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Résumé 

L’inflammation est un phénomène affectant des millions de personnes à travers le monde. Il 
existe une grande variété de médiateurs inflammatoires impliqués dans différentes fonctions 
biologiques, dont la cyclooxygénase-2. Bien que de nombreux inhibiteurs sélectifs de COX-2 
aient été développés et commercialisés, ceux-ci présentent des effets secondaires dont la 
gravité a entraîné, dans certains cas, l'arrêt de leur commercialisation.  

De nos jours, les méthodes in silico sont de plus en plus employées dans les stratégies de 
découverte de nouvelles molécules à visée thérapeutique. Au cours de ce projet, nous nous 
sommes appuyés sur les modèles pharmacophoriques et les méthodes de docking afin de 
guider et de prioriser la synthèse de molécules de structures diverses et originales, 
susceptibles de présenter les meilleures affinités pour la cible étudiée. Ainsi, des prédictions 
réalisées avec le logiciel TOMOCOMD-CARDD combinées à des tests biologiques, ont 
permis d’identifier le cyclocoumarol comme une molécule potentiellement anti-
inflammatoire.  

Dans le cadre de ces travaux nous nous sommes intéressés à la synthèse et l’étude d’analogues 
du cyclocoumarol en tant qu’inhibiteurs sélectifs de COX-2. La pharmacomodulation autour 
du cyclocoumarol et la mise en place de stratégies de synthèse judicieuses ont permis 
d’obtenir une série d’analogues. Divers outils bioinformatiques ont été utilisés : le logiciel 
LigandScout a permis de construire des pharmacophores sélectifs de COX-2 et les études de 
docking ont permis de comprendre les modes de liaisons des différents composés. Enfin, le 
logiciel SeeSAR, a permis de prédire l’affinité des molécules les plus susceptibles d’inhiber 
sélectivement COX-2. Les tests biologiques ont confirmé leur activité inhibitrice envers 
COX-2 avec une inhibition non significative vis-à-vis de COX-1. Parmi les molécules 
synthétisées, le 4-OMe cyclocoumarol a démontré une activité et une sélectivité très 
intéressantes, comparables au NS-398, un inhibiteur sélectif connu de la COX-2.  

A partir des résultats biologiques obtenus, un travail de phamacomodulation autour de ces 
dérivés du cyclocoumarol a été réalisé en utilisant des outils in silico dans le but de prédire 
l’affinité de nouveaux composés et de découvrir de nouveaux inhibiteurs sélectifs de la COX-
2. 

Mots clés : cyclocoumarol, benzalacétones, warfarines, pharmacophores, docking, criblage 
virtuel, COX-2, repositionnement 
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Summary  

Inflammation is a phenomenon affecting millions of people throughout the world. There is a 
broad range of inflammatory mediators implied in different biological functions including the 
cyclooxygenase-2. Although many selective inhibitors selective of COX-2 have been 
developed and marketed, they have displayed diverse side effects leading, in some cases, to 
their withdrawal from the market. 
Nowadays, in silico methods are more and more used in the drug discovery process. In this 
project, we have used pharmacophoric models and docking methods to guide and prioritize 
the synthesis of molecules, presenting different and original structures, with enhanced affinity 
for the biological target. Thus, predictions realized with the TOMOCOMD-CARDD software 
together with biological tests enable to identify the cyclocoumarol as a potential anti-
inflammatory molecule. 
As part of these works, the synthesis of and the study of cyclocoumarol analogues as selective 
inhibitors of COX-2 have been realized. Pharmacomodulation of cyclocoumarol and 
development of synthesis strategies led to a serie of cyclocoumarol analogues. Several 
bioinformatics tools have been used: selective COX-2 pharmacophores were elucidated using 
LigandScout and docking studies (Surflex) were conducted to understand the binding mode of 
different compounds. Finally, SeeSAR enabled to predict the affinity of the molecules the 
most susceptible to inhibit selectively COX-2. Biological tests confirmed their inhibitory 
activity against COX-2 and showed no significant inhibition for COX-1. Among the 
synthesized molecules, the 4-OMe cyclocoumarol has demonstrated an activity and a 
selectivity very interesting, similar to NS-398, a known selective COX-2 inhibitor.  
Based on the biological results obtained, a pharmacomodulation study of cyclocoumarol 
derivatives has been realized using in silico tools in order to predict the affinity of new 
compounds and to discover new selective inhibitors of COX-2. 
Keywords : cyclocoumarol, benzalacetones, warfarines, pharmacophores, docking, virtual 
screening, COX-2, repositioning 
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I.1 Cycle de vie d’un médicament 

De sa mise au point en recherche jusqu’à sa commercialisation, le cyle de vie d’un 

médicament est encadré par de nombreuses réglementations marquant ainsi les différentes 

étapes portant du développement de la molécule active jusqu’à la distribution du médicament 

sur le marché. Sur 10 000 molécules testées, une seule sera commercialisée [1]. C’est donc un 

processus extrêmement long et coûteux : il faut compter minimum 15 ans de recherche pour 

un coût total avoisinant le milliard d’euros [2]. 

L’étape de recherche et développement du médicament s’étend sur une durée de 8 à 10 ans 

[3]. Cette phase est caractérisée par trois étapes : la première concerne la recherche de 

molécules potentiellement candidat-médicaments pour une maladie donnée. Ces molécules 

sont le résultat des avancées de la recherche fondamentale (ex : nouvelles cibles, molécules 

analogues, techniques de criblage et d’optimisation). Ainsi sur 10000 molécules testées, 100 

candidats médicaments sont sélectionnés [3]. La deuxième phase concerne les tests 

précliniques. Les molécules sélectionnées sont testées in vitro et sur des modèles animaux 

afin d’évaluer leurs activités biologiques, leurs toxicologies et leurs pharmacocinétiques. La 

faisabilité technique du médicament est aussi évaluée, c’est-à-dire les différentes méthodes 

nécessaires pour tester ces molécules sont déterminées et les moyens financiers à mettre en 

œuvre sont définis. [1, 3]. A la fin de cette étape, seules 10 molécules candidates sont 

retenues. Enfin, ces molécules rentrent en phase de développement clinique.  

Ces essais cliniques, divisés en trois phases, sont strictement encadrés par la loi. La phase I 

concerne l’évaluation de la tolérance au médicament sur un nombre limité de volontaires 

sains. La phase II porte sur l’évaluation de l’efficacité du médicament sur les patients et la 

phase III concerne l’évaluation du rapport efficacité/tolérance sur une population plus large 

[3]. En général, une seule molécule est retenue à la fin de ce long parcours. En parallèle, la 

mise au point du procédé de fabrication du médicament est réalisée. L’objectif est de réussir à 

produire la molécule en grande quantité [4]. 

Une fois que le médicament a été développé, l’étape de l’autorisation de la mise sur le marché 

(AMM) du médicament est indispensable. Cette étape dure de 1 à 3 ans. Il est question 

d’évaluer le dossier d’AMM : la décision est rendue par la Commission de la Transparence et 

l’autorisation de la mise sur le marché est délivrée par l’Agence Nationale de Sécurité du 
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Médicament (ANSM). Enfin, le prix du médicament et son taux de remboursement sont fixés 

par différents organismes [3]. 

Le médicament commercialisé est surveillé pendant toute sa vie. Ceci concerne la phase de 

pharmacovigilance (phase IV). Cette phase prend en compte des effets sur les malades et les 

études post-AMM qui rassurent la population quant à l’utilisation d’un nouveau médicament 

mis à leur disposition [3]. 

Aujourd’hui, l’enjeu consiste à amortir les dépenses de recherche de plus en plus importantes 

sur des médicaments de plus en plus ciblés avec des périodes de protection brevetaires de plus 

en plus courtes (Schéma 1) [5].  

 

Schéma 1 : Le cycle de vie d’un médicament [1] (S.S : Sécurité Sociale, T2A : Tarification à 

l’activité, CEPS : Comité Economique des Produits de Santé) 
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I.2 Stratégies de découverte d’un médicament 

Pour trouver une molécule capable d’interagir avec la maladie étudiée, il est nécessaire dans 

un premier temps, d’identifier une « tête de série » c’est-à-dire un composé possédant 

l’activité pharmacologique désirée. Une nouvelle « tête de série » peut être découverte par 

sérendipité, à partir des ressources naturelles, en utilisant les méthodes de criblage in silico, 

ou en s’inspirant de médicaments déjà existants [6]. 

De nombreuses molécules ont été découvertes par hasard par simple observation, comme c’est 

le cas du gaz moutarde utilisé pendant la Seconde Guerre Mondiale. Il s’est révélé que son 

inhalation entrainait une destruction de globules blancs. A partir de cette observation, des 

molécules analogues au gaz moutarde ont été synthétisées pour cibler la leucémie, un cancer 

qui se manifeste par une production excessive de globules blancs dans le sang [6]. Hormis la 

sérendipité, la nature constitue la plus grande source de composés offrant un large spectre 

d’activités biologiques intéressantes. Les plantes, les micro-organismes, les organismes 

marins, les animaux (peau, venins) regorgent de molécules aux structures riches et variées, 

qui n’ont pas encore été suffisamment exploitées, et dont les activités biologiques sont encore 

à élucider [6]. En 2011, les molécules issues de produits naturels sont impliquées dans le 

traitement de 87% de maladies touchant l’homme et sont le point de départ de la découverte 

de nombreux médicaments [7].  

Pour aider à concevoir de nouveaux composés à visée thérapeutique plusieurs méthodes in 

silico peuvent être employées. Lorsque la structure d’une protéine est déterminée et un site de 

liaison identifié, il est intéressant d’étudier les différents types d’interactions pouvant s’établir 

et ainsi orienter la conception de diverses molécules capables de s’insérer dans le site de 

liaison [6]. Si à l’inverse, la structure de la protéine n’est pas encore élucidée, il est possible 

par exemple de créer des modèles pharmacophoriques en superposant les structures des 

molécules qui sont connues pour se lier à la protéine. Ces modèles peuvent servir de guide 

dans le développement de nouveaux composés capables de s’insèrer dans le site actif de la 

protéine et d’y modifier son activité biologique.  

Une autre stratégie utilise des médicaments déjà connus en thérapeutique afin d’orienter leur 

usage vers de nouvelles applications. Trois approches illustrent cette stratégie : le 

repositionnement de médicaments, la synthèse d’analogues et l’optimisation sélective des 

activités secondaires (SOSA). 
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Le repositionnement des médicaments est l’une des approches les plus utilisées. En effet, il 

s’agit d’associer aux médicaments déjà existants, de nouvelles applications thérapeutiques. 

L’efficacité de cette méthode s’évalue en cinq points majeurs : 1) les formulations et les 

méthodes de fabrications sont déjà établies, 2) les données du profil ADMET (absorption, 

distribution, métabolisme, excrétion et toxicité) du médicament parent sont connues, 3) les 

essais cliniques ont peu de probabilité d’échouer, et 4) les données de pharmacovigilance du 

médicament sont connues. [8]. 5) Par cette méthode, le processus de mise au point d’un 

nouveau médicament est réduit de 12 à 3 ans [8] reflétant ainsi l’efficacité de cette approche. 

Le repositionnement est ouvert à un large spectre de médicaments : ceux qui ont été retirés du 

marché, ceux qui ont échoué pendant les essais cliniques et ceux qui sont commercialisés [8]. 

Les différentes méthodes permettant de repositionner un médicament sont illustrées dans la 

Figure 1. L’observation fortuite (voie 1), les médicaments existants qui montrent avoir une 

nouvelle activité biologique (voie 2), ou la découverte d’une nouvelle cible thérapeutique 

(voie 3) peuvent être le point de départ d’un repositionnement. Si un nouveau rôle pour une 

cible déjà existante a été établi (voie 4), ou si le médicament peut-être impliqué dans de 

nouvelles voies de la maladie (voie 5), la méthode de repositionnement peut également être 

réalisée. Enfin, la présence d’effets secondaires inattendus constitue aussi une occasion de 

développer de nouveaux médicaments par du repositonnement (voie 6) [8].  
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Figure 1 : Les différentes méthodes de repositionnement d’un médicament [8] 

La synthèse d’analogues est la deuxième approche décrite pour développer de nouveaux 

agents thérapeutiques à partir de médicaments connus [9]. Il existe trois méthodes pour le 

design d’analogues. La première consiste à élaborer des dérivés qui conservent les similarités 

chimiques et pharmacologiques de la molécule parent. Ces composés sont qualifiés 

« d’analogues directs ». En général, de simples modifications sont apportées à la structure 

telle que la substitution d’un groupement bioisostère. Ces « analogues directs » améliorent 

l’activité thérapeutique du médicament. La deuxième méthode conserve uniquement les 

similarités chimiques. Ces analogues « structuraux » possèdent une structure chimique 

comparable à la molécule parent mais peuvent révéler des propriétés pharmacologiques 

inattendues. La dernière méthode est la plus originale. Elle consiste à élaborer des analogues 

en modifiant la structure chimique tout en préservant le profil pharmacologique de la 

molécule parent. Ces analogues « fonctionnels » décrivent alors une affinité similaire à celle 

du médicament pour une cible donnée tout en offrant des composés avec une grande diversité 

structurelle. En général, cette méthode fait référence au principe du « scaffold hopping » où 
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l’idée est de découvrir de nouvelles molécules en changeant significativement la structure 

principale du médicament mais en conservant des activités biologiques similaires. Ce principe 

repose sur l’hypothèse que des molécules structurellement et chimiquement différentes 

peuvent interagir avec le même récepteur et donner des activités biologiques comparables [9]. 

La troisième approche concerne l’optimisation sélective des activités secondaires connue sous 

le nom de SOSA (Selective Optimization of Side Activities) [10, 11]. L’approche SOSA 

comprend deux étapes : la première étape consiste à réaliser un screening en utilisant une 

petite bibliothèque de médicaments (environ 1000) aux structures diverses judicieusement 

choisies et dont la biodisponibilité, la toxicité et l’efficacité ont été demontrées chez les 

humains. La deuxième étape est l’optimisation des hits issus du screening, afin d’augmenter 

l’affinité pour une nouvelle cible et de réduire l’affinité pour la cible originale. Le concept 

SOSA a donc pour objectif de préparer des analogues de ces hits pour transformer l’activité 

secondaire observée en effet principal et de réduire significativement voire d’annihiler 

l’activité pharmacologique initiale. Un des avantages majeurs de cette méthode réside dans le 

fait que les molécules issues de cette approche possèdent de bons profils ADMET et 

présentent moins de problèmes de toxicité par rapport aux molécules préparées par d’autres 

approches [10, 11]. 

Le but de ces travaux de thèse est de développer de nouvelles molécules à partir de 

médicaments connus. Nous nous sommes particulièrement intéressés au cyclocoumarol, 

drogue utilisée en thérapeutique en tant qu’anti-coagulant. Nous avons étudié l’activité anti-

inflammatoire de ce composé et nous avons orienté notre recherche vers la préparation 

d’inhibiteurs sélectifs de la cyclooxygénase-2 (COX-2).  

Pour mener à bien ce projet, nous nous sommes appuyés sur les outils de la bioinformatique et 

de la chimie médicinale. En partant de résultats antérieurs au laboratoire de chimie médicinale 

[12], démontrant l’activité anti-inflammatoire du cyclocoumarol (criblage in silico et 

évaluations biologiques), nous nous sommes intéréssés à développer une nouvelle série de 

dérivés du cyclocoumarol, inhibant sélectivement la COX-2. La pharmacomodulation réalisée 

autour de ce composé suit une approche de chimie thérapeutique relativement classique 

permettant par la suite de réaliser la synthèse des nouveaux analogues du cyclocoumarol. Les 

outils de bioinformatique nous ont guidé dans l’élaboration de nouvelles structures 

inhibitrices et sélectives de la COX-2, en conservant le squelette du cyclocoumarol, grâce à 

l’étude du mode de liaison des molécules dans le site actif de la COX-2 et à des logiciels 
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permettant soit de générer des modèles pharmacophoriques (LigandScout) soit d’estimer 

l’affinité par une visualisation directe de la structure (SeeSar) afin de prédire les molécules les 

plus susceptibles d’inhiber sélectivement la COX-2. 

Ce manuscrit est décomposé en 4 grands chapitres 

Le premier chapitre sera consacré à la présentation de la cible COX-2. Il s’agit de comprendre 

l’intérêt de  cette enzyme en tant que cible thérapeutique, d’étudier la structure de son site 

actif (forme, taille…etc) afin de pouvoir cibler les différents types de molécules capables de 

s’y insérer afin d’en modifier son activité. Une présentation des inhibiteurs sélectifs mis sur le 

marché et de leurs effets secondaires sera faite.  

Le deuxième chapitre concernera les méthodes in silico. Les modèles pharmacophoriques et 

les études de docking seront particulièrement détaillés. Nous décrirons comment ces deux 

approches peuvent guider l’élaboration de molécules susceptibles de présenter de meilleures 

affinités pour une cible donnée.  

Dans la troisième partie de ce manuscrit, nous nous attarderons à discuter du choix du 

cyclocoumarol, en tant que tête de série, issu d’un screening in silico en utilisant le logiciel 

TOMOCOMD-CARDD (TOpological MOlecular COMputational Design Computer-Aided-

Rational-Drug Design). Les stratégies de pharmacomodulation envisagées seront présentées. 

Enfin, le dernier chapitre sera consacré à l’analyse et à l’interprétation des résultats 

expérimentaux obtenus aux cours des travaux de synthèse des molécules, des études de 

modélisation moléculaire et des études biologiques. L’analyse de ces résultats nous permettra 

de proposer de futures structures intéressantes à développer en tant qu’inhibiteurs sélectifs de 

la COX-2.  
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II Deuxième Partie : COX-2 et 

inflammation 
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II.1 Les prostaglandines (PGs) et les thromboxanes (TXs) 

L’inflammation est un processus complexe qui intervient dans la défense de l’organisme face 

à tout élément étranger agressant le corps humain. Ce phénomène est notamment impliqué 

dans le développement de nombreuses maladies affectant l’homme. Il est caractérisé par 

quatre principaux symptômes : la rougeur, la chaleur, la douleur et le gonflement. La réponse 

inflammatoire est contrôlée par une grande diversité de médiateurs, parmi lesquels les 

prostaglandines (PGs) qui jouent un rôle majeur dans la réponse inflammatoire médiée par les 

cyclooxygénases [13-15].  

II.1.1 Présentation des prostaglandines (PGs) et thromboxanes (TXs) 

II.1.1.1 Découvertes et nomenclature des PGs et TXs 

Les PGs ont été découvertes pour la première fois dans les années 1930 par Goldblatt puis 

Von Euler [16] qui ont détecté la présence d’un acide gras dans le liquide séminal humain. 

Von Euler lui attribue le nom de prostaglandine pensant que cet acide gras provenait de la 

glande de la prostate. Trente ans plus tard, Bergstrom et Samuelsson [16, 17] établissent pour 

la première fois la structure de deux PGs : PGE et PGF. Les PGs et les thromboxanes (TXs) 

font partie d’une famille de lipophiles comprenant 20 atomes de carbone et une fonction acide 

carboxylique. Ils dérivent principalement trois substrats : l’acide eicosatriènoïque, l’acide 

arachidonique (AA), et l’acide eicosapentaènoïque.  Parmi les PGs et les TXs les plus 

connues, formées à partir de l’AA, il y a : PGE2, PGD2, PGI2, PGF2α et TXA2. Pour la PGF, α 

et β indiquent la configuration spatiale du groupement hydroxyle situé en position 9 (Figure 2 

et Figure 3) [16, 18-22]. 
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Figure 2 : Structure chimique de l’acide arachidonique et de PGF2α [23] 
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Figure 3 : Structures chimiques des PGs : PGE2, PGD2, PGI2, PGF2α et TXA2 [16] 

II.1.1.2 Biosynthèse des PGs  

L’AA est libéré à partir de membranes lipidiques, par action de phospholipases telles que la 

phospholipase A2 (PLA2), la phospholipase C (PLC) ou la phospholipase D (PLD) [23]. Une 

fois libéré, l’AA peut être transformé en différents produits selon deux voies biochimiques 

principales (Schéma 2). La première est celle où l’AA se lie avec la 5-lipooxygénase, une 

enzyme générant les HPETE (acides hydroxypéroxyeicosatétraénoïques). Ces derniers se 

transforment rapidement en leucotriènes (LT), lipoxines et HETE (acide 

hydroxyeicosatétraénoïque). La seconde voie concerne les transformations de l’AA par la 

cyclooxygénase (COX) menant à la formation des PGs et des TXs [24-28]. 
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Schéma 2 : Les différentes voies de transformations de l’acide arachidonique 

II.1.1.3 Fonctions des PGs 

Les PGs sont présentes dans la plupart des cellules et tissus ce qui leur confère une grande 

variété de propriétés biologiques, spécifiques du tissu (ou cellule) à partir duquel elles sont 

produites. Les PGs et les TXs sont connus pour intervenir dans la réponse inflammatoire par 

induction de signaux de la douleur, de la fièvre, la stimulation de l’aggrégation des 

plaquettes…[16, 29-32]. Ainsi chaque PG et TX possèdent des fonctions particulières, et 

agissent sur différents tissus et organes (Tableau 1). 

Tissus/Organes Médiateurs Effets 

Organes reproductifs féminins PGE2, PGF2α 
Contraction de l’utérus, ovulation, 

grossesse 
Organes reproductifs masculins PGE2, PGF2α Fertilité 

Système cardiovasculaire 
TXA2 

PGE2, PGI2 
PGF2α, TXA2 

Agrégation plaquettaire 
Vasodilatation artérielle 

Vasoconstriction veineuse 

Système respiratoire 
PGE2 

PGF2α, TXA2, 
Brochondilatation 

Brochonconstriction 

Système rénal PGE2, PGI2 
Régulation du débit sanguin dans le 

rein 
Système gastrointestinal PGE2, PGI2 Protection de la muqueuse gastrique 

Système immunitaire PGE2, PGI2 
Inhibition des lymphocytes T et 
activation et prolifération des 

lymphocytes B 

Système nerveux central 
PGE2 
PGD2 

PGI2, PGE2 

Fièvre 
Sommeil 
Douleur 

Tableau 1 : Principales fonctions des prostaglandines et thromboxanes (adapté selon [16]) 
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II.1.1.4 Acide arachidonique et cyclooxygénase 

L’enzyme cyclooxygénase possède deux sites actifs : un site COX permettant de catalyser une 

réaction de cyclo-oxygénation et un site POX (peroxydase) permettant de catalyser une 

réaction de réduction. La principale activité de COX est de cycliser l’AA pour former la 

PGG2, alors que POX réduit la PGG2 en PGH2 (Schéma 3) [18, 24, 33]. C’est d’ailleurs pour 

cette raison que cette enzyme est également appelée prostaglandine G/H synthase (PGHS).  

 

Schéma 3 : Transformations de l’acide arachidonique dans la cyclooxygénase et la 

peroxydase [34] 

Trois grandes étapes décrivent la conversion de l’AA en PGs dans l’enzyme : la libération de 

l’AA par la phospholipase A2, la formation de PGG2 dans COX et celle de PGH2 dans POX, 

et la formation des PGs (Schéma 4). 
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Schéma 4 : Formation des PGs à partir de l’AA. L’ AA est oxydé par la réaction de 

cyclooxgénation qui se déroule dans la COX, il est ensuite converti en PGG2 puis réduit en 

PGH2. La PGH2 est hautement instable et est rapidement transformée par des synthases 

spécifiques en PGE2, PGF2, PGD2, PGI2 et TXA2 [16] 

 

Etape 1. Libération de l’AA par la phospholipase A2 (PLA2) 

En réponse à une grande variété de stimuli, particulièrement des membranes endommagées, la 

PLA2 est activée et libère l’AA. Cet acide gras atteint ensuite le site actif de COX en passant 

par un long tunnel hydrophobe et s’y fixe en réalisant des liaisons hydrogène entre les résidus 

Arg 120 et Tyr 355 et sa fonction COO- (Figure 4). 

 

Figure 4 : Acide arachidonique lié au site actif de oCOX-1 (ovine COX-1). Le carboxylate 

réalise des interactions ioniques avec l’Arg 120 et des liaisons hydrogène avec la Tyr 355. Il 

adopte une forme en L dans le tunnel hydrophobique. L’hème est désigné en rouge. Les 

résidus en contact avec l’acide arachidonique sont représentés en jaune [35] 

Etape 2. Formation de PGG2 dans COX et celle de PGH2 dans POX 

L’activation du site actif de COX est complètement dépendante des réactions se déroulant au 

sein de POX. Le site actif de la peroxydase comprend un hème [36]. L’oxydation du fer initie 

la boucle catalytique. Un hydroperoxyde réagit avec le fer pour former l’intermédiaire I [Fe 4+ 

=O.] (un radical cationique d’oxyde de fer) [36]. Ensuite une réaction intramoléculaire de 
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transfert d’électron entre la Tyr 385 et l’intermédiaire I génère le radical Tyr O. 

correspondant. Si le site actif de la COX contient l’AA, le radical de la Tyr 385 active la COX 

en capturant, par transfert d’électron, l’atome d’hydrogène situé en position 13-pro(S) de 

l’AA, formant ainsi le radical arachidonate (AA.). La cascade de l’AA est alors déclenchée. 

l’AA. capture une molécule d’oxygène qui vient se fixer en C-11. Une cyclisation avec le C-9 

permet de former le peroxyde et un radical pentadiènylique. Puis, successivement des 

réactions de transferts d’électrons ont lieu en C-12 et en C-15. C’est dans cette dernière 

position qu’une seconde molécule d’oxygène vient s’insérer pour former le radical C-15-(S)-

hydroperoxyde de la PGG2 (PGG2
.). Enfin, ce dernier radical formé capture l’hydrogène de la 

Tyr 385 formant la PGG2 et régénérant le radical de la Tyr 385 complétant ainsi le cycle 

catalytique de la COX.  

La PGG2 libérée atteint la POX où elle subit une réaction de réduction pour être transformée 

en alcool correspondant (PGH2) [19, 22, 35]. 

Pour le cycle catalytique de l’hème, l’intermédiaire I peut capturer l’hydrogène de la Tyr 385 

pour former l’intermédiaire II, ou peut être réduit en Fe3+, son état initial (Schéma 5). 
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Schéma 5 : Cycles catalytiques de la peroxydase et de la cyclooxygénase. Focus sur le 

mécanisme d’activation de COX par l’AA [22] (adapté selon Griswold et collaborateurs [19] 

Simmons et collaborateurs [22] Blobaum et collaborateurs [35] Chandrasekharan et 

collaborateurs [34]) 

Etape 3. Formation des PGs 

La PGH2 comporte un endoperoxyde instable, rapidement réarrangé par une variété 

d’enzymes spécifiques, les synthases, et selon les tissus, pour former les cinq PGs et le TX 

actifs : PGE2, PGD2, PGI2, PGF2α, TXA2, comme illustré Schéma 4. 

Certaines de ces PGs et TXs possèdent des temps de demi-vie très courts (de 30s à 30 min) 

conduisant à la formation rapide de PGs ou TXs plus stables (TXB2 et 6-céto-PGF1α)...
 [16, 

18, 22]. 
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II.1.2 Descriptions des isoformes de COX 

II.1.2.1 Découvertes de COX-1 et COX-2 

En 1971, Vane démontre pour la première fois que l’aspirine empêche la synthèse des PGs et 

postule que cette inhibition est due à l’inhibition d’une protéine, la prostaglandine G/H 

synthase, qu’il nommera plus tard la cyclooxygénase (COX) [33]. En 1976, Hemler et 

collaborateurs isolent la COX-1 [33]. Cependant, dans les années 1990, Needleman suspecte 

pour la première fois l’existence d’une forme inductible de la COX. Un an plus tard, la 

seconde isoforme inductible est identifiée, codée par un gène différent de la première 

isoforme et en 1988, plusieurs équipes (Herschman, Simmons, Dewitt, Smith) réussissent à 

cloner ce gène [33]. Plus tard, le nom de COX-1 et COX-2 leur sera attribué selon leur 

découverte chronologique : COX-1 pour l’isoforme découverte en 1976 et COX-2 pour celle 

découverte en 1991. De nombreux travaux entre 1990 et 1993 s’intéressent à la COX-2, 

démontrant notamment que la quantité de COX-2 dans les tissus inflammés est 

significativement plus élevée que dans les tissus sains [37, 38]. Les deux isoformes 

interviennent donc dans des processus biologiques distincts. La forme constitutive COX-1 est 

généralement qualifiée de « house-keeping » puisqu’elle participe au maintien d’un taux 

normal de PGs dans les tissus sains et la deuxième isoforme est qualifiée « d’inductible » car 

elle est activée par différents stimuli impliqués dans la réponse inflammatoire [18, 33, 39-44]. 

II.1.2.2 Expression des gènes  

L’expression de COX-2 est activée par une grande variété de médiateurs intra- et 

extracellulaires impliqués dans le processus de l’inflammation : les lipopolysaccharides (ex : 

l’endotoxine), les cytokines pro-inflammatoires (interleukin-1β, tumor necrosis factor (TNF-

α), epidermal growth factor (EGF), etc. Cependant elle est inhibée par des cytokines anti-

inflammatoires telles que IL-4, IL-13 et IL-10 [45, 46]. 

 

Dans le cas de COX-1, cet isoforme est décrit comme un gène stable assurant un taux constant 

de production de son enzyme et des PGs responsables de l’homéostasie. Le gène de COX-2 

est souvent décrit comme un « immediate-early gene » c’est-à-dire qu’il n’est pas toujours 

exprimé mais il est rapidement surexprimé pendant l’inflammation [24, 45] (Tableau 2). 
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Informations structurelles 
Isoformes de COX 

COX-1 COX-2 

Localisation des chromosomes 9q32-q33.3 1q25 

Homologie des acides aminés 
60% d’identité 

 

Localisation de l’enzyme Réticulum endoplasmique Enveloppe nucléaire 

Taille du gène  22 kb, 11 exons 9.4 kb, 10 exons 

Taille de l’ARNm 2,8 kb 4,5 kb 

Taille du polypeptide 70 kDa, 602 acides aminés 70 kDa, 604 acides aminés 

Régulation Constitutive Inductible 

Echelle de l’expression du gène 

induit 
2-4 fois 10-80 fois 

Durée de l’activation du gène 24 h 0,5 h 

Tableau 2 : Différences dans l’expression et la régulation de COX-1 et COX-2 (adapté selon 

[45]) 

II.1.2.3 La structure de COX-1 et COX-2 

Les enzymes COX-1 et COX-2 sont des protéines homodimériques. Chaque monomère 

mesure 70 kDa et contient les deux sites actifs COX et POX. COX-1 et COX-2 partagent 60% 

d’identité de séquence et comportent 602 et 604 acides aminés respectivement. Une différence 

singulière est à noter : 17 acides aminés de l’extrémité N-terminale de COX-1 sont absents 

chez la COX-2 et la COX-2 présente 18 acides aminés sur l’extrémité C-terminale qui ne se 

retrouvent pas dans la COX-1 [16, 42]. 

L’élucidation de leur structure tridimensionnelle (en 1994 pour COX-1 [47] et en 1996 pour 

COX-2 [20]) a permis de révéler trois unités indépendantes mais identiques chez les deux 

protéines: un domaine EGF-like N-terminal, un domaine hélicoïdal de liaison à la membrane 

(MBD) composé de 4 hélices α (A-D) situé près des couches lipidiques, et un très grand 

domaine globulaire à l’extrémité C-terminale (Figure 5). Ce dernier domaine est le plus 

important puisqu’il contient les sites actifs COX et POX. Ces deux sites sont localisés sur des 

côtés opposés du domaine catalytique [35, 41-43, 48-51]. Les substrats et les inhibiteurs 

accèdent au site actif COX en passant d’abord à la base du MBD [20], puis traversent un long 
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tunnel hydrophobique (25 Å de longueur, et 8 Å de largeur) pour atteindre l’intérieur du 

domaine catalytique [20, 22, 35] où est localisé le site actif COX [52]. 

Ce long tunnel hydrophobique présente une zone de compression à l’interface entre le MBD 

et le site actif COX. Cette zone est constituée de trois acides aminés, Arg 120, Glu 524 et Tyr 

355 qui établissent un véritable réseau de liaisons hydrogène. L’alternance entre le maintien et 

la rupture de ce réseau de liaisons hydrogène joue le rôle d’ouverture et de fermeture au site 

actif. Cette zone participe également à l’inhibition dite « time-dependent » de tous les 

inhibiteurs. 

(a)  (b) 

Figure 5 : a) Représentation de COX-1 avec le flurbiprofène (jaune), précisant les positions 

des sites POX , contenant l’hème (rouge), et COX et le domaine catalytique (bleu), le MBD 

(orange) et le domaine EGF-like (vert) [52]  

b) Représentation de COX-2 avec l’inhibiteur RS 104897 (vert), l’hème (marron), le domaine 

catalytique (bleu), le MBD (violet) et le domaine EGF-like (jaune) [20] 

Les sites actifs de la COX-1 et de la COX-2 présentent des structures tridimensionnelles très 

similaires et parmi les acides aminés conservés entre les 2 isoformes, certains se révèlent être 

essentiels : l’Arg 120 (située à l’entrée du site et intervenant dans la liaison des anti-

inflammatoires non-stéroidiens (AINS) et de l’AA), la Tyr 385 (qui intervient dans la réaction 

de cyclooxygénation) et la Ser 530 (qui établit une liaison covalente notamment avec 

l’aspirine lors de la réaction d’acétylation). 

