data,

i selection of molecules, built-in

substructure search and export of
selected molecules is supported.
Viewer is written in Java, therefore is
platform independent and may by
used on any computer where the

free evaluation now!

Java runtime is installed. Ask for

v" ArgusLab est un programme se base sur une description géométriquedu systéme

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

pour trouver sa position optimale dans le site actif de la cible qui est considéré rigide.

Welcome

ArgusLab ssscissencioucoies

ArgusLab is a molecular modeling, graphics,
operating systems.
popular. To date, there are = 20,000 downloads.

ArgusLab is freely licensed

from using ArgusLab.
websites or sources

it you like.

A low-key effort is currently underway to port ArgusLab to the iPad.
done some work with the Qt cross-platfiorm development environment in an effort to

ArgusLab for iPad

Tree Frogs

I's getting a litle dated by now,

support Mac, PC, and Linux....no promises! )

Click here to download ArguslLab

Publications

Peetie Pics

and drug design program for Windows
but remains surprisingly

You don't need to sign anything. You can use as many
copies as you need if you are teaching a class where your students might benefit
You are not allowed to redistribute ArgusLab from other
Howewver, you may link to this website from your own websites

In addition, I've

Bearded Dragon

Music & Ancestors

Critters

Warhammer

services are available from now not

and bioaciivity prediction services is
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DrugBankest une vaste base de données publique et gratuite, concernant la
bioinformatique et la chémioinformatique contenant des informations sur les
médicaments et les cibles médicamenteuses

@RUGBANK

DrugBank Release Version 5.0.8

COMPLETE DATABASE @

These DrugBank datasets are released under a Creative Common's

Attrbution-ionComme cial + 0 Interatonal License They canbe |nterested in using DrugBank in a commercial product
used freely in your non-commercial application or project. or app lication?

To access this data, you need to create a free

If you are interested in using DrugBank data in a commercial preduct or application, please
account

contact us for more information on DrugBank+.

-~
[ Sign Up )

e ™
\ / ( Learn More about DrugBank+ )
. ,/

Already have an account? Logir

RELEASED ON VERSION  SIZE COMMAND DOWNLOAD (XML) SCHEMA DEFINITION

Protein-Ligand Interaction Profiler (plip) analyser les interaction proteine-

ligand non-covanlentes dans les structures 3D dans PDB.

Protein-Ligand Interaction Profiler

TECHNISCHE
UNIVERSITAT
DRESDEN

Welcome to Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP)!

Easy and fast identification of noncovalent interactions between proteins and their ligands. o
Y
PDE file: Parcourir... | Aucun fichier sélectionné. max. 10 L
PDB ID: .

| Search for PDB structures |7

Show advanced options

TUTORIAL
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v" Protein Data Bank (PDB) est un répertoire mondial de dép6t d’informations sur

la structure 3D elle est gratuitement accessible par internet.

soar

v" Pymol est ’un des programmes les plus populaires pour la visualisation moléculaire

et utilisé pour visualiser les résultats d’amarrage et convertir différents formats de

fichiers de structures.

u The PYMOL Molecular Graphics System &
S Sene Vo e b

2. Méthodes

Etant que bioinformaticiens, nous avons utilisées le docking moléculaire (warren et al ,2006)
qui sert a identifier les interactions entre molécules dans la partie suivante nous expliquerons
comment appréhender les méthodes de conception de ligands en vue d’obtenir des agents
thérapeutiques et/ou diagnostiques et d’autre part établira un lien de causalit¢ entre le

médicament (Azathioprine) et I’effet indésirable (Imputabilité).




Résultats et Discussion
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Etude de cas: DPimputabilit¢t d’un cas recu au CNPM concernant
I’ Azathioprine :

Patient RN agé de 22 ans ; magons de profession sans ATCD particuliers suivi pour maladie
de Behget avec atteinte vasculaire dans sa formes sévere ayant nécessité la prise de
I’ Azathioprine (Imurel®) un immunosuppresseur a dose progressive jusqu’a 3 Cp/j (150

mg/j) et mis sous un traitement anticoagulant et corticothérapie (prednisoneCp 50 mg).