Quelques différences majeures entre les sites actifs de la COX-1 et de la COX-2 sont 

cependant à noter expliquant la spécificité de certains inhibiteurs pour chacune de ces deux 

protéines.  

Premièrement, les sites actifs de COX-1 et COX-2 ont des formes et tailles différentes. Le site 

actif de COX-2 est plus large de plus de 17% que COX-1, permettant l’introduction de 
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diverses molécules plus volumineuses qui ne pourront pas s’insérer dans le site actif de COX-

1. De plus, la COX-2 possède une seconde poche interne augmentant de 25% le volume de 

son site actif (Figure 6). 

 

Figure 6 : Les résidus esssentiels constituant les sites actifs de COX-1 et COX-2. Les 

substitutions Arg 513, Val 523, Leu 503 et Val 434 (non représentée) dans COX-2 permettent 

un gain de 25% du volume dans le site actif de COX-2 [53] 

Les principaux acides aminés expliquant la taille et l’environnement chimique différents dans 

le site de liaison se trouvent :  

-en position 523, une isoleucine dans COX-1, est remplacée par une valine dans COX-2 

(Figure 6 et Figure 7). Ce résidu plus petit libère de la place dans le tunnel hydrophobique et 

facilite l’accès à la seconde poche supplémentaire. Cette poche est particulièrement connue 

pour être le site de liaison des inhibiteurs sélectifs de COX-2. Quant à l’isoleucine dans COX-

1, son groupe éthyle encombre le passage de molécules plus volumineuses [21, 35, 54]. 

-en position 434, une autre isoleucine est remplacée par une valine dans COX-2 (Figure 

7).Cette fois-ci, cette substitution offre une meilleure mobilité des chaînes latérales des 

résidus, c’est le cas notamment de Phe 518 qui en pivotant réduit les effets stériques et 

améliore l’accès à la seconde poche [39]. 

-en position 513 ; une histidine est remplacée par une arginine dans COX-2 (Figure 6 et 

Figure 7). Ce résidu a montré de meilleures affinités avec les groupements sulfonamides des 

inhibiteurs sélectifs de COX-2 favorisant non seulement la formation de liaisons hydrogène 

mais aussi l’introduction de ces molécules dans le second site de liaison. L’Arg 513 joue 
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également un rôle important dans les inhibitions dites « time-dependent », pour les inhibiteurs 

sélectifs de COX-2 [21, 35, 54]. 

 

-en position 503, une phénylalanine est substituée par une leucine dans COX-2 (Figure 6). Ce 

résidue pivote sa chaîne latérale de façon à augmenter l’espace à l’intérieur du site actif pour 

permettre un accès facile aux molécules sélectives et volumineuses dans la poche 

supplémentaire [21, 35, 54]. 
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Figure 7 : Differences des sites de liaisons des COX : Val434, Arg513, et Val523 forment la 

poche supplémentaire de COX-2 qui est absent dans COX-1. A : Un inhibiteur non sélectif 

accède au site actif des deux isoformes. B : Seuls les inhibiteurs sélectifs réussissent à 

pénétrer dans le site actif de COX-2, dans COX-1, les résidus volumineux (Ile434, His513 et 

Ile 532) empêchent l’accès au site actif [55] 

De plus, l’hélice D contenue dans le domaine MBD adopte une position différente dans COX-

2 permettant à l’Arg 120 de pivoter. Ce mouvement participe également à un gain d’espace au 

sein du site actif [35]. 
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La COX-2 présente aussi un deuxième réseau de liaisons hydrogène, formé au dessus de la 

zone appelée « lobby » [35], cette fois entre l’Arg 513, le Glu 524, et la Tyr 355 [35], et 

démontrant une nouvelle fois, la flexibilité de la protéine. En effet l’établissement de ce 

deuxième réseau de liaisons hydrogène dans COX-2 implique un changement de 

conformation de la protéine expliquant ainsi sa flexibilité conformationnelle [20, 21, 33, 35, 

39, 48, 56-58]. Le lobby est une zone située au dessous de la MBD, et est constituée de 

résidus tels que Pro 86, Ile 89, Leu 93 et Val 116. Certains inhibiteurs sont capables de se lier 

dans cette zone [35]. 

 

Tous ces changements rendent le site actif de COX-2 plus grand et beaucoup plus flexible que 

celui de COX-1, flexibilité qui est surtout perçue au niveau de sa voûte apicale expliquant 

ainsi les nombreuses conformations adoptées par COX-2. La surface accessible aux molécules 

d’eau est aussi plus importante, permettant des interactions essentielles ligand-protéine [39]. 

 

II.1.2.4 Peut-on parler de COX-1 inflammatoire et COX-2 constitutive ? 

La COX-1 et la COX-2 sont des protéines membranaires localisées dans le réticulum 

endoplasmique. La COX-2 est également présente dans l’enveloppe nucléaire COX-2 [42, 

59]. 

La COX-1 est exprimée constitutivement dans la plupart des cellules et tissus incluant le 

colon, le genou, le rein, l’estomac, le foie, le poumon, le cœur et le cerveau [42, 59]. Son rôle 

d’ « housekeeping» assure un taux constant de PGs protecteurs et régule l’homéostasie 

vasculaire et les systèmes rénaux et gastriques. Elle synthétise majoritairement les PGs qui 

assurent la défense du système gastrointestinal. 

La COX-2, dans les conditions basales, est quasi-indétectable. L’expression de la COX-2 est 

induite par différents stimuli participant au processus inflammatoire (les synoviocytes, les 

macrophages, les monocytes, les cellules endothéliales) [40]. Ainsi en cas d’inflammation, 

l’expression de la COX-2 peut s’élever jusqu’à 20 à 80 fois comparée à l’état normal où elle 

est imperceptible, tandis que l’expression de COX-1 augmente de 2 à 3 fois comparée aux 

conditions basales [25, 38, 48, 60]. La COX-2 produit des PGs impliquées dans la réponse 

inflammatoire [39, 61, 62]. La particularité de COX-2 est que son induction implique la 
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production d’une grande quantité de PGs pour une courte période. En effet, en cas 

d’inflammation, la protéine est surexprimée au bout d’une heure, atteint son maximum en 3h 

et son expression diminue au bout de 6 h [25, 38, 48, 60].  

Le paradigme décrivant COX-1 comme « housekeeping » et COX-2 comme l’enzyme 

inductible a tendance à évoluer [37, 63]. En effet, COX-2 a été détectée constitutivement à de 

très faibles doses dans divers organes tels que le cerveau, le pancréas, le rein et le poumon et a 

démontré un rôle protecteur dans l’homéostasie rénale, vasculaire et gastrique [16, 19, 25, 45, 

51]. De plus, plusieurs études ont révélé le rôle anti-inflammatoire de COX-2 dans le 

processus de cicatrisation au niveau du système gastrointestinal [37, 48]. A l’inverse, la COX-

1 peut être induite sous certaines conditions et participer à l’inflammation et au 

développement de certaines maladies tels que l’arthrite ou l’athérosclérose [16, 19, 25, 37, 45, 

51, 63-66]. Ainsi ces données révèlent une relation complexe entre COX-1 et COX-2.  

II.1.3  Sélectivité et évaluation d’inhibiteurs de COX-2 

Les premiers médicaments inhibiteurs de COX étaient non sélectifs, inhibant l’activité des 

deux isoformes sans avoir une affinité préférentielle significative pour l’une des deux 

protéines. Ces inhibiteurs non sélectifs présentent divers effets indésirables, en particulier 

affectant le système gastrointestinal (GI), de simple maux de ventre jusqu’au développement 

de sévères ulcères pouvant entraîner la mort. De nombreux travaux ont soutenue l’idée que 

ces effets secondaires non souhaités avaient pour principale cause l’inhibition de l’enzyme 

« housekeeping » COX-1 [16, 19, 25, 45, 65]. Ainsi, le développement de molécules 

originales, sélectives vis-à-vis de l’isoforme inductible, a été le point de départ de la 

conception de nombreux médicaments anti-inflammatoires sélectifs de COX-2. 

La sélectivité d’une molécule envers COX-2 est définie par le calcul du ratio de son IC50 sur 

COX-1 et de son IC50 sur COX-2, l’IC50 évaluant la concentration de la molécule nécessaire 

pour réduire de 50% la production de PGs [29, 46]. 

IC50 (COX-1) / IC50 (COX-2) > 1 => inhibition préférentielle de COX-2 

IC50 (COX-1) / IC50 (COX-2) < 1 => inhibition préférentielle de COX-1 

IC50 (COX-2) / IC50 (COX-1) = 1 = > inhibition non sélective 
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Ainsi la puissance d’un inhibiteur de COX-2 se caractérise par un fort ratio d’ IC50 (COX-1) / 

IC50 (COX-2), une activité anti-inflammatoire conséquente, très peu d’effets indésirables, et 

donc une meilleure tolérance. Plusieurs études ont d’ailleurs démontré une relation entre le 

ratio d’IC50 (COX-1/COX-2) et les effects secondaires du système GI : plus le ratio est grand, 

moindre sont les effets secondaires [33, 67]. 

Par ailleurs, des molécules hautement sélectives (sélectivité >1000 pour COX-2) ont été 

élaborées par des industries pharmaceutiques ; il n’y a donc pas de valeur optimale réellement 

définie concernant la sélectivité de COX-2 [46].  

II.1.4 Mécanisme d’inhibition des molécules sélectives de COX-2 

Pour mettre au point des molécules efficaces, il important de i) comprendre le mécanisme 

grâce auquel les composés vont inhiber la COX-2 et plus particulièrement dans quelle partie 

de la protéine ils vont se fixer et ii) déterminer leurs modes de liaisons. Dans le cas de la 

COX-2, il est aussi important d’élucider les mécanismes guidant la sélectivité de certains 

composés pour la COX-2. 

Les premières approches pour tenter d’inhiber l’activité de COX proposaient d’inhiber la 

réaction de cyclooxygénation de l’AA par 3 différents procédés [19, 68] : 1) Limiter la 

concentration du substrat. La concentration de l’acide arachidonique peut être contrôlée en 

bloquant sa libération par les PLA2. Pour cela, la synthèse de nouveaux médiateurs lipidiques 

régulant l’activité des PLA2 a été proposée, 2) Réduire la concentration des hydroperoxydes. 

L’activité de COX est complètement dépendante des hydroperoxydes. En réduisant leur 

concentration en dessous de 10 nM il a été démontré que l’activité de COX diminue, 3) 

Utiliser des réducteurs agissant sur les substrats présents dans la POX afin d’empêcher 

l’oxydation de l’atome de fer héminique qui est nécessaire à l’initiation de la réaction de 

cyclooxygénation. De nombreux composés contenant un groupe phénol ont été cités comme 

ayant potentiellement ce rôle de réducteur dans la POX. C’est le cas de l’acétaminophène, de 

l’acide méfenamique, et du BW755C (Figure 8). Il a été particulièrement prouvé que de tels 

substrats phénoliques pouvaient avoir une double fonction : activer la COX quand ils sont 

utilisés à faibles concentrations (0, 1-1 mM) et inhiber la COX à plus forte concentration (> 

1mM) [69]. De plus, la COX peut être inhibée en piégeant le radical Tyr 385 ou en empêchant 

sa formation. En effet ce radical intervient tout au long du cycle catalytique de la COX : il est 

généré au début du cycle catalytique dans l’hème, ensuite il active l’AA, et enfin il libère la 
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PGG2 en fin de cycle. Si un substrat vient piéger ce radical en début de cycle, l’hème ne serait 

plus sous sa forme radicalaire cationique et la COX ne serait pas activée. Le réducteur peut 

également empêcher l’activation de l’AA en piégant le radical Tyr 385 avant qu’il ne réagisse 

avec l’AA ou en piégeant le radical PGG2 afin d’éviter la formation des futurs PGs et donc 

empêcher l’activation de la COX [69, 70]. 

 

Figure 8 : Structures chimiques de l’acétaminophène, de l’acide méfénamique et du BW755C 

Une classification a été établie en 1996, par Kurumbail et collaborateurs [53, 71]. C’est la 

classification la plus connue et la plus utilisée encore de nos jours : elle distingue les 

inhibiteurs selon leurs mécanismes d’inhibition et leur sélectivité vis-à-vis de l’enzyme. Selon 

cette classification, les inhibiteurs de COX peuvent être classés en 4 groupes :  

1. Les inhibiteurs irréversibles de COX-1 (aspirine) ou COX-2 (APHS : sulfure de 2- 

acétoxyphénylhept-2-ynyl). Ces inhibiteurs inactivent la COX de manière irréversible par la 

formation d’une liaison covalente entre leur fonction COOH et la sérine 530, par une réaction 

d’acétylation. 

2. Les inhibiteurs COX-1 et COX-2 réversibles : ces molécules entrent en compétition avec 

l’AA pour se lier au site actif de la COX. Ex : ibuprofène, piroxicam et acide méfénamique 

(Figure 9). 

 

 

Figure 9 : Structures chimiques de l’ibuprofène, du piroxicam et de l’acide méfénamique 
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3. Les inhibiteurs COX-1 et COX-2 réversibles, d’interaction lente et « temps-dépendant» : 

cette catégorie comprend l’indométhacine et le flurbiprofène (Figure 10). L’interaction lente 

s’explique principalement par la formation d’interactions ioniques entre l’Arg 120 et la 

fonction carboxylate des inhibiteurs. Ces interactions lentes réduisant la flexibilité de 

l’enzyme, entraînent l’inhibition de la protéine. 

 

 Figure 10 : Structures chimiques de l’indométhacine et du flurbiprofène 

4. Les inhibiteurs de COX-2 irréversibles, dits d’interaction lente et « temps-dépendant » : les 

Coxibs, tels que le célécoxib ou le rofécoxib appartiennent à ce groupe (Figure 11). Ils sont 

qualifiés d’inhibiteurs sélectifs de COX-2. Leur caractère lent et temps-dépendant s’explique 

par le fait qu’une partie de leur structure s’intégre dans la poche latérale spécifique de COX-2. 

De plus, la mise en place d’interactions fortes au sein de cette poche justifie le terme « temps-

dépendant». Ces molécules sont de faibles inhibiteurs compétitifs de COX-1 [39, 72]. 

 

 

Figure 11: Structures chimiques du célécoxib et du rofécoxib 

Il est important de différencier les inhibiteurs « temps-dépendant » réversibles et irréversibles 

: dans le premier cas, une augmentation de la concentration d’AA permet de déplacer 

l’inhibiteur du site actif. En effet pour un même type d’interaction régnant entre les 

inhibiteurs réversibles et l’AA, le temps dépendant s’explique par la compétition entre ces 
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inhibiteurs et l’AA, puis la mise en place d’interactions nécessaires à l’inhibition de l’enzyme. 

Alors que pour le second cas, le temps dépendant irréversible est du en grande partie à des 

interactions fortes s’établissant dans la seconde poche (interactions n’existant pas dans le cas 

des inhibiteurs temps dépendant réversibles) qui se forment entre l’enzyme et l’inhibiteur et 

entraînent la perte définitive d’activité et ce indépendamment de la concentration de l’AA. 

La notion de « temps-dépendant » est un concept important qui précise la cinétique de liaison 

et d’inhibition des inhibiteurs de COX-2. En 1975, Rome et Lands [73] introduisent un 

modèle cinétique expliquant le mode d’inhibition. Tout d’abord, l’enzyme et l’inhibiteur 

interagissent rapidement par des liaisons faibles et réversibles ([EI]), cette première étape est 

caractérisée par une constante de dissociation K1. Ensuite, une liaison « pseudo-irréversible » 

se met en place entre le ligand et l’enzyme (EI*) ; c’est le temps de mise en place de cette 

liaison qui définit le caractère « temps-dépendant ». Cette seconde étape mène à l’inactivation 

de l’enzyme [35, 73]. 

 

Mécanisme d’inhibition à 2 étapes (diclofénac, indométhacine) 

Cette inhibition « temps-dépendante » peut présenter deux ou trois étapes, la première étape 

étant toujours une étape rapide et les suivantes des étapes lentes [35]. 

 

Mécanisme d’inhibition à 3 étapes (célécoxib) 

Les étapes lentes qui mènent à la formation d’une liaison forte reliant l’enzyme et son 

inhibiteur aboutissent à la conversion du complexe [EI] en d’autres complexes ([EI*] ou EX) 

et durent quelques secondes voire quelques minutes. Ces dernières étapes sont essentielles 

puisqu’elles caractérisent la puissance et la sélectivité des molécules inhibitrices de COX-2 

[21]. 
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L’inhibition par « temps-dépendant » se réalise principalement de deux manières [73] : soit 

par une modification chimique au sein du site actif, soit par une altération allostérique de la 

structure protéique.  

 

1) Par modification chimique 

Certaines molécules inhibent la protéine via la formation d’une liaison covalente avec un 

résidu du site actif de l’enzyme. C’est le cas de la réaction d’acétylation entre l’aspirine et la 

Ser 530 (Schéma 6) [74]. 

 

Schéma 6 : Formation de liaison covalente entre l’enzyme et son inhibiteur. (E : enzyme, I : 

partie inhibitrice de la molécule, X : sous-produit issu de la réaction n’ayant pas la capacité 

de réagir avec les autres molécules de l’enzyme) [74] 

2) Altérations allostériques 

L’inhibiteur peut provoquer de subtils changements conformationnels dans la structure de 

l’enzyme aboutissant à la formation d’une liaison forte de nature non covalente entre 

l’enzyme et son inhibiteur dans le site actif (Schéma 7) [73, 75]. 

 

Schéma 7 : Altérations allostériques entre l’enzyme (E) et son inhibiteur (I) [74] 

Ces changements sont notamment dus au réseau de liaisons hydrogène entre Arg 120, Glu 524 

et Tyr 355. Ce dernier résidu a d’ailleurs été supposé comme pouvant participer à l’activation 

allostérique [75]. Dans cette zone, la molécule doit être capable d’établir des interactions 

ioniques et des liaisons hydrogène qui mènent à sa stabilisation. Selon la classe d’inhibiteur, 

l’établissement de ces liaisons peut prendre du temps. Par exemple, pour le cas des inhibiteurs 

COX-1 et COX-2 réversibles, la constante d’association inhibiteur-enzyme (k) a été évaluée à 

0,034 s-1 pour l’indométhacine et à 0,105 s-1 pour le flurbiprofène. Cette zone est donc le 

premier obstacle que doit passer la molécule avant d’entrer dans le tunnel de COX.  
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Certains AINS ont des difficultés à traverser cette zone du fait de la liaison entre Arg 120 et 

Glu 524 [22]. Il faut qu’ils réussissent à casser cette liaison pour que leur carboxylate puisse 

se lier avec Arg 120, avant d’entrer plus profondément dans le site actif de COX. Tandis que 

pour les inhibiteurs sélectifs de COX-2, comme le Célécoxib, ils ne connaissent pas cette 

difficulté puisqu’ils sont dépourvus de fonction COOH dans leur structure chimique, leur 

insertion dans le site actif est donc plus aisée. 

De plus, du fait que COX-2 présente deux possibilités de réaliser le réseau de liaisons 

hydrogène dans la zone de compression (l’un avec Arg 120 et l’autre avec Arg 513), il a été 

proposé l’existence d’un équilibre entre ces réseaux. Ce système d’équilibre provoque 

différentes conformations de COX-2, et est à l’origine de l’activation allostérique favorisant 

ainsi la progression d’une molécule située dans cette zone vers le site actif [75]. Le réseau 

avec Arg 513 offre une zone dite plus « relaxée » facilitant l’accès au site actif et participant 

fortement à l’activation allostérique alors que le réseau formé avec Arg 120 est dit plus 

« compact », obligeant l’inhibiteur à adopter une conformation plus appropriée pour réussir à 

passer cette zone.  

Ainsi, les changements conformationnels subtils entraînant l’ouverture / fermeture du tunnel 

de la COX correspondent donc à la rupture / formation des réseaux de liaisons hydrogène 

dans la zone de compression [21, 71] et le tunnel a la capacité de suivre ces mouvements pour 

faciliter le passage de la molécule dans son couloir hydrophobe [75]. 

En résumé, pour COX-2, trois explications majeures justifient une inhibition dite de «  temps-

dépendant » :  

1) les réseaux de liaisons hydrogène et leurs interactions avec la molécule sélective 

2) l’introduction et l’occupation d’une partie de la molécule dans la poche 

additionnelle de COX-2  

3) la liaison forte formée dans le complexe ligand-enzyme engendrant une dissociation 

très lente permettant de maintenir l’inactivation de l’enzyme pendant un long moment (Kinact-

célecoxib = 0.03-0.5 s-1) [76] 

 

Par la suite, un état de l’art des différents composés inhibitant sélectivement COX-2 est 

présenté. 
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II.2 Les inhibiteurs de COX-2-état de l’art 

Revue à soumettre à l’issue spéciale “Experimental and Computational methods for Drug 

Discovery” du journal Current topics in Medicinal Chemistry. 

Les tables citées dans la revue sont indiquées en Annexe de ce manuscrit, section 

« Tables_COX-2 ». 
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Abstract 

Inflammation is a complex phenomenon necessary in human defense mechanisms but also 

involved in the development of some human diseases. The discovery of cyclooxygenase-2 

(COX-2) improved the pharmacology of nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAID) 

giving a clear mechanism for prostaglandin regulation in vivo and providing a new target for 

the development of COX-2-selective drugs without gastrointestinal side-effects. Keeping in 

view the importance of this pharmacological class, several literature reports have underlined 

the impact of these anti-inflammatory compounds in therapeutics. The present review 

considers the most recently published literature concerning COX-2 inhibitors until 2016. 

Through a wide chemical classification, the last developments concerning this therapeutic 

family by highlighting structure-activity relationships insights and mechanisms are presented. 

A summary of the principal adverse effects observed and an overview of the new potential 

therapeutic indications for COX-2 inhibitors are also reported. 

The development of non-steroidal anti-inflammatory 

Keywords 

COX-2 inhibitors, inflammation, non-steroidal anti-inflammatory drugs, cyclooxygenase, 

COX-1/COX-2 inhibition, structure–activity relationship 
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Introduction 

Inflammation is a complex phenomenon essential in human defense mechanisms but is also 

involved in the development of some human diseases. The inflammation process is 

characterized by four cardinal signs: redness, heat, pain and swelling. Among all the 

mediators participating in the inflammation process, the prostaglandins (PG) remain the major 

target of anti-inflammatory therapy since non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDS) 

mechanism of action lies in the inhibition of PG biosynthesis. The story started in 1971 when 

Vane [1, 2] demonstrated that the blockade of prostaglandin synthesis by aspirin was due to 

the inhibition of a prostaglandin G/H synthase (PGHS) enzyme that he proposed to name 

cyclooxygenase (COX). Twenty years later, a second COX isoform was discovered [3, 4]. 

The first COX isoform, identified by Vane and isolated in 1976 by Hemler [2, 5], was 

renamed COX-1 whereas the second one unknown until 1991 was named COX-2. These two 

isoforms catalyse the same biotransformation of arachidonic acid but present some 

differences, notably in terms of expression, function and structure ((Figure 1, Table A). [6, 

7]COX-1 is constitutively expressed in most tissues and exerts housekeeping functions such 

as maintaining the homeostasis or gastric cytoprotection [8]. On the opposite, COX-2 is 

inductible, usually undetectable under physiological conditions in most tissues except 

prostate, kidney, brain and smooth muscle [8]. The COX-2 isoform is notably activated by 

pro-inflammatory stimuli and present mainly a pro-inflammatory function. However, 

evidences for COX-2 involvement in gastric mucosal defense, renal homeostasis and vascular 

systems have been made [9-15]. COX-1 and COX-2 share a sequence identity of 60%, present 

closely similar three-dimensional structure [16] but their active sites are not identical (Figure 

2). Indeed, some mutations in the active site between COX-1 and COX-2 have been observed: 

I434V, F503L, H513R and I523V [16-18] and result in a COX-2 binding site more flexible 

and 25% larger than COX-1 binding site, with the emergence of a side pocket not available in 
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the COX-1 binding site. These differences in binding site size and amino acids composition 

enable to develop ligands selective for COX-2. Indeed, COX-1 inhibition was thought to be 

blamed for the adverse effects (gastric damage, blood thinning and renal dysfunction) 

associated with classical and non selective NSAIDS such as aspirin, diclofenac or ibuprofen 

whereas COX-2 inhibition was associated with anti-inflammatory effects [19, 20]. Even if this 

dogma is tending to change, it fully explains the discovery story of the anti-inflammatory 

drugs targeting COX pathways and notably the intensive efforts made upon producing 

selective, and therefore safer, COX-2 inhibitors. A large number of compounds, belonging to 

several chemical families have been proposed, and sometimes marketed. These inhibitors 

present different mechanisms and kinetics of inhibition (irreversible or reversible, 

competitive, slow time-dependent, selective or non-selective COX-2 inhibitors) [16]. 

However, a common classification of NSAIDS uses their selectivity to separate the inhibitors 

in 4 groups ([18, 20]). The first group is formed by non-selective NSAIDS, among which 

aspirin (1), ibuprofen (16) or piroxicam (30) that can completely inhibit both COX-1 and 

COX-2. The second class includes NSAIDS with moderate COX-2 selectivity (with an 

IC50 COX-1 / IC50 COX-2 ratio ranging from 5 to 50) like celecoxib (172), etodolac (150) or 

meloxicam (32). The third category gathers NSAIDS presenting a high selectivity for COX-2, 

with a COX-2 inhibition potency over 50 fold superior to the COX-1 potency. Finally, 

NSAIDS that are only weak inhibitors of both COX-1 and COX-2 isoforms formed the last 

group of this classification. 
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Figure 1: Representation of COX 

 

Figure 2 : Active sites of COX-1 (left) and COX-2 (right)/ picture from Pymol 

This review will retrace as extensively as possible the state of the art of these compounds, 

with a focus on the last developments of this therapeutic family of compounds since 2010 

referenced as “recent compounds”. The description of the major compounds, some insights 

about structure-activity relationships and about mechanism of COX inhibition are provided 

for each chemical class of COX-2 inhibitors. Finally, a summary of the different types of 

adverse effects observed together and a brief overview of potential new therapeutic 

indications for COX-2 inhibitors conclude this review.  
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I Evaluation methods of COX-2 Inhibitors 

Various methods have been developed to evaluate drugs inhibitory activity against COX-1 

and COX-2. In vitro assays used both enzymes and cells. The most frequently used enzymatic 

methods are based on purified or recombinant enzymes [21, 22], or microsomal preparation of 

cell line U937 [23]. Cellular methods include human whole blood [2],[24], insect cells [21, 

25], various mammalian cells [21, 22, 26] and platelets [27]. However, the use of different 

and non-standardized methods for the evaluation of COX-1 and COX-2 IC50 jeopardizes the 

comparison of these data between studies [2, 28-31]. To ensure a solid evaluation of COX-2 

potency, at least one enzymatic and one cellular experiment using as reference known COX-2 

inhibitors should be combined [32]. Four main in vivo assays are used: carrageenan-induced 

paw oedema assay([33-36], carrageenan-induced analgesia models in rats [26, 36, 37], 

adjuvant-induced arthritis model ([36, 38-40] and endotoxin –induced pyretic response in rats 

[30, 41]. These assays enable to quantify respectively the anti-inflammatory, the analgesic, 

the chronic anti-inflammatory and the antipyretic properties of compounds. 

II COX-2 inhibitors: from 1900 to 2016 

1. Classical NSAIDS agents (1900-1970) 

Classical NSAIDs (Tables 1-8) were the first drugs marketed to reduce inflammation. They 

represent a structural heterogeneous class of compounds and can be classified into 7 groups 

[42]: (1) salicylates, (2) anthranilates (3) pyrazolinone derivatives, (4) arylacetic acids, (5) 

arylpropionic acids, (6) para-aminophenol derivatives, (7) acidic phenolic compounds 

(pyrazolidine-3, 5-diones, oxicams). These drugs bear a carboxylic acid function as common 

structural characteristic. They are non-selective drugs and share a common binding mode: the 

carboxylate moiety is involved in hydrogen bonds and/or ionic interactions with Arg 120 and 

Tyr 355. 
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Salicylates (Table 1): The major compound of salicylates group is acetylsalicylic acid (1), 

also known as aspirin, the first marketed drug to relieve pain and inflammation. This drug 

inactivates COX-1 and COX-2 by acetylation of the COX residue Ser 530. This covalent 

modification is more important (10-100 times) in COX-1 than in COX-2 [43]. Other members 

of the salicylates group are also marketed, such as ethenzamide (2), salicylamide (3) or 

diflunisal (4).  

Anthranilates and pyrazolinone derivatives (Tables 2, 3): Two anthranilate compounds 

(niflumic (5a) and mefenamic (6b) acids) and one pyrazolinone compound (metamizol, 7) are 

marketed drugs. However, the therapeutic use of anthranilates and pyrazolinone compounds 

has been largely reduced due to poor risk-benefit ratio ([20, 44]  

Arylacetic acids (Tables 4, 5): These compounds are time- and concentration-dependent 

inhibitors of PGs synthesis [43]. Indomethacin (11b), its prodrug acemetacin (11a) [45] and 

diclofenac (9b) are marketed and widely used in anti-inflammation therapy. Indomethacin 

presents a time-dependent inhibition linked to its 2’-methyl group which binds into a small 

hydrophobic area formed by Val 349, Ala 527, Ser 530 and Leu 531. The 2’-des-methyl 

indomethacin analogue is a poor inhibitor of COX-2 [43]). Conversely, diclofenac adopts an 

inverted binding mode compared to other classical NSAIDS, in which the carboxylate part is 

involved in hydrogen bonds with Ser 530 and Tyr 385 of the COX-2 active site. Diclofenac 

also displays a better COX-2 selectivity than the other classical NSAIDs. [46] 

Arylpropionic acids (Table 6): This group of compounds includes the commercial drugs (S)-

ibuprofen (16), (S)-flurbiprofen (15) and (S)-naproxen (18). Despite their structural similarity, 

these compounds present different mechanisms of inhibition: single-step competitive, rapid 

and reversible inhibition; two-steps irreversible inhibition and slow, reversible; and weak 

inhibition respectively. [43]. (R)-stereoisomers are inactive since their 2’-methyl functions 

clashes with the Tyr 355 of the COX-2 active site [47]. 
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Para-aminophenol derivatives (Table 7): Acetaminophen, also known as paracetamol (21), 

and its prodrug proparacetamol (23), are two main representatives of this group. Currently, 

the COX-2 binding potency remains unclear and controversial [48-51]. Paracetamol presents 

a very weak anti- inflammatory activity, and is rather used as an analgesic and antipyretic 

drug ([52]. However, its analogues are able to inhibit COX like phenidine, a preferential 

COX-1 inhibitor [53].  

Acidic enolic compounds (pyrazolidine-3, 5-diones, oxicams) (Table 8): These compounds, 

including the commercially available and widely used piroxicam (30) and meloxicam (32), 

combine a thiazine ring and a carboxamide moiety and have several tautomers. Their binding 

mode, never seen with other NSAIDs, is characterized by hydrogen bonds between hydroxyl 

group of thiazine and carboxamide group and Ser 530 and Tyr 385 from one part and between 

nitrogen atom of the thiazine and carboxamide group and Arg-120 and Tyr-355 on the other 

part, both through two highly coordinated water molecules. The binding of oxicams induces 

changes in the protein conformation rarely observed in the NSAIDS class, with a rotation of 

the side chain of Leu 531 and opening of a new pocket [54]. The anti-inflammatory 

mechanism of action of piroxicam is still controversial [55], but meloxicam is proved to be a 

modest selective COX-2 inhibitor since its 4′-methyl group clash with the COX-1 Phe-518 

due to I434V mutation [54]. 

The currently marketed classical NSAIDS are both COX-1 and COX-2 inhibitors, resulting in 

undesirable side effects, such as gastrointestinal disorder or bleeding. The research for new 

NSAIDS is currently focused on selective COX-2 inhibitors, supposed to display an improve 

tolerance profile.  
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2. COX-2 selective agents (1970-2016) 

Analogues of classical NSAIDS: Numerous analogues of classical NSAIDS were synthesized 

with the aim to preserve or enhance their potency and to improve their selectivity. (Tables 9-

19) 

Salicylates Derivatives (Table 9): Numerous analogues of aspirin were developed; among 

them the substitution of the acetate group by a sulfonamide moiety increased the COX-2 

selectivity by 1000- to 10000-fold (33).  