Le patient a présenté au bout de 15 j de traitement a 150 mg/j ; une perturbation du bilan
hépatique (syndrome de cytolyse et cholestase), 1’obligeant a arréter le traitement jusqu’a
normalisation du bilan hépatique puis le relais par endoxan®(cyclophosphamide) durant 6

mois.

Etant donné,le risque d’azoospermie par endoxan®chez ce jeune patient,la réintroduction de

’azathioprine serait-elle possible chez ce patient ?
Discussions et résultats :

La maladie de Behgetest une vascularite chronique, récidivante et multi systémique
caractérisée par des lésions mucco-cutanées, des manifestations articulaires, vasculaires,

oculaires et du systéme nerveux central.

L’ Hépatite est une inflammation du foie,elle peut avoir plusieurs origines, elle peut étre aussi

d’origine médicamenteuse.

Le patient a pris Azathioprine dans 15 jours avec dose progressive, ila présenté des
perturbations du bilan hépatique, syndrome cytolyse(maladie du foie un surdosage, une
allergie & un traitement particulier vont entrainer une hépatite cytolytique) et syndrome
cholestase(une diminution ou disparition de 1’écoulement de la bile(liquide visqueux de
couleur jaune ,verdatre produit par foie qui aide a la digestion aliments) générant

augmentation subite du volume de bile dans les vois biliaires)

Obligeante patient a arréter le traitement immédiatement avec suivi du bilan hépatique
jusqu’a la normalisation le patient a été mis sous I’endoxan® (cyclophosphamide) pendant 6

mois.

-
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Imputabilité

Nous avons établi un lien de causalité entre le médicament et D’effet indésirable

« ’hépatite »
Azathioprine :
1/ Imputabilité intrinséque :

Critéres chronologiques :

Délai d’apparition de 1'effet
ADMINISTRATION DU MEDICAMENT Tres suggestif Compatible Incompatible

Evolution a I'arrét du médicament Ré-administration du meédicament
R(+) [R(0) [R(-) JR(#) |R(0) | R(-)

« suggestive » :
régression de 1'événement coincidant bien avec cetjC3 |[C3 |C1 JC3 (C2) [C1
arrét

« non concluante »

Régression paraissant au contraire plutdt spontanée ou
rovoquée par un traitement symptomatique nonf = = x . :
s ™ : nEe OMey a2 [a |a |a |a
spécifique réputé efficace sur ces troubles, ou évolution
inconnue, ou recul msuffisant ou lésions de type Co

irréversibles (ou médicament non arrété)

« non suggestive » :

absence de régression d'un événement de type
réversible (ou régression compléte malgré la poursuite
du médicament)

cl1 |C1 (C1 jCc1 |1 [Cl

v Le Délai d’apparition de I’effet indésirable et la prise de médicament est de 15 jours :
délaicompatible.

v La Ré-administration du médicament n’a pas été faite donc R(0).

v' Evolution a l’arrét du médicament est suggestive: régression de 1’événement

coincidant bien avec 1’arrét du médicament.

La combinaison de ces trois critéres permet d’obtenir un score chronologique de résultat C2 :

Plausible.
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Criteres sémiologique :

Evocatrice* du role de ce

Autres éventualités

')résente)

SEMIOLOGIE CLINIQUE OU médicament sémiologiques
PARACLINIQUE ET/OU
facteur favorisant bien validé
du couple
effet indesirable/ médicament
AUTRE(S) CAUSE(S) NON Examen complémentaire spécifique fiable (L)
MEDICAMENTEUSE(S
) L | Lo LO) L | LO) | LO
Absente (apres bilan approprie) S3 S3 S1 S3 S2 S1
Possible (non recherchée ou s3 S2 s1 ) S1 S1

v Sémiologie clinique évocatrice du role de ce médicament.

v’ Ils n’ont pas fait d’examen complémentaire spécifique donc L(0).

v' Autre(s) cause(s) non médicamenteuses (s) est possible (non recherchée

ou

présente) :ils n’ont pas recherché les causes d’hépatite médicamenteuse par des

examens biologiques courants.