Anthranilates and pyrazolinone derivatives (Table 10): The replacement of meclofenamic acid 

carboxylate group with amides enabled to increase the COX-2 selectivity by 900 to 1400-fold 

(34) [56]. Other compounds were complexed with metals and demonstrated potent and 

selective COX-2 inhibition [57]. Arylacetic acids (Tables 11, 12): Several analogues of 

indomethacin (35, 36, 37) displayed great potency and selectivity against COX-2. The 

indomethacin structure modifications included the synthesis of ortho-carbaborane derivatives 

(SI>152381, 37d), replacing the Me (R1) of the parent drug with a CF3 group (SI > 375, 37a) 

or the acid carboxylic moiety by large and complex substituents (SI up to 333000 and IC50 = 

0.3 nM for compounds 36r and 36s). SAR studies on the diclofenac scaffold (Tables 13, 14) 

indicate that the introduction of halogen atoms (Cl or F) enhance the selectivity. The same 

effect was observed with an alkyl group in meta-position on the phenyl bearing the COOH 

moiety [43] (38, 39). Particularly, lumiracoxib (38c) exhibited a high COX-2 potency (IC50 = 

7 nM) and selectivity (SI> 1428) explained by its methyl group that enabled a better insertion 

in the COX-2 active site [43]. However, lumiracoxib was withdrawn from the market in 

several countries, according to severe liver side effects. Concerning etodolac derived 

compounds (Table 15), they have shown poor COX-2 selectivity (40b, SI>45) compared to 

his molecule parent (40a, SI = 142). Indeed, replacing the oxygene atom of etodolac by a 

methyl moiety drives to a decrease of COX-2 selectivity[42, 58]. Arylpropionic acids (Tables 
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16, 17): Flurbiprofen derivatives modified on the phenyl ring attached to the arylpropionic 

acid (41) presented enhanced COX-2 selectivity and inhibition potency. Some ketoprofen 

analogues (42b-c) displayed a strong enhancement of selectivity (COX-2 SI >1100) [59] by 

replacing the R3 substituent (N3 >> SO2Me > NHCOMe). This can be explained by the 

insertion and stabilization of this 4-N3Ph group into the COX-2 side pocket. Oxicams 

modified analogues (Table 18): (44) enhance COX-2 selectivity by >200-fold with IC50 = 

0.06 µM.  

COX-2 selective agents with original structures 

The chemical structures of this group of COX-2 inhibitors are significantly different to those 

of the classical NSAIDS, mainly due to the absence of the typical carboxylic group. 

Consequently, these new structures present binding mode in the COX-2 active site distinct to 

those observed with classical NSAIDS, mainly because of the absence of salt bridge between 

the carboxylic group and Arg 120 and Tyr 355 [42]. Therefore, the selectivity and the affinity 

of these new compounds for COX-2 are enhanced: these augmentations were mainly 

explained by their ability to reach the COX-2 additional pocket and establish interactions with 

its specific residues. [42, 60] 

Methanesulfonanilide inhibitors (Sulides class, Table 20): This class of COX-2 inhibitors was 

developed from two potent and selective compounds: nimesulide (46) and NS-398 (47) 

(COX-2 SI of 25.64 and 164.3 respectively), designed by an isosteric replacement of the 

carboxylic acid group of NSAIDs by a sulfonamide group. The sulides inhibitors present three 

main features [32]: a substituent (R = methyl, trifluoromethyl...) on the sulfonyl group; an 

aryl, a cycloalkyl or even a heterocyclic ether or thioether on position 2; and an electron 

withdrawing group (EWG)  (carboxy, nitro, trifluoromethyl groups…) on position 4. 

Improvement of the selectivity against COX-2 was obtained with fluosulide (51) (SI = 

263.15) and its thioether analogue L-745,337 (52) [61, 62] leading to the synthesis of other 
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analogues such as ethylthiazolyl (53) or lactone (54) analogues (COX-2 SI >1000-2000). The 

EWG in position 4, particularly a cyano or an acetyl group [63], the acidic hydrogen of the 

sulfonamide and the carbonyl group of the indanone [61, 62] are essential for COX-2 activity. 

The acidic character of sulfonamides controls the COX-2 inhibition mechanism: sulfonamides 

having a pKa between 3 and 5 acted as competitive inhibitors while those having a pKa > 7 

acted as reducing drugs enabling conversion of PGG2 into PGH2. Compounds with 

intermediates pKa (6.5-7) are mixed inhibitors [12, 64]. Sulides compounds present a time-

dependent inhibition [65-67] and the binding in the COX-2 active site, with the methyl 

sulfonamide group stabilized in the COX-2 side pocket [43, 68], induced subtle 

conformational changes of the enzyme conformation, causing its inactivation [24, 69]. 

 

Figure 3: Some examples of methanesulfonanilide compounds. 

Diaryl hetero/carbo-cyclic compounds: The first compounds of this diaryl-substituted 

heterocycles class, synthesized in the 1960’s, were indoxole and oxaprozin. Extensive SAR 

studies [43] identified the main features responsible of COX-2 selective inhibition: a central 

ring surrounded by two phenyl groups that must be adjacent in the central scaffold and one of 

the phenyl rings bearing a 4-sulfonamido or a 4-methylsulfonyl group . The importance of this 

para-substitution is explained by the binding mode of these compounds in which the 

sulfonamido or 4-methylsulfonyl group is fitted into the COX-2 specific side pocket and 

stabilized by a hydrogen bonds network [43]. Between 1970 and 1980, a large number of 
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structures have been developed, differing in size and nature of the central ring [32] and most 

of these inhibitors display time-dependent inhibition.  

Diaryl-substituted cycles with a central 4-membered ring 

These COX-2 inhibitors present a cyclobutene (Table 21) as central ring with a phenyl or a 4-

substituted phenyl (on one side, and a methylsulfonylphenyl on the other side). For the phenyl 

4-substitution, alkyls, halogens, ketones, and ethene (60) or NOH (62) groups provide highly 

selective and potent COX-2 inhibitors (SI = 450 and 557.4 respectively, IC50 COX-2=0.0012 

and 0.061 respectively [70]). More recently, the azetidin (Table 22), a four-membered 

scaffold containing a nitrogen atom and a ketone moiety has been derivated with different 

groups displaying relatively good selectivity against COX-2 (65). SAR studies [71] indicate 

that large and lipophilic substituents on the nitrogen atom and para-substitution are favorable 

to the activity. 

 

Figure 4: Some examples of cyclobutene (60) and azetidin (65a) derivatives compounds. 

Diaryl-substituted cycles with a central 5-membered ring 

Cyclopentenes (Tables 23-26) are characterized by a cyclopentene central ring, surrounded by 

a mono or di-substituted phenyl on one side and a methylsulfonylphenyl or a phenyl 

sulfonamide on the other side. This class of compounds includes several highly selective and 

potent COX-2 inhibitors such as SC-57,566 (66) and its chloro analogue (67) (SI of 38461 

and 33333 and IC50 (COX-2) = 26 nM and 3 nM respectively). Spirocyclic compounds 

derivated on cyclopentene ring (Table 24, 70-73), cyclopentenone (Table 25,74, 75) and 

benzene fused on cyclopentene ring substituted by a methylsulphonylphenyl (Table 26, 76) 
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display great inhibitory potency and selectivity against COX-2 (SI >600 to 25000 and IC50 = 

4-62 nM). Cyclopentene spirocyclic compounds with n superior to 2 are associated with a 

decreased selectivity and potency [32, 72-74]. (see Table 24). 

 

Figure 5: Some examples of cyclobutene (66, 71, 76) and cyclopentenone (74) derivatives 

compounds 

 

Thiophenes (Tables 27, 28) are mainly substituted in position 4 and 5 of the central ring but 

others substitutions have also been studied (3,4; 2,4; 2,5; 2,4,5) [32] [75-77]. This group is led 

by DuP 697 (78) (SI = 120, IC50 = 5 nM) bearing a 4-SO2MePh (R4), a 4-FPh (R5) and a 

bromine (R2). Increased selectivity could be obtained by replacing the bromine by an 

hydrogen (SI >400, IC50 = 0.25 µM, 79) or by fusing the thiophene with cycle ring display (SI 

= 627, IC50 (COX-2) = 30 nM, 88). 2,4- and 2,5- disubstituted compounds are less potent than 

2,3 and 3,4- disubstituted products [58]. For 3, 4-diarylthiophene derivatives, 4-amino or 4-

methyl sulphonyl group is required for selectivity and replacement of 4-fluoro group by 4-

OMe or 4-SMe group reverses the selectivity in favor of COX-1 [78]. Recently, 

benzothiophenes substituted by combination of bromine and benzoyl groups (91) and 
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dithiolethiones (Table 29) substituted by alkyl groups (92) were synthesized and displayed a 

micromolar activity on COX-2 and a very poor COX-1 inhibition potency [79]. 

 

Figure 6: Some examples of thiophene (78, 88, 91a, 92a) derivatives compounds 

 

Furans and furanones (Tables 30, 31-33): The 3, 4-diaryl-substituted furans derivatives are 

less active than their thiophene analogues. However, some furanones present an interesting 

potency on COX-2, such as the rofecoxib (96), a member of the coxibs family and time 

dependent irreversible COX-2 selective inhibitor (96, SI >750). Rofecoxib is substituted by a 

Ph (R3) and a 4-SO2MePh (R5) and was marketed during 5 years before being withdrawn for 

cardiovascular safety concerns. SAR studies demonstrated that di-substitution of rofecoxib at 

position 5 with alkyl, alkoxy or cycloalkoxy groups lead to compounds more stable after 

metabolizations with metabolites preserving the potency and selectivity against COX-2 [58]. 

DFU (98) and UR-8962 (105) are highly selective and potent compounds (SI >1000 and 

4546, IC50 (COX-2 = 41 µM and 22 nM respectively) and were used together with rofecoxib 

to synthesize new analogues (122, 368, 369). The most potent and selective compound was 

obtained by introducing a 4-OAc moiety to the phenyl adjacent to the 4-SO2MePh in the 

rofecoxib scaffold (368f, IC50 = 1.26 nM, SI = 79865). According to the nature of R2 and R3 

groups, furanones and benzofuranones compounds display poor to strong COX-2 inhibition 

(0-25% at 10 µM). Some furanones and benzofuranones derived by alkenes give very poor 
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COX-2 inhibitory (SI = 20, 116-121 and 123a) whereas benzofuranones containing pyrazole 

scaffold possess a 100 fold COX-2 selectivity (123b-c). 

 

Figure 7: Some examples of furanones (105) derivatives and Rofecoxib analogue (368f) 

Pyrroles (Tables 34-39) can present very high selectivity and inhibition potency against COX-

2 (SI >1000-6666, IC50 = 5 µM-16 nM (125, 127, 134, 138, 142, 147a-e)). Minor 

modifications on size and/or the nature of R1 groups bore by the N-aromatic ring can 

dramatically affect the selectivity against COX-2 (R1 = trifluorophenyl, SI >10000 (133)). 

Tetrasubstituted pyrroles are the most potent compounds [32], a EWG in position 5 enhancing 

the potency against COX-2 [78]. Zomepirac (144 SI = 0.15, IC50 =2 µM), a former 

commercial drug, inspired the synthesis of numerous analogues, notably by replacing the 

COOH moiety by a pyridazin-3-one (148, SI = 1667, IC50 = 0.6 µM). In 2008, Biava et al. 

[80] developed a series of compounds (147b-e) exhibiting high potency and selectivity 

against COX-2 (SI = 900-6600, IC50 (COX-2) >0.015-0.040 µM) with an ether group acting 

as the COOH function of classical NSAIDs. Pyrroles compounds with fused indole ring and 

bearing a 4-SO2NH2Ph or 4-SO2MePh moiety are also highly selective COX-2 inhibitor (SI 

>30000-1.6.106, IC50: 0.006-0.3 nM) (152, 153, 159,160, 162). SAR studies indicate that 

replacing the indole N-H hydrogen by a methyl leads to a decreased COX-2 selectivity [81] 

(164-166). More recently, pyrroles derivated by acid, amide or ester functions (36a-e) were 

synthesized with high selectivity and potency [82]. The highly COX-2 potency and selectivity 

of ester derivatives are explained by the hydrogen bonds and hydrophobic interaction between 
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the ester function and the binding site [83]. Additionally, esters derivatives containing 

hydroxyl or NO2 groups increase the hability) to create several intramolecular and 

intermolecular hydrogen bonds to enhance compounds stability and thus their COX-2 

selectivity and inhibition potency (SI >700-4000, 149k-n). Pyrrole-2-ones (167a-c) and even 

more pyrrole-2,5-diones (168a-h) compounds display strong COX-2 selectivity (SI >100-

1000) [84-87]. Taking into account the differences in binding site volume, series of indoles 

containing larger substituents (SI = 1000-5000 (158h-l, n)), pyrroles and pyrrolidines fused 

with heterocyclic ring system (SI >100-200, 169) were synthesized and presented high COX-

2 selectivity.  

 

Figure 8: Some examples of pyrroles derivatives compounds (125, 152, 169a)  

 

Pyrazoles (Tables 40-43): The first potent COX-2 inhibitor with a pyrazole ring was the SC-

58125 (171). To avoid SC-58125 metabolic concerns, the 4-fluoro-phenyl group was replaced 

by a 4-methyl substituent, providing the celecoxib (172, SI = 325, IC50 (COX-2) = 0.04 µM) 

[32], a drug currently marketed to treat pain and inflammation mainly in rheumatic affection. 

Celecoxib displays a three-step mechanism for the inhibition of COX-2 in which the third step 

is responsible for the selectivity against COX-2 by the formation of a tightly bound between 

the enzyme and the drug [43]. The sulfonamide moiety of celecoxib is stabilized in the COX-

2 specific additional pocket by electrostatic interactions with Asn 192, Leu 352 and Arg 513 

[88]. The remaining structure interacts through Van der Waals contacts with the binding site 
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[88, 89] and an electrostatic interaction between the nitrogen atom of the pyrazole ring and 

the Arg 120 (Figure 9). Another interesting compound of this family is SC-558 (173, SI = 

1903, IC50 = 9.3 nM). Pyrazoles compounds with phenylsulfonamide and CF3 groups display 

great selectivity against COX-2 (175, 180, 191, 193-196, SI >1000, IC50 = 3.7-84 nM). Other 

compounds present a 4-FPh substituent and a 4-SO2CH3Ph group rather than a 4-SO2NH2Ph 

group (198, 199, SI = 10000, IC50 = 0.10 µM and 41 nM respectively). Additionally, pyrazole 

fused with aromatic ring also display great COX-2 selectivity, particularly when this aromatic 

ring is a pyridine (202, SI = 33333, IC50 = 3 nM). More recently, pyrazole derivatives with 

large bulkier groups were elaborated and reached great COX-2 selectivity (200j and m, SI = 

450, 1350 respectively) and the substitution with groups favoring hydrogen bonds: 4-

SO2MePh, -(CH2)2-ONO2 and -CH2OH (200 q-r) was favorable to the activity. Associated 

with heterocycle ring system, compounds display interesting COX-2 inhibitory potency (SI 

>500, 207c) thanks to the oxygen atom that makes hydrogen bonds at COX-2 active site. 

Pyrazolone derivatives (208, SI >100-400, Table 44) and pyrazoline compounds (209d-e, % 

inhibition at 100 µM: 83.69% and 88.43% respectively, Table 45) are also potent COX-2 

selective inhibitors [90-92]. 

(a)          (b) 

Figure 9 : (a) Celecoxib (green) inserts in the COX-2 active site (cyan). (b) Main interactions 

between celecoxib and hydrophobic residues (pink) and residues making hydrogen bonds 

(yellow).(adapted [43]). 
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Figure 10: Some examples of pyrazoles derivatives compounds (171, 172, 173)  

Imidazoles (Tables 46-48) derivatives display great up to 8000 fold COX-2 selectivity (211, 

224, 230, SI > 8000, IC50= 0.08-0.12 µM). These molecules are substituted in R4 by a 

halogenated group (CF3 or a Cl) and in R1 by a 4-NH2SO2Ph or a 4-CH3SO2Ph group, 

essential for the COX-2 selectivity [93]. Electrophilicity and hydrophobic properties of 

substituents also play a role in the COX-2 selectivity. For 4,5 diarylimidazoles family, R4 

substitutions with SO2NH2 or 4-SO2N3 or EWG (NO2, COOH) are associated with the best 

results in COX-2 inhibition [94]. For both R4 and R5, if the substituent is a phenyl, small 

hydrophobic and electronegative groups introduced in para position increase the selectivity 

while electropositive group in R2 (SO2-alkyl >SO-alkyl> S-alkyl) is required for inhibitory 

potency. Imidazoles compounds fused with aromatic rings ( Table 48) also display good 

selectivity (241, 242, SI >625, 715 IC50 = 0.16, 0.14 respectively). Recently, imidazoles 

derivatives substituted on one of the two nitrogen atoms of the central scaffold displayed good 

COX-2 selectivity (SI: 100-200, 237). The same range of selectivity is observed when 

imizadole is fused with benzene or non-aromatic rings (238-240). Inversely, 1,2-disubstituted 

imidazoles are poor COX-2 inhibitors [95].(Tables 47, 48) 
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Figure 11: Some examples of imidazoles derivatives compounds (211, 239a, 240a) 

 

Triazoles compounds (Tables 49-51) COX-2 inhibitory potency and selectivity are mainly 

dependent of the size and the nature of substituents attached in C-3 and C-4: thiol groups (SH 

> SMe > SEt) and moieties with electronic properties increase the COX-2 selectivity. The 

most selective compounds are fused with thiazole rings (SI >1600-4300, IC50 = 6-20 nM 

(248a-e)). Recently, new compounds with high COX-2 selectivity (SI >1000-2000 (243c-f)) 

were obtained, bearing 4-NH2SO2Ph and amide groups essential for the activity. Triazole-

5(4H)-thione derivatives were evaluated but displayed a poor COX-2 selectivity (SI >4, 246). 

[96-98] 

 

Figure 12: Some examples of triazoles derivatives compounds (243e, 245a, 246) 

 

Tetrazoles (Table 52) compounds (249a et d) possess only weak COX-2 inhibition potency 

(IC50 (COX-2) >30µM) justifying the lack of interest for this class of compounds. More 

recently, tetrazoles with a 200-fold COX-2 selectivity were synthesized (249b, c) by 

introducing a mono-substitution in para position of the phenyl group. [99, 100]  
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Figure 13: Some examples of tetrazoles derivatives compounds (249a, 249d) 

 

Oxazoles (Tables 53-55) compounds were inspired by Oxaprozin (250) [101, 102]. Oxazoles, 

isoxazoles and oxazolines derivatives (Table 53) possess the stronger COX-2 selectivity with 

a SI reaching 10000-64500 (251n, 252b, 253a IC50 = 4nM-97nM) for the most selective. 

Valdecoxib (252b, SI = 28000, IC50 = 5 nM) and its prodrug Parecoxib (252c), a 

commercially available drug, are potent and selective COX-2 inhibitors. Regioisomers of 

these two compounds display better selectivity against COX-2 (252e and 252f SI >105 and 

1113) [103]. The position 2 of the oxazole ring can support a large variety of substituent 

without altering the selectivity for COX-2 [78]. Replacing 4-SO2MePh or 4-SO2NH2Ph by a 

cyclohexyl substituent lead to JTE-522 (251e, SI >1176, IC50 = 85 nM) [58, 104] [105, 106]. 

Oxazol-2-one, 1,3-dioxol-2-one and 1,2,5-oxadiazole derivatives compounds (Table 54) are 

also selective COX-2 inhibitors (254, 255, 257 SI <100, IC50 = 0.06 to >30µM). SAR studies 

[107] demonstrated that a para- SO2MePh or a para- SO2NH2Ph attached to C-3 or C-4 on 

the central ring is essential for COX-2 selectivity, while unsubstituted C-3 or C-4 positions 

giving selective COX-1 inhibitors. Recent isoxazoles (Table 53) and oxadiazoles (Table 55) 

derivatives display quite COX-2 selectivity (SI >100, 252h-j, 256a-j). For isoxazole scaffold, 

small groups in R3 (CH3, CF3…) instead of hydrogen bond donor or acceptor groups enhance 

strongly the COX-2 potency and selectivity (SI>10000, IC50 = 6 nM 252j).  

Benzoxazoles derivatives compounds (Table 56) substituted by larger substituents, such as 

isoxazoles, thiazoles, display good COX-2 selectivity (SI >300-500, 258g-i, k-l). Others 
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compounds, substitued by diaryl groups (258 c and d) have been synthetized but they have 

displayed a lower COX-2 selectivity (COX-2 SI <100) 

 

Figure 14: Some examples of oxazoles derivatives compounds (250, 251e, 252b, 252c) 

 

Thiazoles, isothiazoles, 1,2,3-thiadiazoles, dithiolethiones, and thiazolidinones derivatives 

(Tables 57-58) display great COX-2 inhibition and selectivity with a SI reaching 10000 (259s, 

t) whereas thioimidazolinones display interesting inhibition but weak selectivity (265c). 

Compounds presenting aromatic rings fused with thiazoles and diathiazoles (Table 59) show 

important COX-2 selectivity: (SI >3000-4000 and IC50 <20 nM, 266a-e). Thiazolones series 

with benzylidene substituents display weak potency against COX-2 [108]. Recently it has 

been shown that oxazolidinones substituted by triazoles ring system and thiazolidines 

derivatives compounds (Table 60) present good COX-2 inhibitory potency and selectivity (SI 

>300-500, IC50(COX-2) ≤ 5.6 µM, 267a-h except for 267d the % inhibition at 10 µM is 

70.14%). 

 

Figure 15: Some examples of thiazoles (259s) and thioimidazolines (265c) derivatives 

compounds. 
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Hydantoin derivatives (Table 61) bearing a methylsulfonyl function at the para position of the 

phenyl ring have been described as interesting COX-2 inhibitors. In vitro COX-1/COX-2 

inhibition studies indicated that hydantoin compounds were selective inhibitors of the COX-2 

with IC50 values in the highly potent 0.077 to 0.171 µM range, and COX-2 SI in the 70.2 to > 

1298 range (268a-d). These results also revealed the effect of different alkyl substituents at 

the N-3 hydantoin ring. A modeling study showed that the most stable enzyme-ligand 

complex of unsubstituted compound was not docked into the active site of COX-1 justifying 

the high COX-2 inhibitory activity and selectivity. [109] 

 

Figure 16: Example of hydantoin derivative compound (268a). 

 

Diaryl-substituted cycles with a central 6-membered ring 

Benzenes derivatives (Tables 62) substituted in R1 by a 4-SO2MePh or a 4-SO2NH2Ph and in 

R3 and R4 by halogens, in particular fluorine, are associated with potent and selective COX-2 

inhibition (SI >7000-20000, IC50 <15 nM, 269i, 269l-s). For naphathalene derivatives (Tables 

63) substituted by a SO2Me in R4 and by a phenyl in R2, lipophilicity and large ortho-

substituent on the R2-phenyl ring are critical for COX-2 activity while hydrophobic 

substituents are essential for COX-2 selectivity [110]. Recent benzene, naphthalene (270), 

benzoyl (271) derivatives compounds (Tables 63, 64) were developed by incorporating 

sulfonamides with mono-substituted phenyl (269t-u), alkene groups (trans stereoisomer, 

269v-w), or pyridine moiety (271e). Those compounds failed to ameliorate the COX-2 

selectivity (SI = 100-200) [111-113].  
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Figure 17: Some examples of benzene derivatives compounds (269l, 269m). 

Pyridines family (Table 65) is led by the marketed drug etoricoxib, metabolized (272 d-g) in 

less potent and selective structures. SAR studies reveal that a wide range of substituents can 

be attached to the pyridine ring leading to selective COX-2 inhibitors (SI >800-1100, 272 q-

s). Bulkier and larger substituents were added to pyridines and pyridinone derivatives (Table 

66), but the resulting compounds have proven to be poor COX-2 selective inhibitors (SI: 20, 

272t-ab, 273). Quinolines (SI >300-1200, 274) and tetrahydroquinolinone (SI = 62.3; 97.6, 

275 a and b) derivatives (Table 67) present good COX-2 selectivity. The most potent 

compounds (SI >100-514, IC50 <25 µM, 274h-k) present a COOH moiety and thus a similar 

binding mode than classical NSAIDS The COX-2 selectivity varies according to the position 

of the substituent in the central scaffold (274c-d, 275a-b). More recently, new pyridazinone 

derivatives (Table 68) bearing various ring systems such as isoxazoles or triazole-5(4H)-

thiones (SI = 10-333, 276a-c) were designed without gain in COX-2 selectivity and inhibition 

potency. [114]. 

 

 

Figure 18: Some examples of pyridines derivatives compounds (272c, 272q) 
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Pyrazines, pyridazinones and quinolaxines derivatives (Tables 69-70) display good (SI <300) 

to great selectivity against COX-2 (SI >500-3333, 279a, b, f). Most of these structures contain 

a 4-SO2MePh or a 4-SO2NH2Ph substituent. For the pyrazine scaffold, a 4-FPh (278a) 

increases the selectivity by 2 fold compared to a methyl analogue (278b), and the IC50 by 8 

fold. For the pyridazinone derivatives (279), the best compound is substituted by a 1-

methoxy-cyclopropane in R2 and a benzyl in R3 (SI >33333, IC50 (COX-2) = 3 nM, 279a), 

whereas replacing the R2 by a methoxypropane (279b) decreases the selectivity and the COX-

2 inhibition potency. The quinolaxines (280) describe good COX-2 selectivity (SI <100) but 

poor COX-2 potency (IC50 ~ 40 µM). [115, 116]  

N N

O

Ph

SO2Me

MeO

279a  

Figure 19: Example of pyridazinone derivatives (279a). 

Pyrimidines (Table 71) compounds can present a very high COX-2 selectivity (>400000 (281 

g, i). SAR studies suggested that an electron donating group (-OMe, -OEt) at R2 position 

increases the potency better than an EWG (281r-t IC50 = 0.3-0.4 nM) and that CH3SO2Ph (R4) 

gives better selectivity than other sulfonyl moieties [117]. Molecules with 4- CH3SO2Ph (R4) 

group associated with a benzylamine moiety (R1) exhibit the higher COX-2 selectivity (281g, 

i). Recently it has been shown that pyrimidines derivatives compounds bearing 4-SO2MePh 

and CF3 groups are highly selective against COX-2 (SI >1000-350000, 281w-ay) [118].  
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Figure 20: One example of pyrimidines derivatives (281g). 

Pyrimidinones derivatives (Table 72) and pyrimidines or pyrimidinone fused with aromatic 

rings (Table 73) are poor COX-2 selective inhibitors (282a-c, 285) [119-121], nevertheless 

certain compounds display good COX-2 selectivity (SI = 400-600, 286a-b). The substitution 

of these groups by an amide or a smaller group such as H, Me decreases dramatically the 

COX-2 selectivity (SI= 2-4.35, 282, 283). 

Pyrans derivatives (Table 74) can display great potency with SI value superior 120000 for the 

most selective compound (288c, IC50 = 3.2 nM). SAR study [122] specify that R3 substituents 

such as alkyl-, alkoxy-, alkylthio- or para-substituted phenyl orientate the central pyranone 

ring close to the COX-2 selective side pocket and are thus critical for COX-2 inhibition 

potency and selectivity. 

Recently, chiral pyrans (Table 75, SI > 1000-41000, 289, 290) and benzofurans substituted by 

the combination of -COOH and CF3 (Table 76, SI >1000-4700, 291a, c-f, k, l, and o) 

demonstrate an enhanced COX-2 selectivity, whereas coumarins (Table 77) substituted by 

pyrazole scaffold display a weak COX-2 selectivity (SI < 20, 292). [89, 118, 123 , 124-127] 

 

Figure 21: Some examples of pyrans derivatives (288c, 289b, 291e) 
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Thiazinanones compounds (Table 78-79) display average COX-2 inhibition and selectivity 

(IC50 = 0.05-0.08 µM, SI >100-200, 293a-c, 294a-d). Recent thiazinanones and 

benzothiazinanones derivatives exhibit similar COX-2 selectivity (SI >200, 293d, 294a-b) 

than the former member of this series. [118, 128, 129] 

 

Figure 22: Some examples of thiazinanones (293a) and benzothiazinanones derivatives 

(294a). 

1,2 diarylethenes and 1,1,2-triarylethenes compounds (Tables 80, 81) forming the stilbenes 

family were inspired from the natural product resveratrol (295a) a selective COX-1 inhibitor 

[115]. Various analogues were designed to enhance the COX-2 inhibition and decrease the 

COX-1 potency. 1,2 diarylethenes derivatives (trans-stilbenes) exhibit good inhibition and 

selectivity against COX-2 (SI >400-700, IC50 = 1-11 nM, 295b,c). Acyclic diaryl (E)-olefins 

are also potent inhibitors of COX-2 and their selectivity is dependent of the size and length of 

acyclic substituent attached to C-2 position [130]. 1, 1, 2- triarylethenes derivatives (trans- 

and cis- stilbenes), synthesized by analogy with the tamoxifen (297a) exhibit greater COX-2 

selectivity (SI >7000, IC50 = 14 nM, 298a,d) than 1,2 diarylethenes compounds. Acyclic 

substituents play a key role in the COX-2 inhibition (298a with nBu substituent) for these 

compounds [131]. 
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Figure 23: Examples of 1,2 diarylethenes (295b) and 1,1,2-triarylethenes derivatives (298a). 

Di-tert-butylphenol compounds (Table 82) present a quite good COX-2 inhibition and 

selectivity (IC50 = 140 and 64 nM for 299d, g, i with SI >700). The phenolic OH group 

surrounded by tert-butyl substituents is essential for COX-2 selectivity. Many of these 

compounds inhibit both COX and lipoxygenase (LOX) active sites, such as Darbufelone 

(299a) and BF-389 (299b) but their COX-2 mechanism of inhibition remains unsolved [132]. 

 

Figure 24: Some examples of di-tert-butylphenols derivatives (299g and 299i). 

Triazines and benzotriazinones (Table 83) are recent compounds, with a poor to good COX-2 

selectivity (SI >5-400, 300, 301). [133, 134] 

 

Figure 25: Some examples of triazines and benzotriazinones derivatives (300c and 301). 
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Piperidine derivatives (Table 84) were recently synthesized and compounds exhibit quite 

good COX-2 selectivity (SI > 100, 302). The substitution of the central scaffold nitrogen atom 

by large groups promote hydrogen bonds and to prevent the insertion in COX-1 binding site. 

[135] 

N

O

O
S

O

O

F3C

302b  

Figure 26: One example of piperidinone derivative (302b). 

Diaryl-substituted cycles with a central acetylene (Table 85) 

COX-2 inhibitors display quite good COX-2 inhibition and selectivity (SI >100-300, IC50 = 

0.89 µM-50 nM, 303). Compounds substituted in R2 with 4-MeSO2Ph are selective COX-2 

inhibitors whereas the 3-MeSO2Ph and 2-MeSO2Ph substituents lead to respectively mixed 

COX inhibitors and selective COX-1 inhibitors Similarly, for the R1 substitution, the best 

selectivity is obtained with 3-SO2NH2Phe group, and the worst with 4-SO2NH2Phe. [136]. 

 

Figure 27: Examples of acetylenes derivatives (303a and 303e). 

Others compounds 

Chromene compounds (Tables 86, 87) can exhibit high selectivity and inhibition potency 

against COX-2 (SI >1000, IC50 = 40-110 nM, 304e,f,k), and chromen-4-one derivatives 

present good COX-2 inhibition in vivo (305f 0.03 µg/mL). Recently, new chromene 
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compounds were elaborated with larger substituents such as cyclooctane or mono-substitution 

of phenyl introduced in α-position of the chromenes ketone and presented poor COX-2 

selectivity (SI >2-60, 305a, e). Additionally, smaller groups (H, Me) introduced in R4 display 

good COX-2 selectivity (SI >200-600, 305b,d) 

Chalcone derivatives (Table 88), display weaker COX-2 potency (SI >100, IC50 <1µM, 

306h,j). The potency and selectivity of these compounds are mainly explained by the 

insertion of 4-MeSO2Ph into the COX-2 secondary pocket. For chalcone derivatives the 

alkene trans stereochemistry controls the optimal insertion and binding of the compounds into 

the COX-2 active site [137]. New chalcone derivatives with the phenyl substituted by a 

piperidyl moiety associated with halogens incorporated on the other phenyl display interesting 

COX-2 selectivity (306 d,f,g). [138] 

 

Figure 28: Examples of chromenes (304e and 305b) and chalcones derivatives (306a,d). 

Heteroalkenes (Table 89) are recent and original structures, but the currently compounds of 

this family show poor COX-2 selectivity (SI > 5-100, 307, 308). [118, 139-141] 
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Figure 29: Examples of heteroalkenes derivatives (307 and 308a) 

Natural compounds (Tables 90, 91) are the starting point in the development of new potent 

COX-2 selective inhibitors since the National Cancer Institute [142] tested for COX inhibition 

the 6% of the marketed drug that are natural products. These natural compounds exhibit a 

great variety of structures: alkaloids, terpenoids, stilbenes, flavonoids, chalcones, phenolic 

derivatives and most of them are specifically selective COX-1 inhibitors and show poor 

selectively against COX-2.  

Fatty acids extracted from natural compounds (Table 92) such as 5-thia-8, 11, 14, 17-

eicosatetraenoic acid (348) show some inhibitory against COX-2 (SI = 6.7, IC50 = 3.9 µM ). 

Miscellaneous compounds (349-365) (Table 93), COX-2 selective inhibitors that do not 

belong to the COX-2 inhibitor classes previously described, display potent COX-2 inhibitory 

up to SI >3000-125000. Recently, some natural compounds extracted from Alstonia rupestris 

(330, 331, 92-96% of COX-2 inhibition against 37-39% of COX-1 inhibition at 100 µM), 

Cryptotanshinone (333, 31% of COX-2 inhibition with none COX-1 inhibition at 10 µM), 

Senkyunolide O (334, 52% of COX-2 inhibition with none COX-1 inhibition at 10 µM) 

demonstrated great COX-2 selectivity. 

 

5-thia-8,11,14,17-eicosatetraenoic acid (348) 

Figure 30: Example of a fatty acid derivative (5-thia-8,11,14,17-eicosatetraenoic acid, 346) 

from Plantago major 
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 R=CHO 

331 

Figure 31: Example of a compound isolated (331) from Alstonia rupestris displaying a 

selective inhibition towards COX-2. 

Analogues of known drugs were also studied. Benzenesulfonamides modified (Table 94) by 

the introduction of a N-acetylsulfonamido group have a great COX-2 selectivity (SI >1100, 

366, IC50 = 87 nM. Sulindac (367a) and zomepirac (367 d-e) modified compounds (Table 95) 

exhibit from 300 to 1000-fold better COX-2 selectivity than their parent compounds and a 

better inhibition potency. The selectivity gain of fluosulide analogues (367 b,c) is limited (1-

fold better) without alter the potency. [58, 143, 144] 

Analogues of rofecoxib (368, 369, Table 96) and celecoxib (370, Table 97) were synthesized 

by replacing the sulfoalkyl moiety by a sulfonamine group able to interact through hydrogen 

bonds with residues of the COX-2 active site [145]. Celecoxib analogues exhibited good anti-

inflammatory activity (ED50 = 42.3 mg/kg) which was lower than celecoxib (ED50 = 10.8 

mg/kg), but greater than ibuprofen (ED50 = 67.4 mg/kg) and aspirin (ED50 = 128.7 mg/kg) 

[145] whereas some Rofecoxib analogues display similar activity compared to their parent 

compound. Mono- or di-substitutions by halogens or other functional groups (amines, esters) 

decreased the COX-2 selectivity compared to the parent structures (368-370) [103, 145-151] 

 

Figure 32: Example of a benzosulfonamide modified compound (366). 
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Figure 33: Examples of sulindac (367a), fluosulide (367c) and zomepirac (367d RS-57067) 

modified compounds. 
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Other alternatives therapies to treat inflammation 

To reduce the gastrointestinal tract (GI) side effects of COX-2 inhibitors, gastroprotective 

agents such as antisecretory agents are often used as (omeprazole, ranitidine, and cimetidine). 

However, some studies suggest that these compounds neutralize gastric acidity resulting in a 

decrease of NSAIDs bioavailability [152, 153]. Several strategies were thus developed to 

obtain COX-2 inhibitors with less GI toxicity. 

CINODS (COX Inhibitor-Nitric Oxide Donors) and H2S releasing compounds 

Nitric oxide and hydrogen sulfide present protective effects in gastric mucosa. NSAIDS able 

to release NO and H2S were thus developed to decrease the NSAIDS GI side effects. Several 

NSAIDS (diclofenac, aspirin, ibuprofen…) were coupled with NO or H2S moiety (compounds 

371, 372 see Tables 98, 99) and the resulting compounds present better GI tolerability than 

classical selective COX-2 inhibitors [154]. Cyclooxygenase Inhibitor-Nitric Oxide Donors 

(CINODS) [155] were synthesized by modifying coxibs with introduction of a NO-donor 

group and displayed a reduced cardiovascular risk compared to selective COX-2 compounds 

[156-164]. Since NO and H2S act in concert for the maintenance of gastric mucosa, dual H2S-

NO releasing compounds were also elaborated [156, 165] (compounds 372 g-j, see Table 99). 

 

Figure 34: Some examples of CINODs derivated from NSAIDS (371d, 371f, 371al) 
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Figure 35: Some examples of H2S-(372f) and H2S/NO-releasing (372 g-j) compounds. 

Dual COX-2/5-LOX compounds 

Since leukotrienes participate in gastric mucosa injuries and inhibitors of 5-LOX 

demonstrated their protective effect in gastric mucosa [156], dual COX-2/5-LOX inhibitors 

were developed. This class of compounds present enhance anti-inflammatory activity [166] 

and good inhibition potency for the 2 active sites (IC50 (µM)/ CI-986 (373a): 0.86/5.7, 

Licofelone (373b): 0.37/0.21, Darbufelone (373c): 0.48/0.77). (compounds 373, see Table 

100). 
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Figure 36: Examples of some COX-2/5-LOX (373a-c) compounds. 

Zwitterionic phospholipids compounds 

Combination of zwitterionic phospholipids like DPPC (374, Figure 37) and NSAIDs enables 

to prevent the interaction of NSAIDs with the mucosa avoiding GI side effects since the 

interaction with NSAIDS decreases the protective ability of the mucosa. [167]. Some 

zwitterionic phospholipids compounds associated with NSAIDs have been developed: 

phosphatidylcholine-associated with aspirin (PL2200), phosphatidylcholine-associated with 

ibuprofen (PL1100) [165]. 

 

1,2-dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC)(374) 

Figure 37: Zwitterionic phospholipids compound  

 

The process of inflammation is very complex, and several approaches to reduce and relieve 

inflammation exist. Current trend is to develop molecules that act on one of the multiple 

signaling pathways of inflammation: NFκB, MAPKs, lipopolysaccharides (LPS), microsomal 

prostaglandin E2 synthase inhibitors (mPGHES-1), TNFα. In the literature, a great numbers 

of papers and reviews refer to these kinds of inhibitors [165, 168] 
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Adverse effects of COX inhibitors 

Both selective and non-selective COX-2 inhibitors are associated with adverse side effects 

affecting particularly the gastro-intestinal and cardiovascular systems (Table B). 

Gastrointestinal tract  

GI injuries caused by COX inhibition, is one of the major side effects of anti-inflammatory 

drugs leading to hospitalizations and deaths. These side effects range from diarrhea, nausea, 

abdominal pain and flatulence to severe complications such as perforations, ulcerations, 

bleeding and obstruction [161]. These GI adverse effects can be explained mainly by two 

features. The first one is the acidic character of the classical NSAIDS [169]: these inhibitors 

are present in a non-ionized state in the highly acidic medium of the stomach, facilitating their 

migration through the gastric mucosa barrier where they are metabolized. Their ionized 

metabolites are responsible of several injuries in GI [170, 171]. The second risk factor for GI 

side effects is the inhibition of the synthesis of protective prostaglandins associated with the 

COX inhibition. For a long time, only the COX-1 inhibition was held responsible for the GI 

damages, through the inhibition of the synthesis of TXA2. However, inhibition of COX-2 

induces a delay in healing and an exacerbation of inflammation on the GI tract [11]. 

Furthermore, COX-2 assists COX-1 in the maintenance and the protection of gastric mucosa 

integrity [10, 172]. Experiences in vivo have demonstrated that selective inhibitors that only 

inhibit one COX isoform (either COX-1 or COX-2), are not associated with GI damages [156, 

173]. However, these findings and the involvement of COX-2 inhibition in GI damages 

remain controversial [164, 174]. Despite the relative low rate of GI side effects associated 

with selective COX-2 inhibitors such as coxibs in several clinical studies [160, 161, 175, 

176], efforts are still made to enhance GI tolerability of AINS. The current solutions include 

the use of NSAIDS or coxibs in combination with proton-pump inhibitor [177, 178], and the 
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development of new drugs with NO or H2S releasing parts added to the structure of known 

NSAIDS. 

Cardiovascular tract (CV) 

The second most important side effects of selective COX-2 inhibitors are their adverse 

cardiovascular effects as illustrated by several clinical studies (VIGOR, CLASS, 

TARGET…)[161]. These side effects are the consequence of an over aggregation of platelets, 

obstructing arterials and vessels, [179] and can result in myocardial infarction, 

atherosclerosis, chronic heart failure and hypertension [177, 180-183]. They led to the 

withdrawal from the market of several coxibs, notably rofecoxib in 2004 and valdecoxib in 

2005 [155, 184]. The CV adverse effects were first associated with the disequilibrium of the 

balance between the COX-1 TXA2 prothrombotic effects and the COX-2 PGI2 antithrombotic 

effects [177, 179, 184]. However, in 2013, Mitchell’s group [185] found that COX-1 controls 

the synthesis of PGI2 in CV system and is responsible of CV events. The CV side effects of 

the coxibs were then linked to their sulfone moiety which oxidation releases free radicals 

[186]. To counterpart the CV events, several propositions have been made: the use of 

meloxicam that presents better GI and CV profiles; the use of NO-NSAIDS; the combination 

with low dose of aspirin to reduce the synthesis of platelets [29, 182], or a proton pump 

inhibitor, and a change of lifestyle for patients susceptible to develop CV events [182]. 

Kidney 

About 1 to 5% of patients develop renal side effects due to the use of NDAIDS [178]. PGs 

inhibition by COX-2 selective or non-selective NSAIDs induce a decrease in water, sodium 

and potassium excretion, a decrease of the glomerular filtration rate, and changes in the 

release of renin, resulting in hypertension, edema, renal insufficiency and failure [161, 180, 

186-190]. 
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Reproductive tract 

PG such as PGE2 and PGF2α are involved in all stage of the pregnancy and in reproductive 

process [191] and PGE2 inhibition prevents infertility [180]. The PGs synthesized by COX-1 

appear to be essential for survival of fetus during the pregnancy and COX-1 inhibition can 

result in premature child death [2, 172]. The PGs synthesized by COX-2 act particularly in the 

delivery process [191]. Non-selective NSAIDS, such as indomethacin, associated with delay 

in the delivery and high child mortality [61] should be avoided during the pregnancy. COX-2 

selective drugs may lead to failures in ovulation, fertilization, implantation [11] but can be 

useful in reducing preterm labor [49, 155, 192] and to treat endometriosis [193]. 

Central Nervous System (CNS) 

COX-1 and COX-2 are expressed in the CNS and a large range of adverse effects affecting 

the CNS can be observed with the use of NSAIDS, from headaches and confusion to the 

aggravation of psychiatric illness such as epilepsy and Parkinson disease [194]. However, 

studies suggested that NSAIDs could reduce cerebral edema to prevent cerebral 

cardiovascular accident and reduce neuronal death [195]. 

Respiratory tract 

COX-2 seems to be implied in the pathogenesis of asthma based on its over-expression in 

asthmatic patients [196, 197] by promoting inflammation and airways constriction [180]. 

Classical NSAIDS can worsen asthma by inducing bronchoconstriction and edema, whereas 

selective COX-2 inhibitors can be used to reduce asthma [49, 171]. 

Other organs 

All NSAIDs can damage the liver, resulting in asymptomatic transaminase elevation to 

clinical hepatitis [194] and more particularly sulindac, dicloflenac and aspirin [198]. Skin 

allergic reactions can be observed with classical NSAIDs and selective drugs: urticaria, 

alopecia, photosensitivity, erythema multiform, Stevens-Johnson syndrome and rarely 



95 

 

necrosis of epidermal [188, 199]. Other events have been also observed such as in bone 

healing, dizziness, headache, flu symptoms, fatigue and insomnia [161]. 

The prescription of NSAIDs, and particularly the determination of the therapeutic dose and 

the duration of the treatment, must be adapted to each patient susceptibility to minimize 

adverse events [176, 178]. 
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COX inhibitors: future therapies for cancers and neuronal diseases 

COX inhibitors were developed to treat inflammation and can thus be used in a large number 

of inflammatory diseases. However, for more than twenty years, the use of COX inhibitors to 

treat cancers and neuronal diseases such as Alzheimer’s and Parkinson’s is investigated. 

Cancer 

The involvement and the over-expression of COX-2 in cancers have been reported [180]. 

Evidence suggest that NSAIDS tumor inhibition could be mediated by their ability to inhibit 

angiogenesis [11, 180] and to restore apoptosis in APC-deficient cells [200, 201]. However, 

the knowledge of the anti-oncogenic mechanism remains uncompleted and the involvement of 

LOX and COX- independent pathways were also highlighted [195]. NSAIDs could be used to 

prevent and to participate in tumor decrease in several cancers [202-204] The COX-2 over-

expression in colorectal cancer reaches 80% [180]. Several clinical studies revealed that 

NDAIDS could be used for the prevention (long-term use of aspirin [157]) and treatment of 

colon cancer (SC-58125 [157], celecoxib and rofecoxib [205]). In animal models, other 

NSAIDs like piroxicam, indomethacin, sulindac, ibuprofen or ketoprofen decrease 40-50% 

the risk to develop the colon cancer [202, 205, 206]. Similarly, in familial adenomatous 

polyposis (FAP), celecoxib [11, 180, 205] or the combination of aspirin and sulindac [11] 

inhibits significantly the growth of adenomatous polyps and leads to the regression of existing 

polyps [11, 167, 180, 205, 207]. Several studies described the potency of aspirin and NSAIDs 

in the prevention of esophageal cancer [11, 180, 208, 209] Coxibs and particularly celecoxib 

are used to prevent tobacco-related cancers [157] [210] or to reduce tumoral growth [11, 180]. 

Celecoxib and its derivatives are efficient antiproliferative agents in prostate and breast cancer 

[202, 208, 211]. Nimesulide is used in the treatment of breast cancer [212] where COX-2 is 

overexpressed up to 40% [213]. 
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Alzheimer’s disease (AD) 

Several epidemiological studies suggest an association between the long term use of NSAIDS 

and a reduced risk of AD [214-216]. However, this protection differs according to the 

NSAIDS used. Some NSAIDS such as ibuprofen and naproxen demonstrated significantly 

reduced AD risk [216], However, rofecoxib in a 12-18 month clinical trial of in patients with 

mild cognitive impairment showed in the contrary no protective effect on AD development 

and was even suspected to increase the rate of conversion to AD [217]. In fact, several factors 

seem to be essential for NSAIDS protection effect against AD: early NSAIDS chronic 

exposition, earlier onset subjects, ApoE4 carriers, a COX-1 inhibition potency… [218]. The 

initial hypothesis that the COX-2 inhibition could be responsible for a reduced neuro-

inflammation and thus for the protective effect is now refuted but the complete mechanisms 

of amyloid accumulation reduction are still unclear. 

Parkinson’s disease (PD) 

Patients suffering PD present an over-expression of COX-2 in the brain [202]. Several 

evidences indicate that COX-2 is involved in the pathogenesis of PD and could be an 

interesting target to delay the apparition of PD or to stop its progression [219]. Rofecoxib and 

Parecoxib are notably considered as neuroprotective agents [103, 220]. 
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CONCLUSION 

Since its discovery in 1990’s, COX-2 enzyme has aroused the development of a great 

numbers of selective inhibitors: with chemical diversity, different in inhibitory potency, 

contrasting in their ability to reduce side effects and enhancing tolerability compared to 

classical NSAIDs. Recently, an important effort has been focused on COX-2 selective drugs 

as future therapies for a wide kind of cancers and neuronal diseases. Currently, new 

researches turn toward nanotechnology where selective drugs will be associated with 

nanoparticles. 
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 COX-1 COX-2 
Location on chromosome 9q32-q33.3 1q25 

Enzyme location Endoplasmic reticulum Nuclear envelope 
Enzyme size (weight kDa) 600-602 AA (70-72) 603-604 AA (70-72) 

Regulation Constitutive Inductible 
Induced gene expression 2-4 folds 10-80 folds 

Function 
Homeostasis, organs 

protection 
Inflammation 

Tissue expression 
Ubiquitous (particularly in 

stomach, kidney and platelet) 

Quasi-undetectable at basal 
condition 

Induced by inflammatory 
stimuli (macrophages, 

monocytes…) 
Table A. (adapted Pairet et al [196]). 
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Localisation Adverse effects 
Cardiovascular Myocardial infarction 

Thrombosis events, stroke 
Hypertension 

Renal Reduced glomerular filtration rate and renal plasma flow 
Sodium retention 

Acute interstitial nephritis 
Acute renal failure 

Gastrointestinal Inhibition of ulcer healing 
Hepatic complications 

Regenerative Retarded wound healing 
Slowing of fracture healing 
Retarded ligament healing 

Neuropsychiatric Depression 
Confusion and hallucination 

Somnolence or insomnia 
Abnormal thinking 

Reproductive Delayed follicular rupture 
Reduction of preterm labour 

Cutaneous Hypersensitivity reactions 
Fatal skin reactions 

Allergy 
Table B: Summary of some adverse effects associated with the use of COX-2 selective 

inhibitors (adapted Puhlmann et al[155]). 
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III  Troisième partie : Les méthodes de 

criblages in silico 
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III.1 Généralités 

Les méthodes de criblages in silico ont été développées pour diminuer le coût et le temps 

considérable nécessaires au processus de R&D d’un nouveau médicament [77, 78]. 

Les méthodes de criblage virtuel ont rapidement montré leur efficacité et leur utilité dès 1990 

en guidant les scientifiques sur les molécules les plus actives parmi de grandes bibliothèques 

de composés. Le but des méthodes de criblage virtuel est d’éliminer, par le bias de filtres, les 

molécules inactives, toxiques, ou présentant des effets indésirables. A partir de millions de 

molécules initiales, ce sont quelques milliers de molécules [79] qui sont retenues et qui seront 

évaluées expérimentalement.  

 

Les méthodes de criblage virtuel font désormais partie intégrante du processus R&D en 

permettant de réduire le nombre considérable de molécules à tester expérimentalement et en 

identifiant les molécules les plus prometteuses dans les phases d’identification de hits et 

d’optimisation des leads. 

 

De nombreuses méthodes de criblage in silico ont été développées, divisées en 2 grandes 

classes selon les données disponibles. Lorsque la structure de la cible biologique a été résolue 

(cristallographie aux rayons X, résonance magnétique nucléaire (RMN), microscopie 

électronique ou modèles de structure), les méthodes « structure-based » ou « basées sur la 

structure » peuvent être utilisées. Elles permettent d’évaluer et de sélectionner les molécules 

capables de réaliser des interactions dans le site actif de la cible biologique [78]. La seconde 

classe regroupe les méthodes « ligand-based », ou « basées sur les ligands » et repose sur le 

principe que les molécules similaires partagent des propriétés similaires. Ces méthodes 

requièrent des informations sur les ligands bioactifs de la cible biologique étudiée. 

Ces deux types de méthodes, utilisés seuls [80] ou en combinaison [81], ont fait leur preuve 

en révélant des molécules susceptibles d’être actives [80].  

Par la suite, nous nous sommes particulièrement intéressés aux modèles pharmacophoriques 

et aux méthodes de docking. 

III.2 Les modèles pharmacophoriques 

Le concept de pharmacophore a été instauré pour la première fois en 1909, par Paul Ehrlich, 

[82] qui rapporte que certains groupes ou fonctions chimiques portés par une molécule sont 

responsables de l’effet biologique et que des molécules qui ont des effets similaires ont des 
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fonctions chimiques similaires [83]. Cinquante ans plus tard, le terme « pharmacophore » a 

été introduit par Schueler [84] qui le définit comme un système moléculaire qui porte (phoros) 

les caractéristiques essentielles responsables de l’activité biologique d’un médicament 

(pharmacon) [83, 85, 86]. 

La définition officielle donnée par l’IUPAC (International Union of Pure and Applied 

Chemistry) date de 1997 et indique qu’« un pharmacophore possède l’ensemble des propriétés 

stériques et électroniques d’une molécule nécessaires pour assurer l’établissement 

d’interactions supramoléculaires optimales avec une cible biologique spécifique et engendrer 

ou bloquer une réponse biologique » [87]. Un pharmacophore ne représente pas une molécule 

ou une association de groupes fonctionnels mais un concept abstrait qui prend en compte les 

capacités d’un groupe de composés à réaliser des interactions moléculaires communes avec la 

structure de leur cible [83, 86]. Ces interactions sont définies comme les points 

pharmacophoriques : les donneurs et accepteurs de liaisons hydrogène, les groupements 

cationiques et anioniques réalisant des interactions ioniques, les groupements aromatiques 

conduisant à du π-stacking et les groupements hydrophobes donnant des interactions 

hydrophobes [83] (Figure 12). 

 

Figure 12 : Un exemple de pharmacophore généré avec le logiciel LigandScout 4.0, 

représentant le ligand S58 (1CX2), un inhibiteur sélectif de COX-2 (flèches rouges : 

groupements accepteurs de liaisons hydrogène, sphères jaunes : groupements hydrophobes) 

Les approches pharmacophoriques ont été largement utilisées dans les processus de 

découverte de nouveaux médicaments, et ce notamment dans la phase d’optimisation [85]. 
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Un modèle pharmacophorique peut être établi soit par une approche « ligand-based » en 

superposant des molécules actives et en extrayant les caractéristiques physicochimiques 

communes essentielles à leur activité biologique, soit par l’approche « structure-based » en 

recherchant les points d’interaction entre la cible et les ligands [85]. 

III.2.1 Modèles pharmacophoriques « ligand-based »  

III.2.1.1 Approches pharmacophoriques 2D 

Ces approches utilisent des descripteurs 2D capables de caractériser les points 

pharmacophoriques des ligands. Ces méthodes sont intéressantes puisqu’elles se basent tout 

particulièrement sur la connectivité des atomes du ligand permettant ainsi de réduire les temps 

de calculs.  

 

CATS 2D (Chemically Advanced Template Search) 

Cette méthode traduit la structure 2D du ligand en un graphe moléculaire où chaque noeud 

représente un point pharmacophorique (Figure 13) [88]. 

Chaque atome de la molécule se voit attribuer un des cinq points pharmacophoriques : 

lipophile, donneur de liaison hydrogène, accepteur de liaison hydrogène, ionisable positif et 

ionisable négatif. Les paires de points pharmacophoriques sont reliées ensembles selon le 

chemin le plus court en termes de liaison.  

Enfin le nombre normalisé d’occurrences de chaque paire de points pharmacophoriques en 

fonction des distances constitue un vecteur. Ce vecteur servira de comparaison entre les 

molécules [88-90]. 

La similarité entre deux molécules est évaluée grâce à la mesure de la distance euclidienne : 

plus la distance est petite, plus les molécules se ressemblent et plus leur activité biologique est 

susceptible d’être similaire [91]. 

 

Figure 13 : Exemple illustrant les descripteurs CATS 2D [88] 
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Similog keys 

Les “Similog keys” (Figure 14) sont une variante de la méthode CATS 2D. 

Des “Similog keys” définissent des triplets d’atomes et sont caractérisés par le nombre de 

liaisons séparant les atomes et les propriétés de l’atome : donneur ou accepteur de liaisons 

hydrogène, encombrement, et électropositivité [89, 92]. 

La représentation  d’un ligand est un vecteur précisant les occurrences des différents “Similog 

keys” dans la structure du ligand. Par la suite ce vecteur sera utilisé comme outil de 

comparasion pour évaluer la similarité entre différentes molécules [89, 92]. 

 

Figure 14 : Représentation de « Similog keys » : le tert-butyle considéré comme encombrant 

est codé 0010, l’hydroxyle de l’alcool pouvant être un accepteur de liaisons hydrogène (0100) 

et/ou donneur de liaisons hydrogène (1000), est codé 1100 et l’aldéhyde étant un accepteur 

de liaisons d’hydrogène est codé 0100 [92]  

MACCS keys (Molecular Access System) 

Cette méthode, similaire à la méthode de “Similog keys”, représente la structure du ligand par 

un vecteur qui codifie d’une part la présence ou l’absence des différents fragments ou points 

pharmacophoriques et d’autre part leurs positions dans la structure (Figure 15) [92]. 

Ces fragments / points pharmacophoriques sont définis dans des tables par la nature des 

atomes (halogène, azote, oxygène…), les propriétés de l’atome (appartenance ou non à un 

cycle aromatique, les différents types de liaisons…) et l’environnement atomique 

(connectivité entre les atomes) [93]. Ensuite, pour chaque fragment les keys assignent un 

chiffre spécifique à la caractéristique chimique du fragment (Key position), décrivent la 

caractéristique chimique de ce fragment (Key description) et indiquent la présence ou 

l’absence de ce fragment dans la molécule étudiée (Key code)[94]. En tout, MACCS contient 

166 keys de structures qui permettent de définir l’empreinte du ligand qui sera par la suite 

comparée à d’autres molécules pour évaluer leur similarité. 
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Figure 15 : Exemple de quelques MACCS keys utilisés pour décrire l’empreinte partielle du 

diazepam : le numéro 19 indique un cycle à 7 chaînons (seven-member ring), 78 précise le 

groupe C=N, 92 décrit le groupe OC(N)C et 163 représente un cycle à 6 chaînons (six-

member ring) [94] 

RG (Reduced Graphs) 

La méthode des graphes réduits consiste à représenter chaque groupe chimique du ligand par 

un nœud en conservant la connectivité entre eux. La description des caractéristiques 

chimiques de la molécule y est très simple et indicative (ex : cyclique ou acyclique). Ainsi la 

représentation globale du ligand est approximative et moins complexe [89, 95]. Les graphes 

réduits sont considérés comme des descripteurs topologiques de pharmacophores (Figure 16) 

[96]. 

 

 

Figure 16 : Exemple de graphes réduits, adapté selon [89, 95, 96] 

Extended Reduced Graphs (ErG) 

La méthode ErG est une variante de la méthode des graphes réduits (Figure 17). La structure 

du ligand est représentée via des nœuds reliés entre eux. Chaque nœud correspond à un point 

pharmacophorique, supposé essentiel aux interactions ligand-récepteur [97]. 
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Figure 17 : Exemple d’une structure convertie selon la méthode ErG. (D : donneur de liaison 

hydrogène, Ac : accepteur de liaison hydrogène, Hf : groupement hydrophobe situé à 

l’extrémité de la structure, Ar : cycle aromatique, +: charge positive). Adapté selon [97]  

La structure finale est ensuite convertie en un vecteur formé de triplets de la forme : Point 

Pharmacophorique 1 - distance topologique - Point Pharmacophorique 2. Par la suite ce 

vecteur servira de comparaison entre le ligand et différentes molécules afin d’évaluer leur 

similarité. 

Les Feature Trees 

La méthode des « feature trees » (Figure 18) représente la structure du ligand sous la forme 

d’un arbre où chaque nœud représente un point pharmacophorique et décrit les propriétés 

chimiques des différents groupes d’atomes constituant le ligand. Cette méthode est une 

variante plus précise de la méthode des graphes réduits [88, 89, 98] puisqu’elle indique les 

propriétés des groupes d’atomes du ligand participant à l’établissement de liaisons entre le 

ligand et sa cible [88, 98]. 
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Figure 18 : Exemple d’un « feature tree ». Les nœuds, de couleurs différentes, représentent 

les groupes chimiques capables d’établir des interactions. (vert : hydrophobes, rouge : 

accepteurs de liaisons hydrogène, bleu : donneurs de liaisons hydrogène, jaune : pas 

d’interaction directe) [99] 

La similarité entre deux molécules est évaluée par une procédure de matching entre les deux 

arbres correspondants. Les arbres sont alignés en superposant un maximum de nœuds et un 

score est attribué selon la qualité du matching (0 signifie une dissimilarité complète entre les 

deux molécules, et 1 signifie que les molécules sont identiques) [88, 98]. 

 

Les méthodes 2D se sont révélées très utiles lors d’un criblage in silico [89, 100], cependant, 

elles identifient en général des molécules similaires au ligand de référence [90] et ne prennent 

pas en compte la flexibilité conformationnelle. De nouvelles approches pharmacophoriques 

3D ont donc été développées [88]. 

III.2.1.2 Approches pharmacophoriques 3D 

A la différence des pharmacophores 2D, les pharmacophores 3D prennent en compte 

l’arrangement spatial des caractéristiques chimiques essentielles d’une molécule [101]. Les 

pharmacophores peuvent être générés soit en se basant uniquement sur des ligands bioactifs 

(« ligand-based ») soit en utilisant un complexe ligand-protéine (« structure-based ») ou de la 

protéine seule. Dans tous les cas, l’évaluation de la similarité des molécules d’une 

chimiothèque avec un pharmacophore repose sur la présence ou l’absence de points 

pharmacophoriques situés rigoureusement dans la même position spatiale que ceux du 

pharmacophore de référence. 
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III.2.1.2.1 Approche ligand-based 

Pour générer un pharmacophore, plusieurs étapes sont nécessaires :  

1) Recherche et identification des ligands de référence 

Le choix des ligands de référence (généralement moins de 100 ligands) a un grand impact sur 

le modèle pharmacophorique final. Pour construire le modèle pharmacophorique, la plupart 

des méthodes 3D utilisent uniquement les ligands connus comme présentant une activité 

similaire pour une cible biologique donnée. D’autres méthodes telles que DISCO [102] ou 

CLEW [103] permettent d’ajouter des ligands inactifs dans le but de trouver l’information 

structurale qui expliquerait l’inactivité de ces composés et de l’exclure du pharmacophore. 

Enfin d’autres méthodes, semblables à HypoGen [104], utilisent des valeurs d’activité 

biologique (très différentes) afin de générer un pharmacophore capable de prédire l’activité de 

nouvelles molécules. La diversité des ligands de référence permet d’identifier les points 

pharmacophoriques les plus importants participant à l’établissement d’interactions dans le site 

actif de la protéine. Cependant les ligands ne doivent pas être trop différents les uns des 

autres, auxquels cas ils risqueraient de se lier à différents sites de liaison de la protéine. [101]. 

2) La recherche conformationnelle 

Le but de cette recherche est de mettre en évidence la conformation bioactive des ligands de 

référence, c'est-à-dire la conformation dans laquelle ils se lient au récepteur, car c’est à partir 

de celle-ci que le pharmacophore sera généré. 

Il existe deux manières de procéder à la recherche conformationnelle : soit avant que la 

création de pharmacophore ; c’est le cas des méthodes DISCO [102] et RAPID [105], soit 

parallèlement à la génération du pharmacophore comme dans les méthodes de SCAMPI 

[106], GASP [107] et GAMMA [108]. 

 

3) Identification des points pharmacophoriques de chaque ligand de référence 

Cette étape consiste à identifier et définir les points pharmacophoriques expliquant 

potentiellement l’activité biologique des ligands de référence. Ces points peuvent être définis 

de trois manières : 
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-en se basant sur les atomes : les points définissent le type d’atome et sa position spatiale. Ce 

type de point est utilisé dans les méthodes MPHIL [109], GAMMA [108] et RAPID  [105]. 

-en se basant sur la topologie : les atomes voisins sont assemblés en groupes chimiques 

connus (phényle, carbonyle…). 