Le score sémiologique S2 : plausible.

D’aprés le tableau 3 mentionné dans la partie théoriquele croisement des scores

chronologiques (C) et sémiologique (S) permet de déterminer le score d’imputabilité

intrinséque « [ » qui est :
12 : imputabilité plausible.

2/ Imputabilité extrinseque :

B3 : Effet notoire du médicament, il est bien décrit sur Martindale —The complete Drug

Reference- thirty-seventh 37 edition.

Conclusion :

L’ Azathioprine a probablement été la cause de I’hépatite. Le CNPM ne recommande pas la

réintroduction de ce médicament, ce qui risquerait une majoration de 1’atteinte hépatique.
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Dans la premiére partie de ce manuscrit et de ce travail, nous avons étudi¢ I’imputabilité des
effets indésirables (voir toxiques) du médicament azathioprine. Le mécanisme d'action de ce
médicament est complexe. Les principales actions sont I'hinibition de la synthése de novo des

purines et la perturbation de l'interconversion de ces bases bloquant la synthése d'ADN.

Les différents métabolites de 1'azathioprine qui sont tres actifs tels que 1'acide thioinosinique

et le nucléotide dérivés de la 6-thioguanine.

L'azathioprine a un métabolisme essentiellement hépatique. Il est transformé¢ en 6-MP. Ce
dernier comporte 3 voies métaboliques. L'hypoxantine guanine phosphoribosyl transférase
(HGPRT) la transforme en 6-TGs. Ces derniers sont responsables d'une part de l'effet

immunosupresseur et d'autre part d'une toxicité proportionnelle a leurs concentrations.

Par contre la xantine oxydase (XO) inactive la 6-MP en acide thiourique. La
thiopurineméthyltransférase (TPMT) transforme la 6-MP en 6-méthylmercaptopurine (6-
MMP) par méthylation de la fonction thiol.

C’est dans ce contexte, que nous sommes intéressés a ¢tudier les interactions entre 1'enzyme,
la thiopurineméthyltransférase (TPMT), dont le code pdb est 2BZG d'une part avec des
molécules de la famille des thiopurines. Ces molécules sont l'azathioprine (AZA), la 6-

mercaptopurine (6-MP), la 6-méthylmercaptopurine (6-MMP) et la 6-thioguanine (6-TG).

Comme le métabolisme de la 6-MP dans la cellule engendre les molécules 6-TGs, ces derniers
alterent I'ADN. De ce fait nous nous sommes intéressés a 1’é¢tude des interactions entre un

dodecamer d'ADN (code pdb 1BNA) et la molécule 6-TG d'autre part.
Le choix de ces molécules a été justifié dans la partie précédente.

I1 est & noter que les effets indésirables du médicament Azathioprine sont connus, quoi que la
manifestation de la toxicité hépatique ne soit pas encore connue et bien élucidée. A notre
niveau nous ne pouvons pas expliquer ce constat par modélisation moléculaire. Cependant
cette partie est consacrée a l'application du docking moléculaire afin de modéliser les

différentes interactions entre ces molécules et les cibles choisies.

-
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I-Docking moléculaire et étude des interactions

Dans cette partie, nous nous sommes intéressés a appliquer la technique du docking
moléculaire afin de prédire le mode d’inclusion, le mode d’interaction de chacune des
molécules au sein des deux macrocycles d’une part et évaluer leur énergies d’interactions

(scoring) d’une autre.
Pour cela, nous avons utilisé le logiciel de docking moléculaire AutoDock Vina.
I-1-Préparation des protéines

Avec le logiciel AutoDock Tools de la compagnie MGL Tools D’entrée pdb des

macromolécules ont été traitées et préparée.
D’abord les molécules d’eau, ont été retirées des deux macromolécules (2BZG) et (1IBNA).

Les atomes d’hydrogéne ont été rajoutés aux protéines. Les structures sont enregistrées en

format PDBQT.

Les quatres ligands ont été¢ optimisés avec le code Arguslab en utilisant une méthode semi-
empirique AM1. Ces ligands ont été traités par le logiciel Autodock Tools et enregistrés sous

le méme format PDBQT.

Comme seconde étape, une boite GRID (GRID BOX) a été calculée afin de définir I’espace
de recherche conformationnel du ligand docké. A partir de la littérature nous avons retenu les

paramétres suivants :
- 2BZG : 48, 48, 64 A%t un centre (x, y, z) = (19.364 ,10.487, 12.187).
- 1BNA : 32, 34,32 A3et un centre (x, y, z) = (14.779, 20.976, 8.804).
I-2-Résultats obtenues lors de la simulation du docking

Le logiciel AutoDock Vina, nous a permis d’obtenir les énergies de complexation suivantes :

Azathioprine 6-MP  6-MMP  6-TG

AG -6.6 -4.5 -4.8 -5.4
(kcal/mol)

-
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Tableau 4: différent scores obtenus lors du docking moléculaire des quatres molécules

avec 'entrée 2BZG.

L'énergie d'interaction entre la 6-thioguanine (6-TG) avec le dodecamere d'ADN est de -

5.8kcal/mol.136:37]
D’apres 1’évaluation des énergies d’interactions (scoring), on remarque que :
- L'azathioprine forme le complexe le plus stable suivie par la 6-TG.

- La légere différence en énergies entre les deux molécules 6-MP et 6-MMP pourrait
étre expliqué par la faite que la seconde différe (sur le plan structural) par rapport a la
molécule 6-MP par un groupe méthyl. Ce groupement pourrait affecter 1égérement la

position de cette molécule au niveau du site actif de la protéine.

- L'azathioprine avec son squelette moléculaire le plus grand forme le complexe le plus
stable. Ceci pourrait étre expliqué par la présence de groupements supplémentaires et

par les liaisons rotatables qu'il en possede.
II- Etude des interactions TPMT-ligands :

Dans ce qui s'en suit, les acides aminés en rouge sont ceux qui sont hydrophobes (pour

désigner les interactions hydrophobiques).
IL.1- interaction TPMT-AZA

Le complexe formé avec l'azathioprine et le récepteur 2BZG est gouverné par un réseau de

liaisons hydrogenes. Le tableau suivant résume les différentes liaisons hydrogeénes obtenues.

Acide aminé GLU17 GLN17 ARG163 TYR198 GLU203
Distance A° 3.63 3.17 2.37 2.76 3.57
3.85 2.88

-
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La figure suivante schématise ces différentes liaisons hydrogenes.

Figure 10 : différentes liaisons hydrogénes entre la 2BZG et 'azathioprine.

Les deux entités moléculaires forment un ensemble d'interactions de type VAW et
hydrophobique. Les acides aminés responsables de ces interactions sont : PRO200, ARG163,
GLN19, GLU17 et LYS20.

La figure suivante schématise ces différentes interactions.

Figure 11 : interactions de Vdw et hydrophobique entre TPMT et AZA.
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II-2- Interaction TPMT-6-MP

Concernant la molécule 6-MP, comme c’est déja vue, elle se positionne au sein du site actif

de la 2BZG en formant diverse interactions de type VAW et liaisons hydrogénes.

Les liaisons hydrogénes obtenues sont formées essentiellement avec les acides aminés
PRO195 a une distance de 3.49A°, ARG226 a une distance de 2.38 A°. La TRP230 forme
deux liaisons hydrogenes a des distances de 3.38 A° et 3.48 A°.

La figure suivante représente ces différentes liaisons hydrogenes.

Figure 12 : différentes liaisons hydrogénes entre la 2BZG et la 6-MP.

D'apres la figure suivante, nous remarquons que la plus part des acides aminés entourant le
ligand 6-MP forment des interactions de type hydrophobiques et VdW. (PHE40, ARG226,
TRP230, PRO196, PRO195, SER229).

Figure 13 : interactions de VdW et hydrophobiques entre la 6-MP et la TPMT.
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II-3- Interaction TPMT-6-MMP :

I1 est & noter que cette molécule ne se positionne pas de la méme maniere que ces deux autres
homologues au sein de la cavité enzymatique. Ceci pourrait étre expliqué du faite que le
groupement méthyle (avec son caractére hydrophobe) influe et donc guide 1'orientation et le

positionnement de ce ligand.