-en se basant sur la fonction : les propriétés chimique de groupes d’atomes (accepteurs de 

liaison hydrogène, donneurs de liaison hydrogène, groupes chargés positivement et 

négativement, aromatiques et groupes hydrophobes) sont utilisées pour traduire les 

interactions entre le ligand et son récepteur. Cette dernière définition des points 

pharmacophoriques est la plus répandue et est utilisée dans de nombreuses méthodes telles 

que : PATTY [110], SCAMPI, [106],  CATALYST [111] [112] MOE [113] [114] [115] [116] 

et PHASE [117]. [118, 119]. En général, ces propriétés pharmacophoriques contiennent un 

centre et une sphère de tolérance qui accepte la propriété pharmacophorique selon une 

certaine distance prédéfinie. [120]. Pour les liaisons hydrogènes et aromatiques, la direction 

(représentée par un vecteur) est souvent précisée, indiquant la position de l’atome 

correspondant à ces types d’interactions. De plus, chaque point (ou propriété) 

pharmacophorique contient trois types d’informations : la nature de la propriété (hydrophobe, 

donneur de liaison hydrogène…), la localisation (précisant les coordonnées du point 

pharmacophorique) et le poids (précisant l’importance ce point pharmacophorique) (Figure 

19, Tableau 3 et Tableau 4) [120]. 
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Figure 19 : Les principaux points pharmacophoriques et leurs définitions.(selon [121]) 

Propriétés CATALYST MOE PHASE SCAMPI 

Interaction par 

liaison hydrogène 

Sphères centrées 
sur les atomes 

lourds et vecteurs 
indiquant la 

direction de la 
liaison hydrogène 

Sphères centrées sur 
les atomes lourds  

Vecteurs centrés sur 
l'atome d'hydrogène 

(donneur) ou sur 
l'atome lourd 
(accepteur) 

correspondant ou par 
leur point de 
projection 

Atomes lourds 

Groupements 

hydrophobes 
Sphères 

Sphères (les 
aromatiques ne sont 

pas considérés 
comme hydrophobes) 

Sphères (les 
aromatiques ne sont 

pas considérés 
comme 

hydrophobes) 

Atomes lourds 

Aromatiques 

Sphères centrées 
sur le centroïde et 

anneaux plans 
indiquant 

l'orientation de 
l'aromatique 

Sphères ou anneaux 
plans  

Anneaux centrés sur 
le centroïde 

Centroïdes 

Interactions 

électrostatiques 
Sphères (charges 

non précisées) 
Sphères en précisant 

la charge 
Sphères (charges 

non précisées) Atomes lourds 

Exemple 
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Propriétés GALAHAD DISCO CLEW GASP 

Interaction par 

liaison 

hydrogène 

Sphères centrées 
sur les atomes 

lourds 

Sphères centrées sur les 
atomes lourds ou 

projections depuis le 
centre de l’atome vers 

le groupe 
complémentaire 
correspondant  

Sphères centrées sur les 
atomes lourds 

Sphères centrées 
sur les atomes 

lourds et 
projections depuis 

le centre de 
l’atome vers le 

groupe 
complémentaire 
correspondant 

Groupements 

hydrophobes 

Sphères centrées 
(les aromatiques 
sont considérés 

comme 
hydrophobes)  

Sphères centrés sur le 
centroide (les 

aromatiques ne sont pas 
considérés comme 

hydrophobes) 

Sphères centrées (les 
aromatiques ne sont 

pas considérés comme 
hydrophobes) 

Sphères centrées 
sur le centroïde 
(les aromatiques 
sont considérés 

comme 
hydrophobes)  

Aromatiques Sphères centrées  
Sphères centrées sur le 

centroïde 
Sphères centrées sur le 

centroïde 

Sphères centrées 
sur le centroïde et 
vecteur indiquant 

l’orientation 
aromatique  

Interactions 

électrostatiques 
Sphères centrées 

précisant la charge 
Sphères centrées 

précisant la charge 
Sphères (charges non 

précisées) 
Non défini 

Exemple 

  
 

 

Tableau 3 : Différents programmes de génération de pharmacophores  

 

 

Propriétés PharmaGist Pharmer PharmID 

Interaction par 

liaison 

hydrogène 

Sphères centrées sur les 
atomes lourds 

Sphères centrées sur 
les atomes lourds 

Indiqué sur le modèle 
pharmacophorique 

Groupements 

hydrophobes 

Sphères centrées sur les 
atomes lourds (aromatiques 
sont considérés comme des 

hydrophobes) 

Sphères centrées sur 
les atomes lourds 
(aromatiques sont 
considérés comme 
des hydrophobes) 

Indiqué sur le modèle 
pharmacophorique 
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Propriétés PharmaGist Pharmer PharmID 

Aromatiques Sphères centrées Sphères centrées 
Indiqué sur le modèle 

pharmacophorique 

Interactions 

électrostatiques 

Sphères centrées sur les 
atomes lourds (pas de 

précision sur la charge) 

Sphères centrées sur 
les atomes lourds (pas 

de précision sur la 
charge) 

Indiqué sur le modèle 
pharmacophorique 

Exemple 

 
 

 

Tableau 4 : Différents programmes de génération de pharmacophores 

4) Détermination des modèles pharmacophoriques 

Active Analog Approach 

L’une des premières méthodes de génération des modèles pharmacophoriques est la méthode 

des « Active analog » ou « analogues actifs » énoncé par Garland Marshall qui définit que 

l’identification de pharmacophores se fait à partir de l’intersection de l’espace 

conformationnel des molécules actives [122, 123]. Pour chaque conformation du ligand, la 

position des points pharmacophoriques est déterminée et reportée dans une carte 

« d’orientation ». Chaque point de cette carte représente une conformation de la molécule et 

donc un modèle pharmacophorique possible. L’intersection de toutes ces cartes d’orientation 

permet d’identifier les modèles pharmacophoriques les plus probables caractérisant tout le set 

de molécules analogues actives. Deux paramètres permettent d’éliminer les molécules 

inactives et de rendre le modèle pharmacophorique plus restrictif : la réalisation de cartes de 

volume d’exclusion et l’introduction de contraintes de distances [123]. 

Cette approche a inspiré la création de nombreux programmes capables de construire des 

modèles pharmacophoriques. 

 

Protocole général de détermination d’un modèle pharmacophorique 

Dans un premier temps les points pharmacophoriques de chaque ligand sont définis. Ensuite, 

il faut déterminer les points pharmacophoriques communs entre les différents ligands ce qui 
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permet de déduire un ou des modèles pharmacophoriques correspondant à l’ensemble des 

ligands choisis comme référence. 

La génération de modèles pharmacophoriques nécessite un alignement des différents ligands 

bioactifs. Les méthodes d’alignements [124] sont généralements divisées en deux catégories 

[85]. La première dite de « point-based method » aligne les ligands en les superposant selon 

leurs atomes, fragments ou caractéristiques chimiques. La seconde méthode dite de 

« property-based method » consiste à utiliser des descripteurs moléculaires (résultats d’une 

procédure mathématique qui transforme l’information chimique d’une molécule en une 

représentation utilisant des chiffres ou des courbes [125]) (ex : les fonctions Gaussiennes). 

Toutes ces méthodes d’alignements [124] se basent généralement sur le principe de recherche 

de la sous-structure commune maximale (MCS) utilisé dans de nombreux logiciels : DISCO 

[102], RAPID [105], GASP[107] et GAMMA [108]. Pour cette recherche, divers algorithmes 

ont été développés tels que la « clique detection » (utilisé dans DISCO [102] et MPHIL [109], 

la recherche exhaustive (HipHop [126], HypoGen. [104], et SCAMPI [106], et des 

algorithmes génétiques GASP [107] et GAMMA [108]) sont également utilisés pour générer 

les modèles pharmacophoriques (Tableau 5). 

 

Logiciel 
Ligands de 

référence 

Recherche 

conformation-

nelle 

Points 

pharmaco-

phoriques 

Méthode de 

détermination 

des pharmaco-

phores 

Algorithme de 

détermination 

des 

pharmaco-

phores 

Score 

DISCO et 
DISCOtech 

Faible 
nombre 
(<100), 
actifs et 
inactifs 

Avant la 
génération du 

pharmacophore 

Basés sur les 
propriétés 
chimiques 

MCS 
Clique-

detection 

Nombre de 
ligands et de 
propriétés et 

distance entre 
propriétés 

GASP 

Faible 
nombre 
(<100), 
actifs 

Concomittante 
à la génération 

du 
pharmacophore 

Basés sur les 
propriétés 
chimiques 

MCS 
Algorithme 
génétique 

Inclus dans la 
génération du 

pharmacophore 

GAMMA 

Faible 
nombre 
(<100), 
actifs 

Concomittante 
à la génération 

du 
pharmacophore 

Basés sur les 
atomes MCS 

Algorithme 
génétique 

Inclus dans la 
génération du 

pharmacophore 

CATALYST 

Faible 
nombre 
(<100), 
actifs, 
valeurs 

d'activité 
(HypoGen) 

Avant la 
génération du 

pharmacophore 

Basés sur les 
propriétés 
chimiques 

MCS (HypoGen) 
et MCS assouplie 

(HipHop) 

Recherche 
exhaustive 

Rareté 
(HipHop) 
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Logiciel 
Ligands de 

référence 

Recherche 

conformation-

nelle 

Points 

pharmaco-

phoriques 

Méthode de 

détermination 

des pharmaco-

phores 

Algorithme de 

détermination 

des 

pharmaco-

phores 

Score 

PHASE 

Faible 
nombre 
(<100), 
actifs 

Avant la 
génération du 

pharmacophore 

Basés sur les 
propriétés 
chimiques 

MCS assouplie Recherche 
exhaustive 

Nombre de 
ligands, 

superposition 
des propriétés 

et des volumes, 
rareté 

MOE 

Faible 
nombre 
(<100), 
actifs (et 
inactifs) 

Possibilité 
de valeurs 
d’activités 

 

Avant la 
génération du 

pharmacophore 

Basés sur les 
propriétés 
chimiques 

MCS assouplie Aucun 

Nombre de 
ligands et 

superpostion 
des atomes 

RAPID 

Faible 
nombre 
(<100), 
actifs 

Avant la 
génération du 

pharmacophore 

Basés sur les 
atomes 

MCS assouplie Fusion linéaire 
Superposition 
des propriétés 

SCAMPI 
nombre 

élevé (1000-
2000), actifs 

Concomittante 
à la génération 

du 
pharmacophore 

Basés sur les 
propriétés 
chimiques 

MCS 
Recherche 
exhaustive 

Inclus dans la 
génération du 

pharmacophore 
à l'aide un test 

de Student 

CLEW 

Faible 
nombre 
(<100), 
actifs et 
inactifs 

Avant la 
génération du 

pharmacophore 

Basés sur les 
propriétés 
chimiques 

MCS 

"Machine 
Learning" 

(algorithme 
génétique et 
programme 

évolutionnaire) 

Superposition 
des propriétés 

MPHIL 

Faible 
nombre 
(<100), 
actifs 

Avant la 
génération du 

pharmacophore 

Basés sur les 
atomes 

MCS assouplie 

Clique-
detection et 
algorithme 
génétique 

Inclus dans la 
génération du 

pharmacophore  

GALAHAD  

Faible 
nombre 
(<100), 
actifs 

Concomittante 
à la génération 

du 
pharmacophore 

Basés sur les 
atomes 

MCS 
Algorithme 
génétique 

Inclus dans la 
génération du 

pharmacophore 

PharmaGist 

Faible 
nombre 
(<100), 
actifs 

Avant et 
pendant la 

génération du 
pharmacophore 

Basés sur les 
propriétés 
chimiques 

MCS assouplie 
(« weight 

pharmacophores » 

Recherche 
exhaustive 

Superposition 
des propriétés 

Pharmer 

Faible 
nombre 
(<100), 
actifs 

Avant la 
génération du 

pharmacophore 

Basés sur les 
propriétés 
chimiques 

- - - 

PharmID 

Faible 
nombre 
(<100), 
actifs 

Avant la 
génération du 

pharmacophore 

Basés sur les 
propriétés 
chimiques 

MCS 
Clique-

detection 
Nombre de 

ligands 

DANTE 

Faible 
nombre 
(<100), 
actifs 

Avant la 
génération du 

pharmacophore 

Basés sur les 
propriétés 
chimiques 

MCS 
Carte 

d’orientation 
Sélectivité 
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Logiciel 
Ligands de 

référence 

Recherche 

conformation-

nelle 

Points 

pharmaco-

phoriques 

Méthode de 

détermination 

des pharmaco-

phores 

Algorithme de 

détermination 

des 

pharmaco-

phores 

Score 

ALADDIN 

Faible 
nombre 
(<100), 
actifs 

Avant la 
génération du 

pharmacophore 

Basés sur les 
propriétés 
chimiques 

Recherche de 
sous-structures 
spécifiées au 

préalable 

- 
Inclus dans la 
génération du 

pharmacophore 

XED 

Faible 
nombre 
(<100), 
actifs 

Avant et 
pendant la 

génération du 
pharmacophore 

Basés sur les 
atomes 

Interactions de 
Van der Waals et 

Champs 
électrostatiques 
(points chargés 
positivement et 
négativement) 

- - 

APOLLO 

Faible 
nombre 
(<100), 
actifs 

Avant la 
génération du 

pharmacophore 

Basés sur les 
propriétés 
chimiques 

MCS  
Recherche 
exhaustive 

Superposition 
des propriétés  

APEX-3D 

Faible 
nombre 
(<100), 
actifs 

Avant la 
génération du 

pharmacophore 

Basés sur les 
propriétés 
chimiques 

Approche logico-
structurelle* 

Algorithme de 
régression 

« pas à pas » 
(« stepwise  
regression » 

Plusieurs 
paramètres (6) 

dont la 
superposition 
des propriétés 

et le nombre de 
ligands 

Tableau 5 : Exemples de logiciels et leurs méthodes permettant de générer des 

pharmacophores 

5) Evaluation des modèles pharmacophoriques 

Pour déterminer quels sont les meilleurs modèles pharmacophoriques parmi tous ceux 

générés, un score est attribué à chaque modèle ce qui permet de les classer. Le premier critère 

pris en compte est le nombre et la qualité de la superposition des points pharmacophoriques 

entre les ligands de référence. D’autres critères sont pris en compte dans la fonction de score 

comme l’énergie conformationnelle (une énergie basse est préférée), le volume de 

recouvrement entre les différents ligands (un recouvrement maximal est préféré), la distance 

entre les points pharmacophoriques du ligand et ceux du modèle pharmacophorique (évaluée 

en général par le RMSD) [120] et la rareté du pharmacophore (HipHop[126], ou Phase[117]) 

[127].  

En effet, certains points ou association de points sont largement retrouvés pour divers ligands 

bioactifs agissant sur différentes cibles. Ils ne participent donc pas de manière significative à 

l’activité biologique. Ces modèles pharmacophoriques sont dit « communs » et ont un score 

faible. Tandis que d’autres points ou association de points pharmacophoriques se retrouvent 
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rarement dans d’autres cibles biologiques. Ces modèles pharmacophoriques sont dit « rares » 

et ont un score élevé [120, 127]. 

III.2.1.2.2 « Structure-based » 

Les pharmacophores générés dits « structure-based » s’appuient sur les informations 

structurelles 3D de la protéine seule (approche basée sur le récepteur) ou co-cristallisée avec 

un ligand (approche basée sur le complexe ligand-récepteur).  

III.2.1.2.2.1 Approche basée sur le récepteur 

Dans cette approche, seules les propriétés du site actif du récepteur sont étudiées. Étant donné 

que la structure 3D de la protéine est dépourvue de ligand, il est nécessaire d’utiliser des 

ligands actifs connus afin de valider les modèles. 

Pour générer un modèle pharmacophorique, la démarche est la suivante [101] : Après avoir 

déterminé le site actif de la protéine, [128] une image négative du site actif est créée. Pour 

cela, le logiciel LUDI [128] par exemple, créé une carte d’interations du site actif représentant 

les positions et les types de liaisons complémentaires au site actif. Par exemple, un donneur de 

liaison déterminé sur la carte correspond à un accepteur de liaison dans le site actif du 

récepteur. Des simulations de dynamiques moléculaires peuvent aussi être utilisées pour 

obtenir des images de la protéine avec différentes conformations [101, 129].  

Les images négatives présentent un très grand nombre de propriétés rendant quasi-impossible 

la génération d’un seul modèle pharmacophorique. Une analyse avec des ligands actifs connus 

permet de sélectionner les propriétés principales participant aux interactions ligand-récepteur. 

Pour cela différents modèles avec un plus petit nombre de propriétés sont générés et testés sur 

les ligands actifs pour choisir quel(s) modèle(s) utiliser pour cribler des chimiothèques. 

III.2.1.2.2.2 Approche basée sur le complexe ligand-récepteur 

Dans cette approche, la structure 3D de la protéine co-cristallisée avec un ligand est utilisée. 

Cette approche fournit des informations directes sur les interactions s’établissant entre le 

ligand et son récepteur. Un modèle pharmacophorique unique peut être directement généré 

avec la structure de complexe. Cependant, un seul modèle pharmacophorique généré avec une 

seule structure n’est pas assez fiable et il est donc recommandé d’utiliser les informations 

d’un ensemble de complexes différents. A partir de l’alignement de ces différents complexes, 

les groupes fonctionnels qui se retrouvent bien alignés permettent l’élaboration d’un modèle 
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pharmacophorique commun à toutes ces structures. Lorsque plusieurs modes de liaisons 

existent pour un site actif, plusieurs modèles pharmacophoriques peuvent être générés. 

Pour générer un modèle pharmacophorique [130] la première étape consiste à préparer la 

structure de la protéine en tenant compte de la flexibilité de la protéine. Cette flexibilité peut 

être réalisée à partir de différentes conformations du complexe protéine-ligand obtenues par 

dynamique moléculaire ou par docking [122]. 

L'étape suivante consiste à déterminer le site de liaison grâce à la position du ligand co-

cristallisé  puis à identifier et sélectionner des points pharmacophoriques. Pour cela, en partant 

du ligand co-cristallisé, les points pharmacophoriques réalisant des interactions favorables 

avec la protéine sont rapidement identifiés et localisés. Pour déterminer ceux qui expliquent 

l’activité biologique trois approches sont en général utilisées : 

-la première approche consiste à sélectionner les points pharmacophoriques en évaluant les 

énergies d’interactions entre le ligand et la protéine (pour un mode de liaison connu) : les 

interactions les plus favorables sont conservées, celles qui apportent une faible contribution 

par rapport à l’énergie totale de liaison sont écartées. Différentes méthodes ont été 

développées : l’une des plus populaires est l’utilisation des MIFS (Molecular Interactions 

Fields) [131] qui consiste à décrire la variation de la surface correspondant à une interaction 

ligand-protéine en calculant l’énergie d’interaction (calcul réalisé par des logiciels comme 

GRID) [132] entre les atomes de la protéine et les atomes du ligand. Le logiciel FLAP (Figure 

20) utilise notamment la méthode des MIFS générée par GRID [131]. Ces interactions 

favorables dans le site actif sont représentées par une multitude de points discrets 

correspondant aux points pharmacophoriques. La particularité de FLAP est qu’il recherche 

toutes les combinaisons possibles de 4 points pharmacophoriques dans le site actif. Les 

ligands correspondants à chacun des modèles pharmacophoriques à 4 points sont recherchés, 

puis alignés avec le modèle et la similarité est évaluée.  

(d) 
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(e) 

Figure 20 : Protocole de FLAP : (a) MIF calculés par GRID. (b) Génération de points 

pharmacophoriques par FLAP. (c) Recherche de toutes les combinaisons possibles de 4 

points pharmacophoriques. (d) Recherche des ligands répondant aux modèles 

pharmacophoriques et évaluation de leur similarité. (e) Prise en compte de la forme du ligand 

et de la forme récepteur dans la sélection du modèle pharmacophorique (jaune) et élimination 

de ceux qui entraînent des clashes stériques entre le ligand et le site actif (modèle 

pharmacophorique rose) (Adapté selon [132, 133]) 

-la deuxième approche concerne les cas où la protéine a été co-cristallisée avec différents 

ligands. Les points pharmacophoriques sont sélectionnés à partir des interactions conservées 

entre le ligand et la protéine. Pour identifier ces interactions conservées, une des méthodes les 

plus fréquemment utilisées est de réaliser l’empreinte pharmacophorique. C’est le cas du 

logiciel MOE qui génère des empreintes des interactions ligand-protéine (PLIF ou protein-

ligand interactions fingerprint) contenant non seulement les informations du type d’interaction 

mais aussi de la fréquence d’interaction entre un résidu spécifique de la protéine et le ligand. 

Par la suite, ces empreintes sont converties en modèles pharmacophoriques [120]. 

Pour optimiser un modèle pharmacophorique, une des méthodes consiste à sélectionner un 

groupe de ligands actifs connus qui permettrait de mettre en évidence uniquement les points 

pharmacophoriques spécifiques à l’activité biologique.  

En ajoutant des contraintes de forme et de volume [120], le modèle pharmacophorique peut 

davantage être optimisé comme par exemple dans le logiciel LigandScout [134, 135] ou 

Catalyst [111, 112] (Figure 21) en ajoutant des sphères de volume d’exclusion représentant la 

forme du site actif. 
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Figure 21 : Optimisation d’un pharmacophore par l’ajout de restriction de forme (en gris) et 

de volume d’exclusion (sphère grises quadrillées) pour identifier des inhibiteurs de l’ACE 

(angiotensin conversion enzyme). ZBG : zing binding group, HBA : hydrogen bond receptor, 

H : hydrophobes. Logiciel Catalyst 4.9 [136] 

Définition d’une empreinte pharmacophorique 

Après avoir constitué l’espace pharmacophorique, l’empreinte est définie comme une chaîne 

indiquant la présence (valeur de 1) ou l’absence (valeur de 0) des points pharmacophoriques 

dans une molécule. En général ce concept est utilisé pour générer une empreinte 

pharmacophorique de plusieurs ligands bioactifs plutôt que d’un seul qui servira de 

comparaison pour évaluer la similarité de divers composés [101].  

Ainsi, après avoir obtenu une empreinte, la similarité entre composés peut être évaluée en 

utilisant divers coefficients de similarité [130, 137] comme le coefficient de Tanimoto (Tc)  

Tc = NAB/ (NA+NB-NAB) où NA est le nombre de valeurs (1 ou 0) dans l’empreinte 

pharmacophorique de la molécule A , NB est le nombre de valeurs (1 ou 0) dans l’empreinte 

pharmacophorique de la molécule B et NAB est le nombre de valeurs (1 ou 0) communes dans 

les empreintes pharmacophoriques des molécules A et B. Ce coefficient attribue une valeur 

comprise entre 0 et 1 signifiant respectivement une dissimilarité et une identité entre les deux 

molécules (Figure 22) [130, 137]. 
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Figure 22 : Exemple d’une empreinte générée par SIFT (premier cadre: ligand de référence 

(en vert) avec sa protéine co-cristallisée et interagissant avec un résidu particulier (orange), 

les deux autres cadres : ligand candidat (bleu) avec deux conformations différentes : l’une 

match avec la référence et l’autre non grâce à la comparaison avec leurs empreintes 

respectifs.(selon[138]) 

De plus, de nos jours, de nombreux serveurs appelés les « web-based tools » [120] se sont 

développés. Facilement accessibles sur internet, ils permettent de générer automatiquement 

les modèles pharmacophoriques. C’est le cas de PharmaGist [139] qui est spécialisé dans la 

modélisation de pharmacophores « ligand-based », PharmMapper [140] qui contient plus de 

7000 modèles pharmacophoriques « structure-based » et permet d’identifier les cibles 

potentielles de différents ligands. Enfin, ZincPharmer [141] génère des modèles 

pharmacophoriques  « structure-based » et permet de cribler la base de données ZINC [142] à 

l’aide de ces pharmacophores. 

Les pharmacophores « ligand-based » ou « structure-based » sont des outils puissants 

capables de guider la recherche à la découverte de nouvelles molécules.  

Criblage virtuel de chimiothèques à l’aide d’un pharmacophore 

Les modèles pharmacophoriques peuvent être utilisés pour cribler une grande chimiothèque 

de molécules. La chimiothèque utilisée peut être une base de données commerciale (ex : la 
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Zinc database [142] ou une base de données construite manuellement. Lors de la constitution 

de cette grande chimiothèque, il faut prendre en compte la flexibilité de chaque molécule et 

donc procéder à une recherche conformationnelle : cette étape est primordiale puisqu’un hit 

peut être éliminé si la conformation bioactive n’a pas été correctement prise en compte. Ainsi 

pour prendre en compte la flexibilité lors d’un criblage, deux approches ont été proposées 

[101, 122] : la première consiste à choisir une ensemble de conformations qui recouvrent 

l’espace conformationel de chaque molécule de la chimiothèque (ex : Catalyst FAST [143]). 

Mais le nombre de conformations peut rapidement devenir considérable et augmente les 

temps de calculs ; de plus en décidant de choisir les conformations, le risque d’éliminer 

certaines conformations plus pertinentes n’est pas à écarter. La seconde approche consiste à 

prendre en compte la flexibilité des molécules au moment du criblage de la chimiothèque en 

utilisant le pharmacophore pour favoriser les chances de trouver les conformations des 

molécules qui correspondent au pharmacophore (ex : UNITY, CFS [144], 3DFS[118] utilisent 

cette méthode). Pour cela, la méthode « tweak » a été développée : elle consiste à partir d’une 

seule conformation du ligand, de réaliser des changements de torsions, de sorte que cette 

conformation s’adapte au mieux au modèle pharmacophorique [101, 122]. Enfin d’autres 

méthodes comme Catalyst BEST [143] propose d’associer ces deux approches, d’abord en 

générant les conformations de toutes les molécules durant la construction de la base puis en 

sélectionnant les conformations qui s’adapteraient au mieux au pharmacophore au moment du 

criblage. [101, 122].  

Le criblage se réalise en deux étapes. Tout d’abord un premier filtrage permet d’éliminer les 

molécules qui ne possèdent pas les propriétés de bases du pharmacophore. Ensuite, la seconde 

étape permet d’identifier parmi les molécules restantes celles capables de s’adapter au 

pharmacophores [85, 101]. 

L’un des avantages d’utiliser les pharmacophores pour cribler une chimiothèque est qu’ils 

peuvent représenter une grande diversité structurelle. En effet, les pharmacophores permettent 

de mettre en évidence des hits qui appartiennent à la même classe que les composés actifs 

étudiés (hits similaires) mais aussi de découvrir des hits qui appartiennent à d’autres classes 

chimiques (nouveaux hits). 
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III.2.1.3 Applications des méthodes de pharmacophores 

Il existe de nombreuses applications de l’utilisation des modèles pharmacophoriques et ce à 

différents stades du processus de recherche et développement mais aussi dans d’autres 

approches de criblage virtuel. 

Pharmacophores et Drug Discovery 

Une fois le modèle pharmacophorique identifié, il est utilisé pour trouver de nouvelles 

molécules actives. Les modèles pharmacophoriques dans le processus R&D peuvent être 

utilisés notamment dans la phase de découverte de hits ou d’optimisation des leads. 

Lors de l’étape d’optimisation de leads, l’activité biologique d’une molécule lead est 

améliorée en lui rajoutant des groupements fonctionnels judicieusement choisis et positionnés 

de manière rationnelle. Les pharmacophores permettent de guider les chimistes dans la 

synthèse de ces composés [101]. Le chimiste médicinal peut aider à définir le pharmacophore 

ou réaffiner le modèle pharmacophorique à partir de ses connaissances : il peut indiquer 

quelles molécules sont les plus intéressantes pour générer le modèle pharmacophorique et 

peut redéfinir manuellement le pharmacophore généré à partir de ses connaissances sur les 

activités biologiques des molécules, leurs modes de liaisons. Cependant, la fiabilité des 

résultats du criblage constituent la limite de cette méthode [145]. 

Pharmacophore et autres approches de criblage virtuel 

Deux autres approches de criblage virtuel utilisent les pharmacophores pour construire leur 

modèle et découvrir de nouveaux ligands. La première est la méthode de conception de novo 

comme le logiciel NEWLEAD [146] qui propose une construction de ligands pas à pas avec 

des fragments de molécules satisfaisant les contraintes physico-chimiques imposées par le 

modèle pharmacophorique. Les fragments sont ensuites liés via des « linkers » (atomes, 

chaînes…) de sorte à former la structure final du ligand. Des logiciels tels que LUDI ([147, 

148] et BUILDER [149] permettent de construire un ligand en combinant des 

pharmacophores générés avec la méthode « structure-based » et l’approche de novo [85, 101]. 

Certains logiciels de 3D-QSAR (comme Phase [117]) (Quantitative Structure Activity 

Relationships), qui ont pour but de corréler l’activité biologique de composés actifs avec 

l’arrangement spatial de propriétés telles que les propriétés électroniques et stériques [101, 

122, 150] utilisent les pharmacophores pour réaliser un alignement rigoureux des ligands 

actifs.  
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Pharmacophores et prédiction des interactions avec d’autres cibles 

Les pharmacophores peuvent être utilisés pour établir le profil de bioactivité de la molécule 

en prédisant des interactions (avantageuses ou néfastes) de molécules avec des cibles 

potentielles non souhaitées ou « off-targets » [120].  

Pour établir ce profil de bioactivité, la méthode de « Parallel screening » (Figure 23) est 

utilisée. Elle permet de cribler un petit nombre de molécules contre un grand nombre de 

modèles pharmacophoriques représentant diverses cibles. Cette méthode est très utilisée dans 

la recherche de nouveaux médicaments pour trouver la cible d’un composé et expliquer son 

mode d’action, prédire les effets secondaires, et aider le développement de nouvelles 

molécules basées sur d’anciennes molécules connues pour avoir des effets secondaires (par 

exemple une molécule qui provoque de l’hypotension peut être criblée contre les modèles 

pharmacophoriques des cibles impliquées dans la régulation de la pression sanguine dans le 

but de développer une nouvelle molécule anti-hypertensive) [120]. 
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Figure 23 : Principe du « parallel screening » : pour plusieurs protéines cibles, les modèles 

pharmacophoriques sont établis et les composés concernés sont screenés. Si le composé 

match avec un des modèles pharmacophoriques il est prédit comme étant actif avec la ou les 

protéines en question, sinon il est considéré comme inactif [120] 

Ainsi l’utilisation de pharmacophores dans le processus R& D est une stratégie judicieuse 

participant à la découverte de nouvelles molécules bioactives intéressantes. 

Les pharmacophores sont également utilisés dans la prédiction des propriétés ADMET. En 

effet, les médicaments sont métabolisés par le foie via les cytochromes P450 (CYP450) et 

dans certains cas, des interactions médicamenteuses non attendues se produisent entraînant 

parfois le retrait de médicaments. Pour éviter ces problèmes, des méthodes de 

pharmacophores ont été proposées permettant de prédire ces interactions médicamenteuses. 

D’autres méthodes proposent de générer des pharmacophores des molécules capables 

d’inhiber les cytochromes (notamment inhibition de CYPs 2C9, 2D6 et 3A4) [83, 122]. 
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III.2.1.4 Limites des méthodes de pharmacophores 

Méthodes d’élucidation de pharmacophores : alignement, conformations et flexibilité 

Lors de l’étape de « pharmacophore mapping » [151], le principal problème provient de 

l’alignement des ligands actifs qui nécessite des temps de calcul assez longs du fait de la prise 

en compte de l’espace conformationnel des molécules flexibles. Lorsque la structure du 

complexe ligand-recepteur est connue le problème de flexibilité de la protéine est à prendre en 

compte en plus de celui des ligands. D’autre part, la superposition des ligands devient difficile 

lorsque le site actif est constitué principalement d’interactions hydrophobes puisque ceux-ci 

indiquent très faiblement l’orientation contrairement aux liaisons hydrogène [152]. 

Les sources des données telles que ChEMBL, PubChem, et la PDB peuvent contenir des 

erreurs et peuvent être à l’origine d’une construction erronée d’un modèle pharmacophorique. 

Ainsi, en 2013 [153], il a été estimé que la base de données de ChEMBL contenait 5% 

d’erreurs dans les structures, 3% d’informations fausses sur les cibles biologiques et 1% de 

valeurs d’activités incorrectes [120]. 

Définition des points pharmacophoriques : tolérances, ionisations et équilibres tautomériques 

Lors de la défintion des points pharmacophoriques des erreurs peuvent se produire. En effet, 

les points pharmacophoriques sont définis en général soit par des vecteurs (liaisons 

hydrogène) soit par des sphères (hydrophobes, aromatiques et groupes chargés) [101] chacun 

ayant une tolérance de distance. Toutefois, ces tolérances peuvent devenir difficilement 

manipulable lors de la prise en compte de la flexibilité de la protéine. L’ionisation des 

molécules et les équilibres tautomériques représentent aussi un réel obstacle dans la définiton 

des points pharmacophoriques puisqu’ils peuvent inverser la nature d’une propriété 

pharmacophorique : un donneur de liaison hydrogène devient un accepteur de liaison 

hydrogène et vice versa. Ces deux états (ionisation et équilibres tautomériques) doivent donc 

être pris en compte lors de la génération des conformations des molécules au risque 

d’éliminer des molécules actives dans ces états là [77, 152, 154]. 

Utilisation des pharmacophores dans le criblage virtuel 

Lors du criblage virtuel, utiliser des pharmacophores présente aussi quelques limitations. En 

effet pour évaluer la concordance entre des molécules d’une chimiothèque et le modèle 

pharmacophorique, la méthode la plus utilisée est le RMSD (écart quadratique moyen) qui 



141 

 

détermine la distance entre les positions des points pharmacophoriques de la molécule et les 

points pharmacophoriques du modèle. Cependant, le RMSD ne prédit en aucun cas la 

compatibilité de la molécule avec la protéine c’est-à-dire qu’un hit retenu après le criblage 

virtuel peut avoir des groupes fonctionnels non compatibles avec le site de liaison de la 

protéine et donc être une molécule inactive bien qu’elle ait présenté un très bon RMSD avec 

le modèle pharmacophorique [83]. D’autre part, la valeur du RMSD peut être trompeur, en 

fournissant une approximation précise sur une partie des structures de molécules qui 

s’alignent bien mais en donnant une approximation grossière sur le reste de structure à cause 

de leur flexibilité conformationnelle [124]. 

Une autre limitation de l’utilisation des pharmacophores lors de criblage virtuel est que les 

pharmacophores dépendent des conformations des molécules. Si l’étape de recherche 

conformationnelle est réalisée avant la génération du pharmacophore, une conformation d’une 

molécule active peut avoir été omise et donc cette molécule ne s’adaptera pas au modèle 

pharmacophorique. De plus, la stéréochimie doit être prise en compte lors de la génération des 

conformations [152, 155] puisqu’il s’agit un paramètre déterminant expliquant l’activité 

biologique de molécules chirales [83]. 

Enfin une dernière limite est qu’il n’y a pas une seule manière de construire un modèle 

pharmacophorique. Dans la plupart des cas, plusieurs modèles pharmacophoriques sont 

générés et même pour une cible biologique similaire les modèles pharmacophoriques générés 

présentent quelques différences [83]. 

Pour diminuer le taux de molécules inactives identifiées par criblage à l’aide de 

pharmacophores, des méthodes de validation et d’optimisation du modèle pharmacophorique 

ont été développées. Ainsi, l’utilisation d’un « test set » contenant un nombre plus petit de 

molécules (actives et inactives) à tester [120], permet d’évaluer rapidement la capacité du 

modèle pharmacophorique généré, à retrouver majoritairement des molécules actives [85].  

Afin de diminuer ces limites, de nombreux logiciels de pharmacophores ont amélioré leur 

méthodes de conception de pharmacophores tant pour la génération des conformations des 

ligands que pour la prise en compte de la flexibilité de la protéine. Ainsi, depuis que le 

concept de pharmacophore est né, un effort considérable a été mené pour obtenir des logiciels 

de plus en plus robustes et fiables permettant aux pharmacophores de jouer un rôle majeur 

dans le processus de recherche de nouveaux médicaments (Figure 24 et Tableau 6). 
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 (a) 

 (b) 

Figure 24 : (a) Nombre de publications concernant les pharmacophores (source PubMed 

(juin 2016) en écrivant comme mot clé « pharmacophores »). (b) Nombre de publications 

concernant les pharmacophores et leur application en drug discovery (source PubMed (juin 

2016) en écrivant comme mots clés « pharmacophores  and drug discovery »). 
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Quelques exemples de nouveaux composés identifiés grâce à des modèles pharmacophoriques 
« ligand-based » 

Titre de la publication Méthodes Références 
Antitumor compounds based on a natural 

product consensus pharmacophore 
Pharmacophores manuels, 

synthèse 
[156] 

Identification of novel cannabinoid CB1 
receptor antagonists by using virtual 

screening with a pharmacophore model 

Pharmacophores générés par 
Catalyst HipHop et Catalyst 

search 
[157] 

Quinolone 3-carboxylic acid 
pharmacophore : design of second-

generation HIV-1 integrase inhibitors 
Catalyst HipHop, Catalyst search [158] 

Quelques exemples de nouveaux composés identifiés grâce à des modèles pharmacophoriques 
« structure-based » 

Titre 
Structure de 
la protéine 

Méthodes Références 

Discovery of novel cathepsin S inhibitors 
by pharmacophore-based virtual high-

throughput screening 
RX 

Pharmacophores 
générés par 
Catalyst et 

LigandScout, 
Catalyst search 

[159] 

Pharmacophore modelling and virtual 
screening for identification of new aurora 

A kinase inhibitors 
RX 

Pharmacophores 
générés par 

Catalyst 
HypoGen et 

Catalyst search, 
docking 

[160] 

Novel aldosterone synthase inhibitors with 
extended carbocyclic skeleton by a 

combined ligand-based and structure-
based drug design approach 

Modélisation 
par 

homologie 

Pharmacophores 
générés par 

GALAHAD, 
design de 
composes 

manuels, docking 
(FlexX-Pharm) 

[161] 

Tableau 6 : Quelques exemples illustrant l’application des pharmacopores en drug discovery 

([145]) 
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III.2.1.5 Exemple : LigandScout, un logiciel permettant de générer des modèles 

pharmacophoriques. 

Le logiciel LigandScout a été développé par InteLigand et est capable de générer des 

pharmacophores par les approches « structure-based » et « ligand-based » (Figure 25) [134]. 

 

Figure 25 : Modèles pharmacophoriques (A) Structure- et (B) ligand-based générés par 

LigandScout [162] 

La recherche conformationnelle est réalisée avant la génération du modèle pharmacophorique, 

en utilisant OMEGA et ICon. Ce logiciel permet une recherche rapide, non exhaustive mais 

minutieuse de l’espace conformationnel.  

Identification des points pharmacophoriques 

Les points pharmacophoriques sont définis selon les types d’interactions. LigandScout en 

distingue 6 principales : donneur de liaison hydrogène (HBD), accepteur de liaison hydrogène 

(HBA), zone chargée positivement (PI), zone chargée négativement (NI),  interaction 

hydrophobe (H) et cycle aromatique (AR). Ajoutées à ces 6 types de points 

pharmacophoriques, le logiciel spécifie également les liaisons réalisées avec certains métaux 

(fer, zinc et magnésium) [120], (Tableau 7). 
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Propriétés 

Interaction 

par liaison 

hydrogène 

Interactions 

électrostatiq

ues 

Hydro-

phobes 
Aromatiques 

Interactions 

avec les 

métaux 

Description 

Vecteurs 
centrés sur 

l'atome 
d'hydrogène 
(donneur) ou 
sur l'atome 

lourd 
(accepteur) 

correspondant  

Sphères 
centrées sur 
les atomes 
lourds ne 

précisant pas 
la charge 

Sphères 
centrées 

sur le 
centroïde 

Anneaux plans 
centrés sur le 

centroïde et vecteurs 
indiquant la 
direction de 
l’interaction 
aromatique 

Sphères 
centrées sur 

les atomes de 
métaux 

Représentation 

 
HBD 

 

 
HBA 

 
PI 
 

 
NI 

 
H 

 
AR 

 
Mg 

 
Mn 

 
Zn 

 
Fe 

 

Tableau 7 : Définition et représentation des points pharmacophoriques décrits par le logiciel 

LigandScout 

Détermination des modèles pharmacophoriques 

a) Par la méthode « ligand-based » 

La construction des modèles pharmacophoriques se réalise en 6 étapes [120, 163]. La 

première étape est celle de la génération du set de conformères pour chaque ligand du 

« training set » (groupe de ligands actifs à partir duquel le modèle pharmacophorique sera 

construit). La seconde étape consiste à ordonner les molécules selon leur flexibilité. Chaque 

conformation est ensuite analysée et les points pharmacophoriques sont placés dans toutes les 

conformations. En troisième étape, les deux composés les moins flexibles sont alignés selon 

leurs points pharmacophoriques. Cet alignement se fait par paires de propriétés 

pharmacophoriques présentant des caractéristiques chimiques identiques et géométriques 
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similaires. [135, 163]. Tous les alignements possibles sont donc réalisés et scorés. La fonction 

de score prend en compte notamment le nombre des paires de propriétés qui, 

géométriquement, matchent et le RMSD entre ces paires [135, 163]. 

La quatrième étape consiste à définir les points pharmacophoriques communs aux meilleurs 

alignements formant ainsi des modèles pharmacophoriques intermédiaires. Ces derniers sont 

ensuites scorés en cinquième étape. Enfin, la dernière étape consiste à aligner ces modèles 

pharmacophoriques à toutes les autres conformations des ligands du « training set ». Les 

étapes 4-6 sont répétées jusqu’à ce que chaque conformation ait un modèle 

pharmacophorique, dans le cas contraire, le processus est stoppé et le modèle rejeté [120, 

163]. 

De plus, Ligandcout propose de créer deux types de modèles pharmacophoriques : « shared 

features pharmacophores» et « merged features pharmacophores ». Dans le mode « shared » 

tous les points pharmacophoriques des molécules sont identifiés et seuls les points 

pharmacophoriques présents dans toutes les molécules sont sélectionnés pour construire le 

modèle pharmacophorique final. Dans le mode « merged », tous les points 

pharmacophoriques des ligands sont sélectionnés pour construire le modèle 

pharmacophorique final et cela même si un point est présent chez un petit nombre de ligands 

et absent du reste des ligands. Des points pharmacophoriques optionnels représentent cette 

différence [120, 135, 163]. 

Pour éviter qu’il y ait un grand nombre de modèles pharmacophoriques généré en mode 

« merged », il est possible de définir un nombre de points pharmacophoriques qui peut être 

omis. Ce nombre indique combien de points pharmacophoriques par molécule peuvent être 

négligés lors de la construction du modèle pharmacophorique final [120, 135]. De plus, pour 

affiner le modèle final, des volumes d’exclusion peuvent être ajoutés automatiquement [120]. 

b) Par la méthode « structure-based » 

•Approche basée sur le récepteur 

Dans le cas où seule la structure de la protéine est disponible, LigandScout propose 4 

manières de générer les modèles pharmacophoriques [163]. 

- à partir de ligands dockés au préalable dans le site de liaison de la protéine [163]. 
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- basée sur la connaissance du site de liaison (Figure 26) : en indiquant à LigandScout les 

acides aminés qui constituent le site actif [163]. 

(a) (b) (c) 

(d) 

Figure 26 : (a) Surface accessible du ligand (b) Surface colorée : HBD (vert), HBA (rouge) 

(c) Surface colorée : PI (bleue), NI (rouge) (d) Modèle pharmacophorique [163]. 

- en important des cartes générées par GRID indiquant l’importance de certaines interactions 

ligand-protéine. [163]. 

- en important des fichiers de simulations de moléculaires dynamiques qui prennent en 

compte la flexibilité de la protéine et les changements résultants au sein de son site de liaison. 

[163]. 

•Approche basée sur le complexe ligand-récepteur 

A partir d’une structure de protéine co-cristallisée avec un ligand, LigandScout détecte toutes 

les interactions protéine-ligand en analysant les propriétés chimiques qui constituent ces 

interactions. Ainsi la perception de chacune des 6 interactions (citées précédemment), est 

basée sur des principes prédéfinis. 

Pour les liaisons hydrogène, la distance est comprise entre 2.5 et 3.8 Å par défaut et l’angle 

entre les donneurs et les accepteurs est  de 180° ±  34° [134]. De plus, la flexibilité entre les 

atomes sp2 et sp3 et les atomes hydrogènes adjacents est prise en compte.  

Les HBDs sont reconnus comme étant la plupart des hydroxyles non acides, les thiols, les 

hydrogènes acétyléniques et les NHs. Dans le cas où un atome lourd comportant un HBA est 
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situé dans une distance et une zone permises, une liaison hydrogène est créée et représentée 

sous forme de vecteur. De plus, pour favoriser plus de flexibilité dans les conformations du 

ligand, les distances et angles de contraintes peuvent être ajustées [120, 134, 163]. 

Les zones hydrophobes sont des sphères centrées sur les groupes hydrophobes, les branches 

ou les chaînes [120, 134]. Si un groupe hydrophobe est détecté du côté de la protéine, le 

logiciel recherche les zones hydrophobes situées à une distance de 1 à 5 Å par rapport à la 

protéine avec une sphère de tolérance de 1.5 Å (paramètres modifiables) [120, 134, 163]. 

Tous les atomes ou groupes d’atomes qui sont protonés au pH physiologique sont considérés 

comme des groupes chargés positivement [120, 134]. De même tous les atomes ou groupes 

d’atomes qui sont déprotonés au pH physiologique sont considérés comme des groupes 

chargés négativement [120, 134]. Ces deux types de groupes sont reconnus s’ils répondent à 

une distance de 1.5-5.6 Å (et une sphère de tolérance de 1.5 Å) avec les atomes ou groupes 

d’atomes correspondants (paramètres ajustables) [120, 134, 163]. 

Evaluation et optimisation des modèles pharmacophoriques 

Les modèles pharmacophoriques générés en « ligand-based » sont évalués au moment de 

l’étape de génération des modèles pharmacophoriques intermédiaires. Ces derniers sont 

ordonnés par rapport à 4 fonctions de scores différentes [163] : 

i) Le score « pharmacophore fit » qui considère uniquement les propriétés pharmacophoriques 

et le RMSD de ces propriétés. ii) Le score «  Relative pharmacophore fit » qui prend en 

compte le nombre de propriétés pharmacophoriques qui matchent et le RMSD des 

pharmacophores alignés. iii) Le score prenant en compte le recouvrement des atomes des 

sphères de Van der Waals et iv) Le score qui évalue la similarité de forme des courbes 

gaussiennes (courbes représentant le volume de la molécule) [163, 164]. 

De plus, le programme offre diverses possibilités pour optimiser le modèle pharmacophorique  

[163] :  

- si le « training set » comporte une grande diversité structurelle de composés, il est possible 

de les regrouper (« clusters ») en fonction de leurs similarités. Ces clusters sont formés 

suivant des mesures de similarité. L’ensemble des multiples modèles générés refléteront la 

diversité du « training set » [163]. 
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-le modèle peut être ajusté manuellement soit en ajoutant des volumes d’exclusion sur des 

espaces occupés uniquement par les ligands inactifs, en définissant des points 

pharmacophoriques optionnels, en créant/supprimant des points pharmacophoriques, ou en 

modifiant la nature d’un point pharmacophorique. De plus, comme chaque point 

pharmacophorique a un poids prédéfini, celui-ci peut être modifié en fonction de son 

importance dans le mode de liaison ligand-protéine ou en capturant une caractéristique 

chimique commune étendue dans l’espace 3D à cause de la diversité conformationnelle des 

ligands. Enfin les contraintes de distances, de direction, d’angles et les sphères de tolérance de 

chacun des points pharmacophoriques peuvent être ajustées [163]. 

-il est également possible de générer un ensemble de sphères de volume d’exclusion 

(« excluded volumes coat ») reflètant la géométrie spatiale du site de liaison et influençant la 

qualité restrictive du modèle pharmacophorique [163].  

Ainsi LigandScout propose de nombreuses possibilités pour optimiser le ou les modèles 

pharmacophoriques, les rendant ainsi plus sélectifs des ligands actifs que des ligands inactifs. 

Virtual screening 

Les modèles pharmacophoriques générés peuvent être utilisés lors d’un criblage contre une 

chimiothèque. LigandScout utilise la méthode suivante :  

Il crée tout d’abord les points pharmacophoriques de toutes les conformations des molécules 

de la chimiothèque. Ensuite, pour chacun de ces points des distances entre les propriétés 

pharmacophoriques sont définis. Puis pour les modèles pharmacophoriques générés au 

préalable, les distances entre les propriétés pharmacophoriques sont également définies. Au 

cours du screening virtuel, les distances entre les points des conformères et les modèles 

pharmacophoriques sont comparées avec un premier algorithme d’alignement pour trouver 

des paires de propriétés pharmacophoriques similaires et pour minimiser les distances entre 

les propriétés, un deuxième algorithme d’alignement est utilisé. Si tous les points 

pharmacophoriques d'une molécule concordent avec les contraintes de distance, d’angle, de 

direction des vecteur, des sphères de tolérance, des volumes de sphères d’exclusion et des 

sphères de Van der Waals présents sur le modèle pharmacophorique, la molécule est 

considérée comme un hit. D’autre part, LigandScout permet de réaliser des correspondances 
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partielles en autorisant que certains points pharmacophoriques soient omis (ou définis en tant 

qu’optionnels) durant la recherche de matching [163, 165]. 

Enfin les molécules hit sont scorées par une fonction de score. Deux types de fonctions 

existent : le  « pharmacophore fit » et le « relative pharmacophore fit » [163].  

Différentes options de LigandScout sont utilisables lors de la réalisation du criblage. Deux 

modes de screening sont possibles : le mode « match all query features » où les points 

pharmacophoriques des molécules doivent correspondre avec tous ceux du modèle 

pharmacophoriques et le mode « fragment screening » qui autorise les correspondances 

partielles [163]. Trois options sont proposées pour considérer qu’une molécule décrit le 

modèle pharmacophorique : 1) le screening s’arrête dès qu’une première conformation 

correspond au modèle, 2) le screening s’arrête après avoir analysé toutes les conformations et 

que la meilleure conformation qui match au modèle soit sélectionnée, 3) le screening s’arrête 

une fois que toutes les conformations qui répondent au modèle soient trouvées [163]. 

Ainsi LigandScout diffère des autres programmes par sa qualité d’alignement des propriétés 

pharmacophoriques [164]. Il permet d’aligner des molécules entre elles et d’en générer les 

pharmacophores correspondants avec les approches « structure-based » et « ligand-based », 

d’aligner des modèles pharmacophoriques entre eux. De plus, ces modèles peuvent soit 

présenter tous les points pharmacophoriques présents dans un set de ligands (« merged 

features pharmacophores ») ou, au contraire, présenter uniquement les points 

pharmacophoriques en commun présents chez tous les ligands (« shared features 

pharmacophores »). Chaque modèle pharmacophorique peut être optimisé puis être utilisé 

pour réaliser des criblages virtuels contre différentes chimiothèques : là aussi LigandScout 

met en œuvre sa méthode d’alignement afin de trouver les hits les plus prometteurs  d’une 

librairie (Tableau 8).  
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Titre Année Références 
Pharmacophore Identification, in Silico Screening, and Virtual 

Library Design for Inhibitors of the Human Factor Xa 
2005 [166] 

Structure-Based Pharmacophore Identification of New 
Chemical Scaffolds as Non-Nucleoside Reverse Transcriptase 

Inhibitors 
2007 [167] 

Highly SpecIfic and Sensitive Pharmacophore Model for 
Identifying CXCR4 Antagonists. Comparison with Docking 

and Shape-Matching Virtual Screening Performance 
2013 [168] 

Pharmacophore Modeling, Virtual Screening, and in Vitro 
Testing Reveal Haloperidol, Eprazinone, and Fenbutrazate as 

Neurokinin Receptors Ligands 
2014 [169] 

Tableau 8 : Quelques exemples de nouveaux inhibiteurs potentiels découverts par l’utilisation 

de LigandScout [163] 

III.3 Docking 

L’action d’une molécule dans une protéine est gouvernée par des principes de reconnaissance 

mutuelle entre la molécule et sa cible. Les caractéristiques générales des interactions ligands-

protéines résident en une complémentarité stérique, hydrophobe et polaire entre les deux 

structures et une conformation d’énergie favorable du ligand qui privilégie une bonne affinité 

de liaison [170]. Les méthodes de docking ont pour but de prédire la conformation et 

l’orientation d’une molécule lors de sa liaison à son récepteur [171]. Elles permettent de 

réaliser une analyse détaillée des modes de liaison supposées, nommées « poses », adoptés par 

le ligand dans le site actif de la protéine. Ainsi, l’objectif de cet outil est non seulement de 

discriminer les « vrais » ligands des molécules qui ne sont pas capables de se lier au 

récepteur, mais aussi de révéler leur mode de liaison avec la protéine cible [170]. 

Ainsi, les méthodes de docking peuvent être classées en trois catégories selon la prise en 

compte de la flexibilité du ligand, les algorithmes utilisés pour rechercher les poses possibles 

d’un ligand et les fonctions de score permettant d’évaluer l’affinité de liaison de chacune de 

ces poses [172]. 

Ainsi, la première catégorie considère le ligand et la protéine comme étant rigides, la seconde 

considère le ligand comme étant flexible tout en conservant la protéine rigide et la dernière 

catégorie considère la protéine « semi-flexible » et le ligand flexible [170, 173]. 
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III.3.1 Docking ligand rigide 

Cette méthode reflète le principe de la clé et de la serrure (« lock and key ») énoncé par Emile 

Fisher en 1890 [174] où seul le ligand (représentant la clé) qui possède la bonne taille et la 

bonne forme peut ouvrir une serrure, la protéine (Figure 27) [120]. 

 

Figure 27 : Schéma illustrant le principe de « lock and key » d’Emile Fisher (adapté selon 

[120]. 

Les premiers logiciels de docking se sont donc inspirés de ce concept et considéraient le 

ligand et le récepteur comme deux entités rigides. Dans cette approche, seuls les mouvements 

de translations et de rotations des ligands sont étudiés pour trouver les différentes poses au 

sein d’un site de liaison (Figure 28) [173]. 
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Figure 28 : Principe du docking rigide illustré par le logiciel DOCK: Le site de liaison de la 

proteine est distingué par l’utilisation des sphères de tailles différentes. Les correspondances 

entre les atomes du ligand et ces sphères sont recherchées et permettent de révéler une ou des 

orientations du ligand dans le site actif [172, 175]. 

Pour améliorer la prédiction des modes de liaison, la prise en compte de la flexibilité 

conformationnelle du ligand a été introduite. Ainsi, de nos jours, le docking ligand rigide est 

de moins en moins utilisé en faveur des méthodes de docking ligand flexible [173]. 

III.3.2 Docking ligand flexible 

L’un des grands enjeux des méthodes de docking flexibles [170] est d’explorer l’espace 

conformationnel des ligands dans le but de déterminer d’une part les bonnes poses du ligand 

dans le site actif de la protéine et d’autre part de trouver les modes de liaison correspondant à 

une énergie libre de liaison basse [170].  

III.3.2.1 Les algorithmes de recherche 

Les algorithmes de recherche étudiant la flexibilité conformationnelle des ligands sont 

généralement classés en trois catégories : les algorithmes de recherche systématique ou 

combinatoire, les algorithmes de recherche aléatoire ou stochastique et les algorithmes de 

recherche déterministe ou de simulation [170, 176]. 
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III.3.2.1.1 Les algorithmes de recherche systématique ou combinatoire 

Ces algorithmes prennent en compte tous les degrés de liberté d’une molécule en explorant 

toutes les liaisons rotatives possibles. Ainsi, en fonction du degré de flexibilité de la molécule, 

le nombre de conformations générées peut rapidement s’élever et entraîner le phénomène 

d’explosion combinatoire [171]. 

Pour éviter l’explosion combinatoire, deux méthodes ont été développées : la méthode de 

recherche exhaustive et la méthode de fragmentation reconstruction. 

La méthode de recherche exhaustive passe par une définition de limites imposées soit par le 

site de liaison, soit par des contraintes géometriques et/ou chimiques imposées aux 

conformations initiales des ligands à docker. Dans le premier cas, les mouvements de 

translation et de rotation systématiques des ligands sont générés dans un site de liaison putatif 

et prédéfini, limitant ainsi l’espace de recherche conformationnelle du ligand. Cette méthode 

est employée par le logiciel EUDOC (Figure 28) [173]. Une autre méthode utilisée dans le 

docking ligand rigide consiste à générer une bibliothèque de conformations du ligand en 

utilisant des programmes tel qu’OMEGA. Ensuite, chaque conformation subit des 

mouvements de rotation et translation dans le site actif de la protéine de telle sorte qu’à 

chaque mouvement, le déplacement d’atomes ne dépasse pas une valeur seuil prédéfinie. Là 

aussi, grâce à cette délimitation, le risque d’explosion combinatoire est réduit (Figure 29). 

 

Figure 29 : Illustration de la méthode de recherche exhaustive employée par EUDOC [173] 

Les méthodes de fragmentation-reconstruction consistent à diviser la molécule en fragments 

qui sont soit rigides soit représentés par un petit ensemble conformationnel [173]. Ensuite ces 

fragments peuvent être traités de deux manières : 1) placement des fragments un à un dans le 

site de liaison ou méthode de reconstruction incrémentale, 2) placement de tous les fragments 

de manière simultanée ou méthode « place and join » [173]. L’objectif est ensuite de les lier 
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dans une orientation favorable. Ces méthodes permettent de limiter le nombre de 

conformations à générer. En effet, en considérant une molécule avec 7 liaisons rotatives, si 

chaque liaison  à 6 rotamères, le nombre de conformations à générer s’élève à 67 (> 250000) 

conformations. Alors qu’en rompant une liaison rotative pour obtenir deux fragments, cela 

élimine la recherche conformationnelle pour une liaison rotative et les conformations des 

deux fragments sont indépendantes ce qui réduit le nombre de conformations a 63 + 63 = 432 

conformations [177]. 

La méthode de reconstruction incrémentale est généralement constituée de 3 étapes : 1) 

sélection de fragments rigides, 2) placement des fragments rigides dans le site actif, 3) 

construction incrémentale [173]. De nombreux logiciels se basent sur cette méthode [173], 

notamment le logiciel Surflex-Dock [177]. Le logiciel commence par générer un 

« protomol », un ligand idéal qui occuperait tout l’espace du site actif de la protéine. Pour 

cela, 3 types de fragments (CH4, C=O, et NH) sont placés dans le site actif, optimisés pour 

permettre l’établissement d’interactions avec le site de liaison et scorés. Seuls les fragments 

ayant obtenus les meilleurs scores sont retenus pour construire le protomol (Figure 30). 

 

 

Figure 30 : Protomol généré par Surflex pour la cyclooxygénase 2 (1cx2). 

Une fois le protomol généré, les molécules sont fragmentées de sorte à ne conserver que les 

liaisons aromatiques [177]. Puis, pour chaque fragment, un ensemble de conformations (en 

général 20) [177] est généré. Enfin dans l’étape de construction incrémentale, chaque 

fragment est aligné avec le protomol de sorte à maximiser la similarité avec le protomol 
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[177]. Les fragments ayant obtenus un bon score, les « heads », sont optimisés localement 

pour s’adapter au mieux dans le site actif. A partir de ceux-ci, les conformations du fragment 

suivant (« tails ») sont alignées par rapport au protomol de sorte à être liées au premier 

fragment (« heads ») [177]. Cet alignement tient compte des contraintes imposées par le 

« head » et seules les conformations respectant ces contraintes et démontrant une similarité 

avec le protomol sont retenues [177]. Le protocole continue jusqu’à la reconstruction totale de 

la molécule de départ. Enfin pour chaque pose déterminée, un score est attribué [177] (Figure 

31 ). 

 

Figure 31 : Schéma illustrant la méthode de reconstruction incrémentale [173]. 

La méthode « place and join » décrite par DesJarlais et collaborateurs [178] consiste dans un 

premier temps à représenter le site de liaison par un ensemble de sphères. Ensuite les ligands 

sont fragmentés et dockés séparemment dans le site actif. C’est à cette étape que la flexibilité 

des fragments est prise en compte. Puis, ils sont rassemblés de sorte à reformer le ligand 

initial en prenant en compte des contraintes de distances. En considérant deux fragments, il 

faut que les atomes de chaque fragment soient suffisamment proches pour pouvoir être joints 

ensemble. Cette étape détermine les différentes orientations des fragments et leur 

assemblement génère ainsi les différentes poses. Enfin l’énergie de chaque pose est minimisée 

[173, 176, 178]. 

III.3.2.1.2 Les algorithmes de recherche aléatoire ou stochastique 

Ces algorithmes prennent en compte les mouvements de translation, rotations et torsions 

réalisés de manière aléatoire [171]. Les changements sont acceptés ou rejetés selon une 

fonction de probabilité. Les approches les plus connues sont les méthodes de Monte-Carlo, les 

algorithmes génétiques et la recherche tabou [171]. 

Les méthodes de Monte-Carlo consistent à chercher les différentes poses des ligands en 

explorant de manière séquentielle les mouvements de translation, rotations et torsions. Ainsi, 
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chaque degré de liberté est déterminé un à un et de manière aléatoire [173]. Après chaque 

changement, la nouvelle conformation est retenue si elle présente une énergie plus basse que 

la conformation précédente, sinon elle est soumise au critère de Métropolis [170, 171, 173]. 

Ce critère est basé sur la fonction de probabilité de Boltzmann (Equation 1). 

 

Equation 1 : Probabilité P d’acceptation d’une nouvelle conformation (avec Enew : énergie de 

la nouvelle conformation, Eold : énergie de l’ancienne conformation, k : constante de 

Boltzmann, T : température de simulation) [170] 

Le processus est répété un certain nombre de fois, nombre qui définit le pas de Monte-Carlo, 

jusqu’à ce que le nombre de conformations désiré soit atteint [171]. De nombreux logiciels 

[173, 176] utilisent cette méthode tels que ICM[179] et GLIDE[180]. Ce dernier utilise dans 

un premier temps un algorithme de recherche systématique pour trouver les poses des ligands 

et les poses ayant obtenu un bon score sont dans un second temps optimisées par la méthode 

de Monte-Carlo [173] (Figure 32). 

 

Figure 32 : Schéma illustrant la méthode de Monte-Carlo (adapté selon [173]) 

Les algorithmes génétiques ont pour but de mimer les principes de l’évolution naturelle afin 

de réduire le problème d’explosion combinatoire. Pour cela, ils utilisent des opérateurs 

génétiques tels que la mutation, la recombinaison et la sélection et une fonction de survie (ou 

« fitness function ») [181]. Les algorithmes génétiques sont constitués d’une population de 

conformations où chaque membre représente un chromosome. Les gènes de ces chromosomes 

codent pour différentes variables, c’est-à-dire pour la translation du ligand, la rotation et les 

angles de torsions [173]. La première génération de solutions appelée « population parent » 

évolue par recombinaison ou mutation en agissant respectivement sur chacun des deux 
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parents (recombinaison) ou sur un seul (mutation). Les résultats de ces changements génèrent 

la population « enfants ». Une fonction de survie est ensuite utilisée pour sélectionner les 

meilleures conformations qui ont le plus de chance de survivre et de passer la génération 

suivante. Ces conformations sélectionnées constituent alors la nouvelle population « parent » 

qui subira à son tour les changements des divers opérateurs génétiques [173]. Ce processus est 

répété jusqu à obtenir une population finale qui répond à un seuil prédefini par la fonction de 

survie [182]. De nombreux logiciels utilisent cette méthode [173, 182], l’un des plus 

populaires est GOLD[183] (Figure 33). 

 

Figure 33 : Schéma illustrant la méthode utilisant les algorithmes génétiques [173] 

Les algorithmes de recherche tabou s’inspirent de l’idée d’éviter de ré-evaluer un espace 

conformationnel déjà exploré par l’algorithme de recherche [173]. Pour cela des espaces de 

restrictions sont organisées sous forme de « liste tabou » constituant les conformations déjà 

obtenues [173, 184]. La recherche commence à partir d’une seule conformation d’un ligand 

puis différentes conformations sont générées grâce à une procédure similaire à la mutation qui 

réalise des changements de manière aléatoire. Ces conformations sont scorées et ordonnées 

selon une fonction d’énergie [184] : les conformations d’énergie plus basse qui ne sont pas 

encore contenues dans la liste tabou (« non-tabou ») sont ajoutées à cette liste, celles qui sont 

très similaires à la liste ne sont intégrées dans la liste que si et seulement si elles présentent 

une énergie plus basse [184]. Enfin, les autres conformations ne répondant pas à ces critères, 

sont rejetées [171, 173]. Le processus continue en commencant par la dernière conformation 

retenue et s’arrête jusqu’à atteindre la limite d’itérations ou jusqu’à ce qu’aucun changement 
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acceptable ne soit obtenu [184]. Le logiciel PRO_LEADS [185] est l’un des logiciel les plus 

connus utilisant cette approche (Figure 34). 

 

 

Figure 34 : Schéma illustrant la méthode de recherche tabou. [173] 

III.3.2.1.3 Les algorithmes de recherche déterministe ou de simulation 

Deux méthodes principales les caractérisent : les méthodes de dynamique moléculaire et les 

méthodes de minimisation d’énergie. 

Les méthodes de dynamique moléculaire se basent sur les équations de mouvements de 

Newton (Equation 2) [171, 173] :  

 

Equation 2 : Equation du mouvement de Newton pour un système atomique (F : force, m : 

masse, a : accélération) 

La force de chaque atome est déterminée à partir d’un changement dans l’énergie potentielle 

entre la position actuelle et une nouvelle position (Equation 3) [171] : 

 

Equation 3 : Calcul de la force (F) de chaque atome (E : énergie potentiel, r : distance entre 

les deux positions) 
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Les positions atomiques sont ensuite déterminées à des intervalles de temps très courts 

permettant d’obtenir la trajectoire des changements des positions atomiques au cours du 

temps (Equation 4) [171]. 

 

 

Equation 4 : Calcul des positions atomiques à chaque intervalle de temps (d²ri/dt²), avec F : 

force et m : masse atomique) 

Les méthodes de dynamique moléculaire présentent des temps de calculs trop longs et arrivent 

difficilement à franchir les barrières de hautes énergies [173]. En conséquence, l’identification 

du minimum global d’énergie se révèle être très difficile voire quasi-impossible avec ces 

méthodes et les conformations des ligands obtenues sont généralement piégées dans des 

minimaux locaux d’énergie [171, 173, 176]. De plus, les résultats finaux dépendent 

grandement de la conformation initiale. Malgré tout, de nombreuses approches ont été 

développées pour pallier à ce problème [171, 173, 176]. Une des méthodes consiste à réaliser 

des simulations de différentes parties du complexe ligand-récepteur en variant la température 

[186] tandis que d’autres proposent de lancer la simulation de dynamique moléculaire à partir 

de différentes positions initiales du ligand [171] afin d’augmenter les chances de trouver un 

minimum local d’energie [173, 176]. 

Les méthodes de minimisation d’énergie recherchent uniquement si des mimimaux locaux 

d’énergie peuvent être atteints. Elles sont en général utilisées en complément d’autres 

méthodes [171]. 

III.3.3 Docking « semi-flexible » 

En règle générale, la flexibilité des protéines est souvent négligée dans les méthodes de 

docking car ce concept est encore de nos jours mal défini et le temps de calcul est beaucoup 

trop long [173]. Or, les différentes conformations que peuvent adopter une protéine doivent 

être prise en compte car une conformation particulière d’une protéine lui confère une fonction 

spécifique [173]. En général, les protocoles de docking utilisent des complexes de protéine 

co-cristallisée avec un ligand. Cependant, ces complexes ne représentent qu’une petite partie 



161 

 

de la flexibilité de la protéine et d’autres conformations pourraient se révéler être plus 

intéressantes. De plus, les changements conformationnels de la protéine tiennent un rôle 

majeur dans l’ajustement du ligand dans son site actif et la mise en place des interactions 

entre le ligand et son récepteur [173].  