L'adaptation de cette orientation a pu engendrer la formation de deux liaisons hydrogenes

avec l'acide aminé ARG226 a des distances de 3.35 A° et 3.64 A°.

De méme, plusieurs interactions de type hydrophobiques et VAW sont manifestées avec

I’ensemble des résidus entourant la 6-MMP. (PHE40, ARG226, TRP29, PRO196).

Les figures suivantes représentent les diverses interactions observées.

Figure 14 : différentes liaisons hydrogénes entre la 2BZG et la 6-MMP.

Figure 15 : interactions de VdW et hydrophobiques entre la 2BZG et la 6-MMP.

.
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II-3- Interaction TPMT-6-TG:

Concernant la molécule 6-TG, cette derniere se positionne d'une manicre quasi-similaire a la
6-MP. L'acide aminé ARG226 forme deux liaisons hydrogénes a des distances de 3.35A° et
2.36A°. il est a noter que le groupement -NH2 n'intervient pas a la formation de telles

interactions avec le récepteur.

De méme, en analysant et comparant les interactions de type VAW et hydrophobiques, nous
remarquons que plusieurs acides aminés appartenant a la cavité enzymatique interviennent
fortement dans la stabilité de ce complexe. Ceci pourrait expliquer le faite que le complexe

formé posséde un enthalpie libre de formation le plus élevé par rapport a ces homologues.

Les acides aminés formant ces interactions sont (ARG226, TRP230, PRO196, LEUI18S5,
GLY 153, ARG152 et PHE40).

Les figures suivantes résument ces différentes interactions observées.

Figure 16: différentes  liaisons

hydrogénes entre la 2BZG et la 6-TG.

qA‘

A 4}\»
) FHE40 \jr\mm
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II-4- Interaction ADN-6-TG:

Concernant l'inclusion et le mode d'interaction de la 6-TG au sein du dodecameére d'ADN,
nous notons en premier lieu que son affinité est de -5.8 kcal/mol, plus négative que celle avec
la TPMT. Cette stabilité n'est pas gouvernée par des liaisons hydrogeénes mais essentiellement

par un réseau d'interactions vdW comme le montre la figure suivante.
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Figure 18 : interactions de VdW entre l1a 1BNA et la 6-TG.

III- Complémentarité géométrique entre macromolécules et ligands :

Les figures suivantes montrent l'aspect clé-serrure et la complémentarité géométrique entre

les deux macromolécules et les ligands choisis.

Figure 19 : Complémentarité géométrique Figure 20 : Complémentarité géométrique
2BZG/AZA 2BZ.G/6-MP
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Figure 21 : complémentarité géométrique Figure 22 : complémentarité géométrique

2BZ.G/6-MMP. 2BZG/6-TG.

Figure 23 : complémentarité géométrique 1BNA/6-TG.
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IV- Régles de Lipinski (Molinspiration)

Est un ensemble de descripteurs moléculaires simples utilisés par Lipinski dans la formulation

de sa "Régle 5" 1351, Les états de régle, que la plupart des molécules "drug-like" ont :
- Caractere lipophile (logP) <5,
- Poids moléculaire (MW) < 500,
- Le nombre de liaisons hydrogene accepteurs (nO,N) < 10,
- Le nombre de donneurs de liaison hydrogéne (nOH,NH) < 5.

Les molécules viole plus d'un de ces regles peuvent avoir des problemes avec la
biodisponibilité.

Application des reégles de Lipinski sur ces composées :

Dans le but d’enrichir notre étude qui concerne les interactions entre nos ligands
thiopuriniques et les deux entrées PDB, nous les avons soumis au serveur Molinspiration

afin d’appliquer les cinq regles de Lipinski et voir par la suite si nos molécules sont

pharmacologiquement prometteuses.