La capacité de simuler ces changements conformationnels avec des temps de calculs 

raisonnables est devenu un véritable challenge [173]. De nombreuses approches [173], 

connues sous le nom de docking « semi-flexible », ont été développées permettant une 

flexibilité partielle de la protéine. 

La prise en compte de la flexibilité peut alors se réaliser à différents moments du docking :  

• Avant le docking 

Les approches qualifiées d’ « ensemble » considèrent un groupe de structures de protéine dans 

différentes conformations [173, 187, 188] obtenues par cristallographie aux rayons X ou 

RMN. Ensuite, le docking des ligands peut être réalisé dans chaque conformation séparément 

en ne gardant que le meilleur score pour chaque ligand, ou en utilisant quelques ou toutes les 

structures disponibles en un seul docking [187].  

Une autre approche est d’utiliser des méthodes de dynamique moléculaire ou de Monte Carlo 

[171, 173, 176, 187, 188]. La dynamique moléculaire permet de capturer des images 

instantanées de la protéine des différentes conformations observées au cours du temps. Ces 

dernières peuvent être ensuite utlisées pour réaliser un docking.  

• Au cours du docking 

Ces approches consistent à utiliser des bibliothèques de rotamères [171, 173, 176, 182, 187]. 

Ces bibliothèques explorent les degrés de liberté des chaînes latérales des résidus du site actif 

de la protéine pour trouver la combinaison optimale entre les chaînes latérales des résidus et 

l’orientation du ligand. Cependant, d’autres approches constituent des bibliothèques de 

rotamères en se limitant aux mouvements de torsions des résidus pour trouver la 

complémentarité optimale du ligand au cours du docking. Enfin certaines approchent 

combinent la flexibilité des chaînes latérales et celle du squelette des résidus de la protéine 

pour constituer ces bibliothèques [187]. 
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• Après le docking 

L’approche « soft-docking » permet d’induire de petits changements conformationnels dans le 

site actif de la protéine grâce à une fonction de score plus indulgente (« soft ») qui autorise 

des clashes stériques entre les atomes du ligand et les atomes de la protéine. Cette fonction 

donne alors une certaine estimation de la « plasticité » du récepteur [188]. L’objectif est de 

trouver la bonne orientation du ligand et des résidus dans le site actif de la protéine [187, 

188]. L’approche soft-docking a été introduite dans de nombreux programmes de docking 

[182, 187] et peut être utilisée en fin de docking lors de l’attribution de scores en utilisant la 

fonction de score « soft ». 

III.3.4 Scoring 

Les fonctions de score ont pour but de prédire l’affinité de liaison entre la protéine et chaque 

pose générée lors du docking [170, 182]. En effet, même si les conformations sont 

correctement prédites, il est primordial de pouvoir différencier les poses correctes des poses 

incorrectes [171]. Le rôle principal des fonctions de score est donc d’évaluer et de classer les 

poses [170] pour identifier le « vrai » mode de liaison des composés [182] et les ligands les 

plus prometteurs [171]. 

III.3.4.1 Fonctions de score 

Les fonctions de score sont divisées en trois catégories : les fonctions de scores basées sur les 

champs de force, les fonctions de score empiriques et les fonctions de score basées sur les 

connaissances [171]. 

Les fonctions de score basées sur les champs de force caractérisent l’énergie d’une pose par la 

somme de deux termes énergétiques [171]: l’une représentant l’énergie d’interaction ligand-

récepteur et l’autre l’énergie interne du ligand. En général, ces fonctions de score se basent 

sur les champs de force de mécanique moléculaire qui permettent de calculer l’énergie 

potentielle du système (EMM). EMM est calculée par une somme de quatre termes (Equation 

5) : les trois premiers termes estiment l’énergie interne du ligand en pénalisant les déviations 

de longueurs et d’angles de liaisons du ligand par rapport aux valeurs de références. Le 

quatrième terme reflète la contribution enthalpique estimée par les potentiels de Lennard-

Jones et de Coulomb. Le potentiel de Lennard-Jones évalue les interactions de Van der Waals 

et le potentiel de Coulomb détermine les interactions électrostatiques [176](Equation 5). 
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Equation 5 : Calcul de l'énergie potentielle d’un système (EMM) par les champs de force de 

mécanique moléculaire. Avec Kr, Kθ et Kϑ : facteurs de pénalité pour les liaisons, les angles 

et les angles dihèdres ; r et rref : longueurs des liaisons mesurées et de référence ϑ et ϑref : 

valeurs des angles mesurées et de référence ; ɸ et ɸref : valeurs des angles dièdres mesurées 

et de référence ; Aij et Bij : constantes attractives et répulsives mesurées expérimentalement ; 

Rij : distance entre les atomes i et j ; qi et qj : charges des atomes i et j ; ɛ:constante 

diélectrique [176] 

En règle générale, les fonctions de score basées sur les champs de force simplifient l’équation 

EMM et se concentrent uniquement sur les interactions de Van der Waals et électrostatiques 

(Equation 6). 

 

Equation 6 : Calcul de l’énergie libre de liaison (∆Gbind) prenant en compte uniquement la 

contribution enthalpique évaluée par les potentiels de Lennard-Jones et de Coulomb 

Ainsi plusieurs champs de force de mécanique moléculaire tels que AMBER, CHARMM… 

ont été développés et introduits dans de nombreux logiciels (GOLD, AutoDock…) [173]. 

L’avantage de l’utilisation des fonctions de score basées sur les champs de force réside en leur 

rapidité de calcul mais leur grand inconvénient est qu’elles ne prennent pas en compte les 

effets entropiques et de solvatation [171, 176, 182] ce qui a été amélioré dans différents 

logiciels (GOLD, AutoDock [171, 182], HINT, [173], les versions de DOCK récentes (5 et 6) 

[173]. 

Les fonctions de score empiriques ont pour but de reproduire les données expérimentales 

d’énergie de liaison et utilisent une somme de plusieurs termes individuels non corrélés 

pondérés par des coefficients (Equation 7) [171, 173, 182]. Les coefficients des différents 

termes sont calculés par des analyses de régression utilisant les données expérimentales 

d’affinité et les données structurales de cristallographie [182]. 
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Equation 7 : Forme simplifiée d’une fonction de score empirique. (Avec ∆Gbinding : l’affinité 

de liaison, fi correspond à un terme d’une interaction i entre le ligand et la protéine et ∆Gi le 

coefficient associé) [170] 

L’avantage d’utiliser les fonctions de score empiriques est que leur forme est plus simple que 

celles basées sur les champs de force, leurs termes sont facilement déterminés [171] et les 

temps de calculs sont relativement rapides [182]. Cependant, cette méthode reste dépendante 

des données expérimentales [170, 171] et les valeurs des coefficients varient entre différentes 

fonctions de scores empiriques pour un terme donné. En conséquence, les termes provenant 

de différentes fonctions de scores ne peuvent pas être combinées en une seule fonction [171].  

Les fonctions de scores basées sur les connaissances ou « knowledge-based » ont pour but de 

reproduire les données expérimentales en utilisant des structures de complexes ligand-

récepteur [171, 182]. L’idée provient du fait que dans un complexe obtenu par 

cristallographie, les atomes du ligand sont placés de manière optimale par rapport aux atomes 

de la protéine. Des analyses statistiques permettent de déterminer la fréquence et la 

distribution des paires d’atomes entre le ligand et la protéine et ainsi de définir des potentiels 

d’interaction [171, 182]. En effet, il a été postulé que les interactions les plus fréquemment 

observées contribuent positivement au processus général de mode de liaison tandis que les 

interactions les moins communes sont considérées comme globalement répulsives [173]. 

Les avantages de ces fonctions « knowledge-based » résident sur leur simplicité et leur 

rapidité en temps de calcul. Cependant, leurs inconvénients, similaires aux méthodes 

empiriques, sont leur dépendance sur la qualité et la variété des données expérimentales [173]. 

De nombreuses fonctions de score basées sur la connaissance ont été développées. Les plus 

connues sont PMF, DrugScore, SMoG [171, 173, 182]. 

Les fonctions de scores sont souvent critiquées [170] puisqu’elles ne reflètent qu’une 

approximation de l’énergie de liaison libre du complexe ligand-protéine. De plus, ces 

fonctions utilisent des termes additifs, elles ont donc tendance à favoriser les molécules ayant 

un poids moléculaire élevé (> 250 g/mol) en leur attribuant un haut score. Des logiciels ont 

alors amélioré leurs fonctions de score en supprimant la corrélation entre le score et le nombre 

d’atomes (FLOG) [170]. De même, les fonctions de score pénalisent rarement les interactions 
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défavorables et des améliorations ont été apportées en prenant en compte les clashes stériques 

[170]. Cependant, d’autres points restent à améliorer tels que la prise en compte incomplète 

de l’occupation stérique du ligand dans la cavité du site actif et l’espace restant inoccupée, et 

la reconnaissance de ligands inactifs [170].  

De nouvelles approches doivent donc être établies afin d’optimiser les fonctions de score 

[170]. Le « consensus scoring » ou fonction de score consensus a été développé en se basant 

sur l’hypothèse que la combinaison de plusieurs fonctions pourrait dominer les faiblesses 

individuelles de chacune des fonctions et démontrer une meilleure performance en terme de 

scoring [173]. 

Trois principales méthodes de « consensus scoring » peuvent être décrites : les méthodes 

« rank by vote » (attribution d'un « vote » pour une pose, pour chaque fonction de score du 

consensus qui la prédit dans les n premiers %), les méthodes « rank by rank » (calcul de la 

moyenne des rangs prédits par chaque fonction de score) et les méthodes « rank by number » 

(calcul de la moyenne des scores prédits par chaque fonction de score) [173]. 

Les fonctions de score consensus ont été utilisées dans de nombreuses études révélant des 

résultats intéressants [189-191]. Cependant, cette méthode présente un inconvénient majeur : 

utiliser différentes fonctions de score qui sont corrélées risque d’amplifier les erreurs de 

calculs plutôt que de les compenser [171, 182]. Il faut donc trouver de nouvelles stratégies 

réduisant ce problème et favoriser le développement de nouvelles fonctions de score 

consensus. 

III.3.4.2 Autres paramètres importants à prendre en compte pour réaliser un 

docking 

III.3.4.2.1 Importance des structures de protéines 

L’un des éléments essentiels à considérer avant de réaliser un docking est la disponibilité et la 

qualité de la structure des protéines étudiées [173]. En général, les sources d’information de 

ces structures proviennent majoritairement de la cristallographie aux rayons X et de la RMN. 

La structure résolue par cristallographie aux rayons X est en fait un modèle construit en 

cherchant des correspondances entre les atomes et la densité électronique [192] (Figure 35). 

La qualité de la structure obtenue doit donc être évaluée à l’aide de différents paramètres. La 

résolution mesure la précision avec laquelle le modèle cristallographique reproduit les 
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données expérimentales. En général, une structure cristallographique présentant une 

résolution inférieure à 2Å est considérée comme une source de donnée fiable [173]. Un autre 

paramètre intéressant est le facteur R ou Rfree qui détermine le pourcentage de différence entre 

le cristal et le modèle. Enfin le facteur de température ou « B-factor » mesure le déplacement 

des atomes [193], et donne des indications sur la mobilité locale de la structure de protéine 

[192] et de la fiabilité du modèle [193]. Les limites de la RMN résident dans la taille de la 

protéine (80-100 kDa) et les problèmes de solubilité limitent cette technique.  

  

Figure 35 : Processus de correspondance entre les atomes et la densité électronique pour 

produire un modèle cristallographique. [192] 

D’autres critères sont à prendre en compte concernant l’évaluation de la qualité des structures 

de protéines, notamment la position des hydrogènes, les états tautomériques et d’ionisation 

des résidus de la protéine (en particulier du site actif) et du ligand [173].  

III.3.4.2.2 Importance du solvant 

L’eau joue un rôle essentiel dans les interactions ligand-protéine [173]. Les molécules d’eau 

peuvent notamment servir de pont entre la protéine et le ligand permettant de stabiliser le 

complexe. La disposition des molécules d’eau dans le site actif peut aussi permettre à la 

protéine d’adopter une conformation permettant d’accueillir le ligand. Beaucoup de logiciels 

de docking prennent en compte l’eau de manière implicite, par les effets de solvatation [170] 

mais il existe un réel besoin d’expliciter l’eau. De nombreuses approches ont été développées 

dans ce but (Consolv du logiciel SLIDE [194], FlexX [195]). Leur objectif est de déterminer 

quelles molécules d’eau sont nécessaires à l’établissement des interactions ligand-protéine et 

devraient être retenues et lesquelles devraient être déplacées.  
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Les méthodes de docking, tout comme les modèles pharmacophoriques, sont très utilisées 

pour guider les scientifiques dans le développement de nouveaux médicaments. Le docking 

tente de distinguer « les vrais » ligands des ligands alternatifs grâce à une prédiction du mode 

de liaison. Cette prédiction se veut être la plus précise possible en reflétant au maximum les 

données expérimentales. Ainsi les algorithmes de recherche et les fonctions de score qui 

constituent les programmes de docking ne cessent d’être améliorés : introduction des 

molécules d’eau, qualité des modèles cristallographiques, prise en compte de la flexibilité de 

la protéine, fonction de score consensus…faisant de ces méthodes un outil remarquable, 

capable d’identifier des molécules intéressantes. 
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IV Quatrième partie : Développement de 

nouveaux inhibiteurs sélectifs de la 

cyclooxygénase-2 – Résultats et 

discussion 
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IV.1 Introduction 

Les deux derniers chapitres présentent les travaux réalisés à l’interface de deux domaines : la 

chimie médicinale et la bioinformatique.  

Dans un premier temps, compte tenu des antécédents de cette étude (criblage in silico et 

évaluations biologiques), nous nous sommes intéressés au développement d’une nouvelle 

série de dérivés du cyclocoumarol à visée anti-inflammatoire. L’objectif était de proposer 

différents types de pharmacomodulation suivant une approche de chimie thérapeutique 

relativement classique. Les différentes étapes de synthèses réalisées au laboratoire pour 

préparer les analogues de cyclocoumarol désirés seront présentées. 

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés à l’utilisation des outils 

bioinformatiques permettant d’étudier le site actif de la COX-2 et de mieux comprendre les 

différents modes de liaisons pouvant s’y établir. Nous nous sommes ensuite consacrés à 

générer des modèles pharmacophoriques (LigandScout) et à estimer l’affinité des molécules 

par une visualisation directe de la structure (SeeSar). Les conclusions de cette étude doivent 

permettrent d’orienter la recherche de nouvelles molécules inhibitrices et sélectives de la 

COX-2, tout en conservant le squelette de base du cyclocoumarol.  

 

IV.2 Choix du cyclocoumarol 

IV.2.1 Antécédents de l’étude 

Des études récentes de prédiction de l’activité biologique par validation d’un algorithme de 

criblage virtuel en utilisant le logiciel TOMOCOMD-CARDD (TOpological MOlecular 

COMputational Design Computer-Aided-Rational-Drug Design) [196] ont montré que le 

cylcocoumarol, médicament utilisé en thérapeutique, en tant qu’anticoagulant, possède des 

propriétés anti-inflammatoires. Ces travaux de recherche ont été réalisés par le groupe de 

Drug Design dirigé par le Pr Yovani Marrero à l’Université centrale de las Villas, Santa Clara, 

Cuba [12]. 

Les modèles de prédiction QSAR ont été générés à partir d’une base de données très diverse 

comportant des molécules connues comme ayant des propriétés anti-inflammatoires et des 

molécules dont l’activité anti-inflammatoire n’a pas encore été démontrée et donc supposées 
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non anti-inflammatoires. La diversité de cette base de données permettait une large 

représentativité de molécules avec des structures chimiques variées et une diversité de 

mécanismes d’action anti-inflammatoire. Cette étude de prédiction a concerné une base de 

1213 molécules dont 587 sont des molécules connues pour leurs propriétés anti-

inflammatoires (glucocorticoïdes, AINS et inhibiteurs sélectifs de COX-2), et les 626 

restantes présentant une activité biologique complètement différente (antiviraux, sédatifs, 

hypnotiques, diurétiques, anticonvulsants, hémostatiques, hypoglycémiants oraux, 

antihypertenseurs, antihistaminiques et anticancéreux). Les molécules décrivant l’activité 

anti-inflammatoire ont été définies comme « actives », tandis que celles possédant une activité 

non anti-inflammatoire ont été définies comme « inactives ». Cette série de composés a été 

analysée par une analyse « k-MAC cluster» en vue de créer un groupe d’entrainement 

« training set » (919 composés) et un groupe de prédiction, « test set » (294 composés). 

Chaque groupe étant constitué de composés actifs et inactifs : le « training set » contient 443 

composés actifs et 476 composés inactifs, et le « test set » 144 molécules actives et 150 

molécules inactives (Schéma 8). Des indices quadratiques et linéaires (stochastiques et non 

stochastiques) ont été utilisés pour développer les modèles de prédiction de relations structure 

activité anti-inflammatoire. Les descripteurs moléculaires utilisés ont pour but de décrire la 

géométrie, et la topographie des molécules, mais également de distinguer chaque atome 

(masse atomique, polarisabilité, électronégativité…etc) et chaque liaison (simple, double…) 

caractérisant la structure d’une molécule donnée. Treize modèles avec une prédiction 

supérieure à 86% pour le « training group » ont été obtenus. La robustesse de ces modèles a 

été démontrée à l’aide d’un test de validation qui a présenté des classifications supérieures à 

85%. Selon les résultats de précision, de sensibilité et de spécificité (taux de succès et taux de 

faux positifs), ces modèles de prédiction ont été validées. Selon ces modèles, 200 composés se 

sont révélés potentiellement anti-inflammatoires. Parmi ceux-ci, 8 ont été choisis en fonction 

de la diversité structurale et de l’activité décrite, pour le criblage in vivo utilisant le poisson 

zebrafish en tant que modèle biologique. Ces résultats ont confirmé le potentiel prédictif du 

TOMOCOMD-CARDD. Parmi ces composés, le cyclocoumarol, a montré une activité anti-

inflammatoire prometteuse [196]. 



172 

 

 

Schéma 8 : Algorithme général utilisé pour avec le logiciel TOMOCOMD-CARDD pour 

dessiner les « training sets » et les « test sets » via l’analyse de clusters (k-MAC) (adapté 

selon [196]) 

Le cyclocoumarol est connu en thérapeutique pour ses propriétés anticoagulantes [197, 198]. 

Il est prescrit dès 1954 pour le traitement de l’infarctus du myocarde [199] et d’un point de 

vue structural, c’est un composé hétérocyclique comportant un noyau coumarin.  

Cette caractéristique chimique est d’autant plus intéressante car les molécules contenant un 

noyau coumarin sont décrits dans la littérature comme des molécules possédant un large 

spectre d’activités biologiques : anti-fongique [200-202], anti-bactérienne [203-205], 

antioxydante [206-208], anticoagulante [209-211], anti-malarique [212], antituberculeuse 

[208, 213-215], anti-neurodégénérative [210, 216], anti-virale [213, 217], anti-cancéreuse 

[203, 208, 214, 218-220], anti-inflammatoire [15, 221-224]. 

Compte tenu de notre intérêt à développer des analogues du cyclocoumarol, nous nous 

sommes intéressés aux coumarines issues de la famille des α-benzopyrones (1) (Figure 35). 

Ces coumarines sont classées en quatre sous-familles : les coumarines simples (ex : la 7-

hydroxycoumarine (2)) , les furanocoumarines (ex : le psoralène (3), et l’angélicine (4)), les 

pyranocoumarines (la séseline (5), le xanthyletine (6) et le cyclocoumarol (7a)), et les 

coumarines substituées par une pyrone (la warfarine, 8a) [219] (Figure 36). 
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Figure 36 : Structure chimique et numérotation IUPAC de la coumarine (α-benzopyrone) et 

les quatre sous-familles de la coumarine [219] 

La famille des pyranocoumarines dont fait partie le cyclocoumarol est très diverse. Ces 

composés peuvent être obtenus à partir de la 4-hydroxycoumarine (9a) par réaction d’addition 

de Michael [209, 225, 226], par réaction de cyclocondensation de Knoevenagel [227] ou par 

cyclisation de la warfarine [228].  

La voie A conduit à la formation de dérivés pyranocoumariniques (11) à partir d’une cétone α, 

β insaturée (10) en utilisant l’eau comme solvant suivie d’une cyclisation en milieu acide 

[209]. La voie B propose l’utilisation de cinnamonitrile (12) en milieu basique permettant 

d’accéder aux dérivés amino-pyranocoumarins correspondants (13) [229-231]. Outre la 

réaction de Michael, la cyclocondensation de Knoevenagel, médiée par des dérivés aldéhydes 

(14) et cyano (15) [227] permet également d’obtenir diverses aminopyranocoumarines (16) 

par une réaction « one-pot » (voie C). Une autre méthode, illustrée par la voie D concerne 

l’utilisation la warfarine (8a) en milieu acide, pour obtenir les pyranocoumarines 

correspondantes (17) [228] (Schéma 9). 
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Schéma 9 : Quelques exemples de synthèses de dérivés pyranocoumarins [209, 225] 

Tous ces analogues se sont montrés efficaces contre des problèmes de coagulation, 

cardiovasculaires et neurodégénératifs. Ils peuvent également être utilisés en tant 
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qu’insecticides ou sont décrits comme des intermédiaires de synthèse de produits naturels 

bioactifs ou de molécules à visée thérapeutique. [225, 232]. 

L’intérêt thérapeutique de ces molécules justifierait l’étude de nouvelles structures 

pyranocoumariniques dans le but d’explorer de nouvelles activités biologiques. Au cours de la 

thèse, nos efforts se sont portés sur la synthèse des analogues du cyclocoumarol. Bien qu’il 

existe de nombreuses méthodes pour synthétiser des pyranocoumarines [209, 225] peu de 

voies de synthèse ont été décrites pour préparer le cyclocoumarol. A notre connaissance, il 

n’y a pas d’étude qui se soit intéressée aux propriétés du cyclocoumarol (et de ses dérivés) en 

tant qu’inhibiteur de la COX-2. Ainsi, il nous a paru intéressant d’explorer cette structure afin 

d’orienter son activité vers une inhibition sélective de la COX-2. 

IV.2.2 Pharmacomodulation du cyclocoumarol 

Avec l’objectif de préparer des analogues du cyclocoumarol potentiellement anti-

inflammatoires, nous avons envisagé plusieurs modifications structurales. Ces modifications 

sont illustrées dans le Schéma 10. La fonctionnalisation des noyaux aromatiques par différents 

groupements permet l’introduction de divers substituants donneurs ou accepteurs pour créer 

des liaisons hydrogène ou des liaisons hydrophobes. Le remplacement du groupement 

méthoxy du motif acétal par un hydroxyle ou un éthoxy apporterait une diversité 

supplémentaire intéressante (Schéma 10). 

 

Schéma 10 : Optimisation structurale du cyclocoumarol 

Au début du projet de thèse, nous avons défini deux stratégies pour synthétiser de nouveaux 

analogues du cyclocoumarol (Schéma 11 et Schéma 12). La première stratégie proposée passe 
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par la fonctionnalisation du groupement phényle (pharmacomodulation 1) et la deuxième 

stratégie concerne la fonctionnalisation du noyau coumarin.  

La rétrosynthèse de la fonctionnalisation du groupement phényle est décrite sur le schéma 9. 

Le cyclocoumarol fonctionnalisé (7) proviendrait d’une addition de Michael conjuguée entre 

la 4-hydroxycoumarine (9a) et la cétone α, β insaturée (19) qui pourrait elle-même être 

synthétisée à partir des aldéhydes correspondants par réaction de Claisen-Schmidt [233-237] 

(Schéma 11). 
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Schéma 11 : Première stratégie de synthèse envisagée 

La deuxième série de molécules fonctionnalisées au niveau du noyau de la coumarine (20) 

pourrait être obtenue par une addition conjuguée de Michael à partir de la 4-

hydroxycoumarine fonctionnalisée (9). Cette dernière pourrait être obtenue à partir du dérivé 

1-(2-hydroxyphényl)éthanone (21) correspondant préparé par un réarrangement de Fries à 

partir de l’acétate de phényle (22) [221, 238-241] (Schéma 12). 

 

Schéma 12 : Deuxième stratégie de synthèse envisagée 

Au cours de cette thèse, nos efforts se sont particulièrement concentrés sur la première 

pharmacomodulation. Les résultats sont détaillés ci-après. 
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IV.3 Résultats et discussion 

IV.3.1 Synthèse 

La synthèse des dérivés du cyclocoumarol nécessite 3 étapes : la synthèse de benzalacétones 

fonctionnalisées, la préparation des warfarines correspondantes et la synthèse des analogues 

du cyclocoumarol. Pour chaque étape de synthèse, un rappel de la littérature sera évoqué puis 

les résultats expérimentaux seront présentés et analysés (Schéma 13).  

 

Schéma 13 : Synthèse des dérivés du cyclocoumarol 

IV.3.1.1 Synthèse de benzalacétones 

IV.3.1.1.1 Littérature 

Les benzalacétones sont des composés intéressants en chimie organique. Elles sont 

caractérisées par une fonction cétone α, β-insaturée. Leur réactivité se distingue par ce 

système conjugué qui en font des intermédiaires réactionnels bien connus, notamment pour la 

synthèse de molécules bioactives [209-211]. Ainsi les benzalacétones sont utilisées dans les 

synthèses de la warfarine (8a), une molécule commercialisée sous le nom de Coumadine®, et 

de l’acénocoumarol (24), un médicament connu sous le nom de Sintrom® .Ces deux 

molécules possèdent des propriétés anticoagulantes [209, 210] (Figure 37). 
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Figure 37 : Structure de la warfarine (8a) et de l’acénocoumarol (24) 

En général, la majorité des réactions développées pour préparer les benzalacétones concernent 

la réaction d’aldolisation. Cependant, d’autres méthodes utilisant en particulier des couplages 

pallado-catalysés, permettent d’obtenir des benzalacétones. Par la suite, quelques publications 

illustreront la synthèse de ces composés. Tout d’abord une méthode décrivant la réaction de 

Heck sera présentée puis des synthèses traduisant la réaction d’aldolisation seront décrites. 

Les synthèses qui seront présentées utilisent des catalyseurs particuliers, notamment des 

catalyseurs acides tels que les zéolites béta ou des acides aminés naturels comme la proline. 

Enfin, la réaction de Claisen-Schmidt sera présentée.  

Nishiwaki et collaborateurs [242] proposent en 2014, de former des benzalacétones par 

réaction de Heck. La méthode développée utilise du palladium (Pd) immobilisé sur une glace 

en verre. La réaction se fait en présence d’iodobenzène et de méthylvinyl cétone pendant 12 h 

à 120 °C. La benzalacétone (27) est obtenue avec 75% de rendement. Le cycle catalytique 

concerne l’addition oxydante de l’iodobenzène (Ph-I) (25) au Pd0 immobilisé sur le support de 

glace en verre, suivie par une réaction d’insertion de l’alcène (26) et une β élimination. Enfin 

une élimination réductrice médiée par la triéthylamine permet de régénérer le catalyseur. 

Cette méthode est également utilisée pour obtenir des nitriles conjugués [242] (Schéma 14). 

Ainsi à travers cette nouvelle méthode, la formation de sous-produits non désirés n’est pas 

observée contrairement à un chauffage classique. D’autre part, le catalyseur peut être réutilisé 

de nombreuses fois et les avantages d’immobiliser le Pd sur une glace en verre permettent 

d’assurer une stabilité du catalyseur vis-à-vis de l’air, un traitement de la réaction plus aisé et 

le prix peu coûteux de la glace de verre. 
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Schéma 14 : Réaction de Heck utilisant du palladium supporté sur une glace en verre [242] 

Lewis et collaborateurs [243] décrivent en 2015 la réaction d’aldolisation croisée entre 

l’acétone et différents aldéhydes aromatiques. Ils mettent au point une méthode catalytique de 

couplage carbone-carbone (C-C). Pour cela, ils utilisent des zéolites béta, des acides de Lewis, 

contenant dans leurs structures un métal (Hf, Sn ou Zr). La particularité de cette méthode est 

d’utiliser ces zéolites en tant que catalyseurs pour former la liaison C-C lors de la réaction 

d’aldolisation croisée. Ainsi, grâce à cette méthode, ils obtiennent les benzalacétones 

souhaitées avec des rendements variant de 19% à 94% selon l’acide de Lewis et l’aldéhyde de 

départ utilisés, en 5 h et avec une température de 90 °C. Le mécanisme supposé de la réaction 

est décrit dans le schéma suivant. Le métal (M) polarise le groupe carbonyle de l’acétone (28) 

rendant plus acide le proton situé en α. L’oxygène contenu dans la structure de la zéolite et 

qui est lié directement au métal capture l’hydrogène acide situé en α de l’acétone générant un 

énolate de cétone (29) qui réagit ensuite avec le benzaldéhyde (23a) pour former la liaison C-

C. L’hydrogène du groupe silanol (30) formé dans l’étape précédente est capturé par 

l’intermédiaire réactionnel et l’oxygène du silanolate se lie au métal permettant ainsi de 

régénérer le catalyseur acide et de libérer la β-hydroxycétone (31) qui après déshydratation 

forme la benzalacétone (19a) souhaitée (Schéma 15). 
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Schéma 15 : Synthèse de benzalacétones utilisant des zéolites en tant qu’acides de Lewis 

[243] 

Zhang et collaborateurs [244] décrivent aussi en 2015 la réaction d’aldolisation entre 

l’acétone et le benzaldéhyde pour préparer des benzalacétones en utilisant la L-proline (32) en 

tant qu’organocatalyseur supporté par de l’oxyde de graphène. La réaction est réalisée à 40 °C 

pendant 12 h et le produit souhaité est obtenu avec 92%. Le mécanisme de la réaction est 

expliqué par le caractère nucléophile de l’amine secondaire de l’acide aminé mais également 

par sa fonction acide qui joue le rôle d’acide/base dans la réaction (Schéma 13). La fonction 

amine de la proline réagit dans un premier temps avec l’acétone (28) pour former 

l’aminoalcool correspondant (33). La déshydratation de ce composé entraîne la formation de 

l’iminium (34) qui est par la suite déprotoné pour former l’ènamine (35). Cette ènamine réagit 

avec le benzaldéhyde (23a) pour conduire à la formation de l’iminium 37). L’état de transition 

36 montre une stabilisation de l’intermédiaire réactionnel grâce à l’hydrogène de la fonction 

acide carboxylique. L’hydratation du composé 37 mène au produit 38 qui subit une hydrolyse 

de l’aminol conduisant à la cétone β hydroxylée asymétrique (31). Enfin, une déshydratation 

de ce dernier composé permet d’obtenir la benzalacétone finale (19a) (Schéma 16). 
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Schéma 16 : Réaction d’aldolisation utilisant la proline comme organocatalyseur, supportée 

par de l’oxyde de graphène, 12 h à 40°C [244] 
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Malgré les avantages de la réaction d’aldolisation concernant la réutilisation du catalyseur, 

cette réaction requiert des temps de réaction longs (12 h). Cette réaction compte plusieurs 

aspects négatifs comme la préparation fastidieuse des catalyseurs ( c’est le cas des acides de 

Lewis de type zéolites qui nécessitent 10 h [243]), l’utilisation de catalyseurs onéreux tel que 

l’amberlyst-15 [245]. 

Ainsi, dans le but d’obtenir des benzalacétones d’une manière efficace, de nouvelles 

méthodes ne cessent d’être développées autour de la réaction de condensation aldolique. La 

réaction de Claisen-Schmidt (Schéma 17) décrite pour la première fois en 1881 en est un 

exemple [246]. Cette réaction concerne la condensation d’un aldéhyde aromatique (23a) avec 

un aldéhyde aliphatique ou une cétone en présence d’un milieu acide ou basique pour 

conduire à des cétones ou aldéhydes α, β-insaturées (42) [246] (Schéma 17). 
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Schéma 17 : Mécanisme de la réaction de Claisen-Schmidt en milieu basique [246] 

Cette réaction assure u8e grande sélectivité [246] (Schéma 17) et permet d’obtenir des 

molécules présentant une double liaison de configuration trans. Dans le cas de cétones 

dissymétriques, en milieu basique, c’est l’énolate le moins substitué qui va réagir sur 

l’aldéhyde aromatique, alors qu’en milieu acide c’est l’énol le plus substitué qui réagit. 

Cependant, cette réaction présente des inconvénients notamment la formation de sous-

produits due à la bis-condensation [247], à la dimérisation des aldéhydes aliphatiques [247], 

ou à la réaction de Cannizaro des aldéhydes aromatiques [246]. 