Le tableau suivant résume les différents résultats obtenus :

Molécule MiLogP TPSA N MW nO nO nviolations nrotb volume
atome N HN
H
Azathioprine 0,50 118.12 19 277.27 9 1 0 3 211.19
6-MP -0.39 57.37 10 152.18 4 2 0 0 117.56
6-TG -0.58 83.39 11 167.20 5 4 0 0 128.84
6-MMP 0.54 5447 11 166.21 4 1 0 1 135.24

.
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Il est remarquable qu'il y a une corrélation entre les énergies d'interaction des molécules et
leurs poids moléculaires, et le nombre de liaisons hydrogéne accepteurs (nO,N). Cette

corrélation est observée aussi avec le volume de chaque molécule.

Ce constat nous permet de prédire, voir synthétiser des molécules de la méme famille des

thiopurines respectant cette corrélation afin d'améliorer 'activité biologique.
Conclusion :

Les meilleurs ligands ayant le maximum de donneurs et accepteurs de liaisons hydrogéne ont
formés les complexes les plus stables avec les macromolécules. Ceci démontre bien
I’importance des groupements et des liaisons rotatables qui conférent une certaine flexibilité

de la molécule afin de former d’autres interactions.




Conclusion générale
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L’azathioprine est un médicament qui a des effets indésirables sur 1’organisme ainsi la

pharmacovigilance a pour but la détection et la prévention des effets indésirables.

Le présent mémoire représente une contribution qui rentre dans le cadre de la recherche du
lien de causalité entre les effets indésirables et le médicament notamment 1’ Azathioprime, et
la prédiction, la visualisation et 1’optimisation de structure 3D de ce médicament ainsi que la

compréhension entre les interactions entre protéines.

Pour réaliser ce travail deux études ont été réalisées : une étude d’imputabilité et autre in

silico.

Nous avons étudi¢ I’imputabilité intrinséque dont résulte un score plausible et une
imputabilité extrinséque montrant c’est un effet notoire du médicament, il est bien décrit sur

Martindale.

L’¢tude in silico des interactions entre les ligands et la cible a été accomplie grace a des

techniques de modélisation via la stimulation, notamment le docking moléculaire.

Les outils informatiques utilisent pour le docking sont Linux Ubuntul7.04, le logiciel
Autodock Tools 1.5.6, Autodock vina 1.5.6, Pymol 1.5.6, protéine-ligand interactions profiler
(serveur), Molinspiration (serveur), PDB, Drug Bank et le code de Arguslab se base sur une

description géométrique du systéme protéine ligand et les régles de lipinski.

A partir de ces derniéres, les énergies de liaison AGoindainsi que les liaisons hydrogéne,
hydrophobique et de van der Walls formées dans les complexes protéine-ligands sont
employés pour analyser les interactions entre les différentes thiopurines testées et le site actif
SAM de la protéine TPMT. Les informations recueillies, aprés criblage, permettent de

déterminer quels sont les complexes les plus stables.
Confrontées entre elles et classées comme suivants :
1- Azathioprine (-6.6 ka/mol)

2- 6-Thioguanine avec I’ADN (-5.8)

3- 6-Thioguanine (-5.4)

Par contre les deux homologues du 6-MP et 6- MMP, ils ont des 1égeres différences d’énergie

par rapport a leur structure chimique.

<
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Toujours du point de vue énergétique, le complexe le plus stable et qui a maximum de

donneurs et accepteurs de liaisons hydrogeéne c’est 1’azathioprine avec plus de flexibilité.
Conclusion

Le lien de causalité entre le médicament notamment 1’ Azathioprine et 1’atteinte hépatique est
de type plausible. L’¢tude in Silico des interactions entre les ligands et la cible ayant été
accomplie grace a des techniques de modélisation via stimulation, notament le docking
moléculaire nous a permis de montrer le lien entre 1’Azathioprine avec TPMT et le 6-TG

avec L’ADN et TPMT, le 6-MP avec TPMT ainsi que le 6-MMP avec TPMT .

Ces résultats sont I’ébauche d’informations qui pourraient nous orienter vers d’autres études

in Vitro et in Silicopour nous permettre de confirmer nos résultats.

<
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