Pour contourner ces problèmes, la réaction de condensation de Claisen-Schmidt a été 

développée sous activation par micro-ondes [248] dans le but d’augmenter le rendement de la 

réaction, éviter la formation de sous-produits et diminuer les temps de réaction [246] qui dans 

certaines conditions, dépassent les 10 h [242] [244, 249]. Certaines études sous micro-ondes 

décrivent l’utilisation d’acides de Lewis (tel que AlCl3, TiCl4...) sans solvant [250], tandis que 
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d’autres utilisent la combinaison soude dans l’éthanol [248]. Kad et collaborateurs [251] ont 

proposé l’utilisation d’une solution aqueuse de NaOH pour réaliser la condensation de 

Claisen-Schmidt sous micro-ondes (150W, 10-15 min). Ils obtiennent les cétones α, β-

insaturées correspondantes avec des rendements variant entre 50-95% après recristallisation. 

Par ailleurs, des réactions de Claisen Schmidt ont été réalisées avec la technique de 

« grinding » : en écrasant au mortier des pastilles de NaOH en présence d’aldéhydes et de 

cétones pendant 5-10 min. Les cétones α, β-insaturées correspondantes sont obtenues avec un 

rendement de 75-85% après recristallisation [252] ou 96-98% après purification par 

chromatographie sur colonne [253]. 

Les méthodes de synthèse décrites dans la littérature pour préparer les benzalacétones 

nécessitent une étape de purification qui s’avère souvent fastidieuse à cause des sous-produits 

formés. 

IV.3.1.1.2 Expériences réalisées  

Dans le but de diminuer ces inconvénients, une nouvelle méthode a été développée au 

laboratoire [254]. Cette méthode s’est révélée plus avantageuse par rapport au chauffage 

conventionnel car le temps de réaction a été réduit, aucune étape de purification n’a été 

nécessaire et la formation de sous-produits issus de la bis-condensation n’est pas observée 

(Schéma 18). 

 

Schéma 18 : Réaction de formation de benzalacétones (44) et de dibenzalacétones (45) 

Dans un premier temps, inspirés par les travaux de Drake et collaborateurs [237], nous nous 

sommes intéressés à la synthèse de benzalacétones à température ambiante ou par activation 

thermique (40°C). Ces auteurs font réagir 1 équiv. de benzaldéhyde avec 2,75 équiv. 

d’acétone dans un milieu basique (NaOH 10%, 0,25 équiv.) pendant 2 h 15 min à température 

ambiante. Après distillation, ils obtiennent les benzalacétones souhaitées avec des rendements 

variant de 65-78%. Nous avons réalisé ce même protocole en divisant par 84 la quantité des 
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réactifs de départ (5 g au lieu de 420 g) et nous avons obtenu après plusieurs purifications sur 

colonne chromatographique le produit désiré avec un rendement évalué par RMN 1H de 45%. 

La différence de rendement avec celui décrit dans la littérature peut s’expliquer par la perte de 

produit au cours des différentes purifications.  

Dans un deuxième temps, inspirés par les travaux de Wurtz [255], nous avons fait réagir à 

température ambiante 1 équiv. de benzalacétone avec 13,6 équiv. d’acétone en milieu basique 

(NaOH, 60%, 1,5 équiv.). Le protocole propose de partir d’un dérivé de benzalacétone (1 

équiv.) dissout dans de l’acétone. Après 3 h 30 min de réaction et après plusieurs purifications 

sur colonne chromatographique, la benzalacétone attendue est obtenue avec 25% de 

rendement. La purification a été difficile du fait de la présence de la dibenzalacétone.  

En parallèle, nous avons étendu la réaction à d’autres aldéhydes aromatiques (4-Me-

benzaldéhyde, 4-t-Bu-benzaldéhyde, 4-OMe-benzaldéhyde, 4-F-benzaldéhyde, 4-Br-

benzaldéhyde). Les réactions ont duré entre 35 min et 2 h et la purification sur colonne 

chromatographique a toujours été nécessaire. Les benzalacétones correspondantes sont 

obtenues avec des rendements compris entre 61% et 96% comportant toujours la présence de 

la dibenzalacétone à hauteur de 4% à 39%. De plus, lorsque ces réactions sont réalisées à 

l’échelle de 1g, les rendements varient de 25-73%, avec la formation de sous-produits. 

Malheureusement cette méthode a montré des inconvénients majeurs tels que la formation des 

produits secondaires issus de la condensation de la benzalacétone formée avec l’aldéhyde de 

départ (composé 45) ou la réaction de la benzalacétone formée avec l’acétone (composé 46). 

La formation de ces sous-produits rend la purification fastidieuse. Les mécanismes de 

formation de ces composés sont illustrés sur le Schéma 19. 
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Schéma 19 : Mécanismes de formation des sous-produits 45 et 46 

Dans le but d’améliorer le temps et les rendements de réaction, d’éviter la formation de 

produits secondaires et les étapes de purification fastidieuses, nous nous sommes intéressés à 

développer cette réaction par activation sous micro-ondes, le laboratoire disposant d’une 

grande expérience dans l’utilisation de cette méthode d’activation. 

Dans un premier temps, la réaction a été réalisée à 300 W, 10 min à 40 °C sur une échelle de 

50 mg pour le réactif de départ, le benzaldéhyde. La température a été choisie selon les tests 

réalisés par chauffage classique et la puissance selon la littérature [251]. Pour optimiser les 

conditions sous micro-ondes, un suivi par CCM et GC a été réalisé chaque 10 min pendant 1h. 

Une analyse du spectre RMN 1H du produit brut obtenu après un simple work-up, (détaillé 

dans le publication ci-après) nous a permis de confirmer la présence et la pureté du produit 

final.  



186 

 

Dans un deuxième temps, nous avons testé des conditions opératoires à différentes valeurs de 

puissance (5W, 10W, 50W). Les meilleurs résultats ont été obtenus avec 5W pendant 15 min 

à 40°C. L’utilisation d’une puissance relativement faible donne de l’originalité à cette 

méthode car les études similaires d’aldolisation décrites dans la littérature, utilisent bien 

souvent des puissances très élevées de l’ordre de 150-300W [251]. 

Afin d’éviter la présence récurrente de sous-produits, un suivi plus fin du temps de réaction a 

été effectué. Le meilleur compromis entre la transformation du produit de départ et la 

minimisation des sous-produits a été obtenu avec 5W et 10 min à 40°C.  

Nous nous sommes intéressés à l’influence de la température sur le temps de réaction et sur la 

pureté du produit final. Pour cela, nous avons réalisé un nouvel essai à 50°C, pendant 5 min à 

5W. Les résultats montrent la formation de la benzalacétone désirée avec quelques traces de 

benzaldéhyde de départ. Un dernier essai a été réalisé à 50°C pendant 10 min. La GC, la CCM 

et la RMN 1H confirment la formation du produit désiré avec un rendement quantitatif. 

Ainsi, les conditions optimisées sous activation par micro-ondes utilisant le benzaldéhyde 

comme référence, sont : 5 W, 50 °C, 10 min. (Tableau 9 et Tableau 10). Les résultats détaillés 

sont illustrés dans le texte de la publication (voir p 189) [254]). 

La réaction a été étendue à divers aldéhydes en tenant compte de ces conditions optimisées et 

la pureté et le rendement des produits ont été déterminés par RMN 1H. 

La numérotation des dérivés de benzalacétones qui suivent reprend la numérotation de la  

publication SpringerPlus, 2015, 4 : 221, 1-5 

Ainsi, les dérivés alkylés tels que la 4-Me, la 4-tert-butyl benzalacétones (2b et 2c) sont 

obtenus avec des rendements quantitatifs. Néanmoins, pour le composé 4-tert-butylé, 15 min 

de réaction sont nécessaires pour obtenir ce rendement quantitatif. Par ailleurs, les dérivés 

halogénés sont également obtenus quantitativement (ex : 3-Cl-benzalacétone, 2g). Cependant 

pour les dérivés fluorés et bromés (2d et 2e) il a été nécessaire de réduire la température à 40 

°C pour obtenir les produits bruts correspondants sans produits secondaires. Les dérivés 

fonctionnalisés avec 4-OMe (2f) et 3,4-di-OMe (2j) sont aussi formés quantitativement en 

utilisant les conditions optimisées. Néanmoins, pour le dérivé 3,4-di-OMe benzalacétone sa 

formation nécessite 25 min. Le dérivé aromatique naphtalènique (2l) est également obtenu de 

manière quantitative en 20 min. Les benzalacétones nitrées (2h) et trifluorométhylées (2i) sont 
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obtenues avec 70% et 80% de rendement respectivement. La réaction avec le benzaldéhyde 

nitré nécessite une puissance de 10W, aucune réaction n’étant observée avec une puissance de 

5W. La diminution du rendement s’explique par la formation de la dibenzalacétone 

correspondante. En effet, le caractère électroattracteur de ces substituants positionnés en para 

rend le carbonyle de l’aldéhyde plus électrophile et favorise la formation de la 

dibenzalacétone. Ce sous-produit secondaire non souhaité est présent à hauteur de 30% et de 

20% pour le dérivé nitré et trifluorométhylé respectivement. Enfin, pour le dérivé 2-NO2, 5-Cl 

(2k), le produit est obtenu au bout de 25 min de réaction avec un rendement de 88% dont 12% 

de produit de départ qui n’a pas réagi. Aucune formation de produit secondaire n’a été 

observée.  

La réaction a été réalisée à une échelle de 500 mg pour le benzaldéhyde et ses analogues 

méthylé, bromé et méthoxy. Dans tous les cas, les benzalacétones correspondantes sont 

obtenues de manière quantitative.  

La méthode sous activation micro-ondes mise en place permet d’obtenir les benzalacétones 

fonctionnalisées avec des temps de réaction courts variant entre 10-15 min. Aucune étape de 

purification n’est requise car seul un work-up classique est nécessaire. Les benzalacétones 

sont obtenues quantitativement sans produit secondaire sauf pour les aldéhydes 

fonctionnalisés avec des groupements électroattracteurs (CF3 et NO2). Enfin le procédé a pu 

être étendu à des échelles 10 fois plus importantes avec des résultats prometteurs. (Tableau 9 

et Tableau 10,).  
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Entrée 
(aldéhyde 1)  

R 

Chauffage 

classique 

(Temp/°C, 

Temps/h) 

Ratio 

(%)b 

2           3 

Produitc 

(Rdt %) 
Entrée 

Conditions MW 

(Puissance,Temp/°C, 

Temps/min) 

Ratio (%)b 

2        3 

Produitc 

(Rdt %) 

1 (1a) 4-H 20 °C, 1 h 92 8 2a (85) 9 5 W, 50 °C, 10 min 100 0 2a (100) 

2  40 °C, 0.35 h 90 10 2a (82) 10 5 W, 50 °C, 15 mind 100 0 2a (100) 

3 (1b) 4-Me 20°C, 2 h 93 7 2b (73) 11 5 W, 50 °C, 10 min 100 0 2b (96) 

4  40°C, 1.5 h 95 5 2b (77) 12 5 W, 50 °C, 15 mind 100 0 2b (98) 

5 (1c) 4-t-Bu 40°C, 1.1 h 85 5 2c (70) 13 5 W, 50 °C, 15 min 100 0 2c (100) 

6 (1d) 4-F 40 °C, 1.5 h 82 18 2d (42) 14 5 W, 40°C, 10 min 100 0 2d (80) 

7 (1e) 4-Br 40 °C, 2 h 61 39 2e (12) 15 5 W, 40°C, 10 min 100 0 2e (79) 

      16 5 W, 40 °C, 15 mind 100 0 2e (85) 

8 (1f) 4-OMe 40 °C, 1.5 h 96 4 2f (43) 17 5 W, 50°C, 15 min 100 0 2f (100) 

      18 5 W, 50 °C, 35 mind 100 0 2f (100) 

a Réactions réalisées avec une échelle 50 mg, b Ratio déterminé par 1H RMN, c Rendement isolé après le work-up. La pureté a été contrôlée 
par 1H RMN, d Réactions réalisées avec une échelle 500 mg  

Tableau 9 : Résultats de la réaction de Claisen-Schmidt dans la synthèse de benzalacétones 

fonctionnalisées sous chauffage conventionnel et sous activation micro-ondes [254] 

Entrée (aldéhyde 1) R Conditions MW 

(Puisance/W,Temp/°C, Temps/min) 

Ratio (%)b 

2           3 

Produit c 

(Yield %) 

1 (1g) 3-Cl  5 W, 50 °C, 10 min 100 0 2g (85) 

2 (1h) 4-NO2  10 W, 50°C, 10 min 70 30 2h (46) 

3 (1i) 4-CF3  5 W, 50°C, 10 min 80 20 2i (77) 

4 (1j) 3,4-di-OMe  50 W, 50 °C, 25 min 100 0 2j (98) 

5 (1k) 2-NO2, 5-Cl  5W, 50 °C, 25 min 88d 0 2k (90) 

6 (1l) phenyl 5W, 50 °C, 20 min 100 0 2l (100) 

a Réactions réalisées avec une échelle 50 mg, b Ratio déterminé par 1H RMN, c Rendement isolé après le work-up. La pureté a été contrôlée 
par 1H RMN, d 12% d’aldéhyde de départ n‘a pas réagi 

Tableau 10 : Extension de la réaction de Claisen-Schmidt sous micro-ondes à d’autres 

benzaldéhydes [254] 
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IV.3.1.2 Synthèse de la warfarine et de ses dérivés 

IV.3.1.2.1 Littérature 

Utilisée depuis les années 1950 pour ses propriétés anticoagulantes [256], la warfarine 

(Coumadine ®) reste la molécule la plus prescrite à travers le monde [257, 258]. La warfarine 

est caractérisée par une fonction delta hydroxyle cétone et présente deux énantiomères 

majoritaires [257, 259]. La (S)-warfarine possède une activité anticoagulante 5 fois plus 

importante que son énantiomère R [259]. Le mécanisme de l’activité anticoagulante 

s’explique par l’inhibition de la vitamine K époxyde réductase, une enzyme importante dans 

le processus d’activation des facteurs de coagulation [257, 259]. 

Addition 1,4 de Michael 

La synthèse de la warfarine passant par la réaction d’addition 1,4 de Michael est la méthode la 

plus décrite dans la littérature. Plusieurs méthodes ont été développées utilisant des conditions 

acides, basiques ou des réactifs chiraux. Ces méthodes préconisent la préparation de 

warfarines en utilisant l’eau comme solvant. La première synthèse a été décrite par Ikawa en 

1944 [235] : celui-ci propose une réaction de condensation de type 1,4 Michael entre la 4-

hydroxycoumarine et des cétones α, β insaturées (19). Ces réactifs sont chauffés au reflux 

dans l’eau pendant 12 h. Après recristallisation, la warfarine (8a) est obtenue, avec un 

rendement de 48% (conditions A, Schéma 20). Plus récemment, Manolov et collaborateurs 

[260] décrivent la synthèse de la 4-chloro warfarine à partir de la 4-hydroxycoumarine et la 4-

chloro benzalacétone à reflux dans l’eau. Au bout de 14 h, la 4-chloro warfarine (51a) est 

obtenue, après recristallisation, avec un rendement de 75% [260] (conditions A, Schéma 20). 

En 2003, ces auteurs améliorent leur protocole [261], en utilisant du chlorure de 

benzyltriethylammonium comme agent de transfert de phase. Ces nouvelles conditions 

opératoires permettent de diminuer le temps de réaction à 6 h avec des rendements nettement 

améliorés de 93%. 

D’autres synthèses via l’addition 1,4 de Michael ont été décrites en utilisant des bases en 

quantité catalytique tels que la triéthylamine [262, 263]. Ainsi, Barker et collaborateurs ont 

développé en 1971, une synthèse de dérivés de la warfarine à partir de di-hydroxycoumarines 

(9) et benzalacétone (19). La réaction est maintenue au reflux dans l’eau avec 5 % mole de 

triéthylamine pendant 8h. La 5-hydroxywarfarine (51b) est obtenue après recristallisation 

avec un rendement de 70% [262]. La 6-benzyloxywarfarine (51c) a été obtenue avec 80% de 
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rendement, après deux jours de réaction, en utilisant 50% mole de triéthylamine [262] 

(conditions B, Schéma 20).   

 

Schéma 20 : Synthèses proposées pour préparer la warfarine. Conditions A : Groupes 

d’Ikawa et de Manolov [235, 260, 261]. Conditions B : Groupe de Barker [262] 

La synthèse énantiosélective de la warfarine a été également décrite en utilisant des amines 

chirales ou des acides aminés naturels en tant qu’organocatalyseurs asymétriques [263]. La 

réaction d’addition de Michael a lieu via un intermédiaire de type énamine préparé à partir des 

catalyseurs et de la 4-hydroxycoumarine. Dans une première procédure, les 4-

énaminecoumarines chirales correspondantes (52) et la benzalacétone (19a) sont mises en 

réaction, en présence d’une quantité catalytique d’acide para toluène sulfonique (APTS) à 

température ambiante pendant 14 h. Les warfarines énantiomériquement enrichies (8a) sont 

obtenues avec des rendements variant de 22% à 31%. Une seconde méthode concerne 

l’utilisation de conditions basiques. Les 4-énaminecoumarines (52) sont traitées avec du LDA, 

à -78°C pendant 40 min puis sont ajoutées à une solution de benzalacétone activée avec un 

acide de Lewis (TMSCl, ZnCl2, MgCl2, ou LiCl). Après 4 h de réaction et après purification, 

les warfarines correspondantes (8a) sont obtenues avec des rendements variant de 58% à 71% 

et des excès énantiomérique (R ou S) compris entre 51 et 68% (Schéma 21). 
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Schéma 21 : Voies de synthèses pour l’obtention de la warfarine proposées par le groupe de 

Demir [263] 

En 2012, Dong et collaborateurs [258] ont décrit une réaction de Michael entre la 4-

hydroxycoumarine (9a) et une cétones α,β insaturée (53) en présence de l’acide 4-méthyl 

benzoïque (20% mole) et d’un catalyseur de type phosphinamide (20% mole, (S,S)-54). La 

réaction est réalisée dans le toluène, à température ambiante, pendant 72 h. Plusieurs dérivés 

de la warfarine (55) ont été obtenus avec des rendements variant de 12% à 99% et des excès 

énantiomériques entre 83% à 96% [258] (Schéma 22). 

 

Schéma 22 : Méthode de synthèse énantiosélective de la warfarine et de ses dérivés selon 

Dong et collaborateurs [258] 

Kim et collaborateurs [264] ont développé une autre méthode de synthèse utilisant également 

des catalyseurs chiraux pour obtenir la (R)-warfarine. Par rapport à la méthode précédente, 

plusieurs différences sont à noter, notamment l’utilisation de diamines chirales (10% mole, 

56) comme catalyseurs et 10 équiv. d’acide acétique. La réaction est réalisée dans le THF, à 
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température ambiante, pendant 24 h. Ainsi, dans ces conditions, la (R)-warfarine ((R)-8a) est 

isolée après purification par chromatographie sur colonne chirale, avec un rendement de 99% 

et un excès énantiomérique de 92% (Schéma 23) [264]. 

 

Schéma 23 : Méthode de synthèse de la warfarine utilisant des diamines chirales proposée 

par Kim et collaborateurs [264] 

Le groupe de Halland [265], propose une autre synthèse énantiosélective de la warfarine en 

utilisant des imidazolines en tant que catalyseurs. La réaction est réalisée avec 10% de 

catalyseur, dans le dichlorométhane, à température ambiante. Au bout de 6 jours de réaction et 

en utilisant le catalyseur 57 (Schéma 21), la (R)-warfarine ((R)-8a) est obtenue, après 

purification par chromatographie sur colonne chirale, avec un rendement de 96% et un excès 

énantiomérique de 82% [265]. Les mêmes auteurs ont utilisé la (S)-proline, en tant que 

catalyseur (50 % mole) dans le DMSO. Après 15 h de réaction, la warfarine est obtenue avec 

85% de rendement avec une perte totale de l’énantiosélectivité [265] (Schéma 24). 

 

Schéma 24 : Méthode de synthèse de la warfarine utilisant des imidazolines chirales (57) 

proposée par Halland et collaborateurs [265] 
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Autres méthodes 

Hormis l’addition 1,4 de Michael largement préconisée pour la synthèse de la warfarine, il 

existe aussi d’autres réactions permettant d’accéder à cette molécule. La synthèse de la 

warfarine et de ses analogues a notamment été décrite en utilisant des catalyseurs non 

asymétriques tel que FeCl3.6 H2O [266]. Kischel et collaborateurs ont développé une méthode 

permettant de réaliser la réaction d’alkylation des composés 1,3 dicarbonylés, catalysée par 

FeCl3.6 H2O (58). La 4-hydroxycoumarine (9a) et la benzalacétone (19a) sont mises en 

réaction en présence de 5% mole de catalyseur dans le 1,2 dichloroéthane à 80°C. Après 20 h, 

la warfarine (8a) est obtenue avec 42% de rendement. Cette nouvelle méthode se révèle être 

particulièrement avantageuse du fait de l’utilisation d’un catalyseur peu coûteux et 

respectueux de l’environnement, des conditions douces (chauffage léger) et l’obtention de 

bons rendements [266] (Schéma 25). 

 

Schéma 25 : Voie de synthèse de la warfarine proposée par Kischel et collaborateurs [266] 

Cravotto et collaborateurs [267] ont décrit la réaction de Knoevenagel-hétero-Diels-Alder 

pour la synthèse énantiosélective de warfarines. Le protocole concerne deux étapes : la 

réaction de cycloaddition et l’étape d’hydrolyse. La première étape caractérise la réaction one-

pot de trois composés impliquant la réaction de Knoevenagel entre la 4-hydroxycoumarine 

(9a) et un dérivé de benzaldéhyde (H, 4-Cl, ou 4-NO2). Puis le composé formé in situ réagit 

avec un diénophile substitué par un auxiliaire chiral (tel que le groupement menthyle) via la 

réaction d’hétero-Diels-Alder. La seconde étape concerne l’hydrolyse en milieu acide de 

l’auxiliaire chiral qui mène à la formation énantiosélective de la warfarine et de ses analogues 

chloré et nitré avec 61, 56 et 59% de rendements respectivement et des excès énatiomériques 

supérieurs à 93% [267] (Schéma 26). 
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Schéma 26 : Réaction tandem de Knoevenagel-hétero-Diels-Alder proposé par Cravotto et 

collaborateurs [267] pour obtenir la warfarine et ses dérivés 

Il existe donc une grande diversité de méthodes pour la synthèse de la warfarine et de ses 

analogues. Certaines de ces méthodes ont servi d’inspiration pour nos travaux de recherche, 

dans la synthèse de warfarines fonctionnalisées. 

IV.3.1.2.2 Expériences réalisées 

Pour synthétiser la warfarine et ses analogues, nous avons particulièrement privilégié les 

méthodes préconisant l’addition 1,4 de Michael à partir de la 4-hydroxycoumarine (9a) et des 

benzalacétones correspondants. Nos efforts se sont d’avantage concentrés dans la synthèse de 

la warfarine racémique en utilisant des conditions acides, basiques ou neutres et dans certains 

cas en utilisant des énamines en tant qu’intermédiaires de synthèse. 

Les premières tentatives ont impliqué des conditions acides. La 4-hydroxycoumarine étant 

insoluble dans de nombreux solvants organiques, nous avons utilisé le THF, le DMF ou l’eau 

comme solvants afin d’assurer un milieu réactionnel homogène. 

Inspirés par le protocole d’Ikawa et collaborateurs [235] nous avons mis en réaction un 

mélange équimolaire de 4-hydroxycoumarine (9a) et de benzalacétone (19a) en présence 

d’1,1 équiv. de HCl 4% au reflux dans le THF, pendant 7 jours. Après traitement, on observe 
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la dégradation des produits (conditions A, Schéma 27). Un autre essai a été réalisé en utilisant 

le DMF comme solvant. Après 7 jours de réaction, on observe la dégradation du milieu 

réactionnel. (conditions B, Schéma 27). Une nouvelle tentative a été réalisée basée sur la 

méthode Kim et collaborateurs [264]. Nous avons utilisé 10 équiv. d’acide acétique dans un 

mélange équimolaire de réactifs de départ dans le THF, à reflux. Après 11 jours de réaction 

on observe la présence de la benzalacétone de départ (conditions C, Schéma 27). Les 

conditions en milieu acide n’ont pas permis d’accéder à la warfarine souhaitée. Compte tenu 

de ces résultats, nous avons réalisé des essais dans des conditions basiques. 

 

Schéma 27 : Synthèses de la warfarine en conditions acides 

Inspirés par les travaux de Demir et collaborateurs [263], nous avons utilisé 1,2 équiv. de 

LDA et la 4-Me-benzalacétone (19b) pour tester sa réactivité vis-à-vis de la benzalacétone 

nue. La réaction est réalisée à -78 °C dans le THF anhydre pendant 1 h, puis 2h à température 

ambiante. L’analyse par RMN 1H du produit brut indique la présence des deux réactifs de 

départ (conditions D, Schéma 28).  
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Schéma 28 : Synthèses de la warfarine en conditions basiques 

Un autre essai impliquant un intermédiaire de type énamine a été testé en se basant sur les 

protocoles de Demir et collaborateurs [263], et Chavan et collaborateurs [268]. En adaptant 

les conditions décrites par Chavan et collaborateurs [268], la synthèse des énamines à partir 

de la 4-hydroxycoumarine et des amines (morpholine et pipéridine) a été réalisée par 

activation sous micro-ondes (300W, 120°C, 10 min). Les énamines correspondantes (63a, 

63b) sont obtenues avec 63% et 21% de rendement respectivement. 

Une fois les énamines de la 4-hydroxycoumarine synthétisées, nous avons ajouté 1 équiv. de 

benzalacétone en présence de 10% mole d’APTS. La réaction est réalisée à température 

ambiante, dans le méthanol. Après 5 jours de réaction, on observe la présence des réactifs de 

départ (conditions E, Schéma 29). Le même résultat est obtenu avec l’énamine issue de la 

pipéridine en présence de ZnCl2 dans le méthanol (conditions F, Schéma 29).  

 

Schéma 29 : Synthèses de la warfarine à partir  de 4-énaminecoumarines  
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Au vue de ces résultats et en s’appuyant sur les travaux d’Ikawa [235] et Manolov [260], la 4-

hydroxycoumarine (9a) et la benzalacétone (19a) sont mises en réaction au reflux dans l’eau 

pendant de 2 jours. Après purification, la warfarine (8a) est obtenue en mélange avec sa forme 

cyclisée avec un rendement de 3% (conditions G, Schéma 30). Ce faible rendement peut 

s’expliquer par des étapes de purifications fastidieuses.  

 

Schéma 30 : Synthèses de la warfarine en conditions neutres 

Etant donné que pour bon nombre de réactions décrites précédemment, des dégradations de 

produits étaient observées, quelques réactions ont été reprises et réalisées sous micro-ondes. 

Les essais réalisés sous micro-ondes ont été suivis par chromatographie sur couche mince 

(CCM) et par chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectroscopie de masse 

(GC/MS). Malheureusement, les différentes tentatives réalisées par activation sous micro-

ondes n’ont pas permis d’observer la formation du produit désiré. Deux exemples sont décrits 

dans le schéma suivant (Schéma 31). 

 

Schéma 31 : Tentatives de synthèse de warfarine réalisées sous activation micro-ondes 
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Nous avons décidé de reprendre la synthèse décrite par Ikawa concernant la synthèse de la 

warfarine dans l’eau [235]. Pour ce faire, un mélange équimolaire de la 4-hydroxycoumarine 

(9a) et de la benzalacétone (19a) est chauffé à reflux dans l’eau (0,4 M). Le mélange est agité 

pendant 12 h jusqu’à l’apparition d’une gomme puis est refroidi à 0 °C. Après purification, le 

produit (8a) est obtenu avec 33% de rendement. (conditions J, Schéma 32). La réaction a été 

réalisée à plus grande échelle (x 10). Dans ce cas, le produit désiré (8a) est obtenu avec un 

rendement RMN 1H de 63% (conditions K, Schéma 32). Nous avons ensuite étudié 

l’influence de la concentration du milieu réactionnel sur le rendement de la réaction. Un essai 

avec une concentration plus élevée de 0,6 M a été réalisé. La warfarine est obtenue avec un 

rendement déterminé par RMN 1H de 61% (conditions L, Schéma 32). La différence de 

rendement étant quasiment négligeable, nous avons par la suite décidé de poursuivre la 

réaction avec une concentration de 0,6 M pour des commodités de manipulation. En effet, 

avec un milieu réactionnel plus concentrée, la gomme formée est plus compacte permettant 

par la suite une étape d’extraction plus aisée. En s’appuyant sur les travaux de Barker et 

collaborateurs [262], qui préconisent l’utilisation de la triéthylamine en quantité catalytique 

(5% ou 50% mole) pour obtenir plusieurs dérivés de la warfarine, nous avons décidé d’ajouter 

la N, N diisopropyléthylamine (DIPEA, pKa = 11,4) légèrement plus encombrée que la 

triéthylamine (pKa = 10,7). Ainsi, un nouvel essai a été réalisé avec 0,05 équiv. de DIPEA. 

Au bout de 2 jours de réaction, et après purification, la warfarine est obtenue avec un 

rendement de 94% (conditions M, Schéma 32). Ainsi, cette méthode est d’autant plus 

valorisante puisque à notre connaissance aucune étude dans la littérature ne relate l’utilisation 

de la DIPEA (5% mole) pour préparer les analogues de la warfarine dans l’eau via l’addition 

de Michael (Schéma 33). 
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Schéma 32 : Voie de synthèse de la warfarine (8a) dans l’eau à partir de la 4-

hydroxycoumarine (9a) et de benzalacétone (19a) 
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Schéma 33: Mécanisme proposé pour l’addition 1,4 de Michael en présence de 5% mole de 

DIPEA 

Ainsi d’après ces résultats, les conditions optimales pour réaliser cette réaction correspondent 

à un mélange équimolaire de 4-hydroxycoumarine (9a) et de benzalacétone (19a) en présence 

de DIPEA à 5% molaire, à reflux dans l’eau (0,6 M). Par la suite, plusieurs dérivés de la 

warfarine ont été synthétisés en suivant ces conditions (Schéma 34). 
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Schéma 34 : Synthèse des dérivés de la warfarine (8b-g) utilisant la 4-hydroxycoumarine (9a) 

et les benzalacétones correspondantes (19b-g) 

Les dérivés de warfarines ont été synthétisés en partant de la 4-hydroxycoumarine et des 

benzalacétones fonctionnalisées préalablement obtenues (Schéma 34). En ce qui concerne les 

benzalacétones substituées par des groupements alkyles, la warfarine (8b) substituée par un 

groupement méthyle est obtenue au bout de 4 h de réaction avec un rendement de 47%. 

L’analogue alkylé de la t-Bu warfarine (8c) est obtenu avec un rendement de 56% au bout de 

48 h de réaction. En introduisant un atome de fluor, la warfarine correspondante est obtenue 

avec un rendement de 21%. Ces conditions n’ont pas été optimisées et il aurait pu être 

intéressant d’allonger le temps de réaction de 24 h à 48 h. La 4-OMe warfarine (8d) est 

obtenue avec un rendement de 81% au bout de 48 h de réaction. Ici, le caractère 

électrodonneur du groupement méthoxy ne semble pas être un obstacle à l’addition 1,4 de 

Michael. La synthèse de warfarine contenant des groupements électroattracteurs est aussi 

intéressante. Ces groupements positionnés en para du phényle de l’accepteur de Michael 

favorisent l’addition 1,4 en augmentant l’électrophilie de la position β de la cétone α, β 

insaturée. La 4-NO2 warfarine (8g) est obtenue avec un très bon rendement de 96% au bout de 

18 h de réaction, tandis que le dérivé trifluorométhylé (8f) est obtenu avec un rendement de 

40% au bout de 48 h de réaction. Cette différence pourrait s’expliquer par la perte de produit 

pendant l’étape d’extraction. Cette étape s’est avérée très fastidieuse car une grande partie du 

produit attendu reste en phase aqueuse. 
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Ainsi l’addition 1,4 de Michael entre la 4-hydroxycoumarine et diverses benzalacétones ont 

permis d’obtenir des warfarines fonctionnalisées, intermédiaires clés pour préparer les 

cyclocoumarols correspondants. 

IV.3.1.3 Synthèse des dérivés du cyclocoumarol 

IV.3.1.3.1 Littérature 

La synthèse du cyclocoumarol n’est pas très décrite dans la littérature. Il existe principalement 

deux grandes méthodes pour préparer ce composé : une stratégie « one-pot » via des réactions 

d’addition 1,4 de Michael ou d’hétéro-Diels-Alder, ou la cyclisation en milieu acide de la 

warfarine correspondante. Par la suite quelques méthodes vont être détaillées. 

Différents travaux décrivent l’obtention du cyclocoumarol [225, 267], par une méthode « one-

pot » sans isoler la warfarine intermédiaire. Parmi celles-ci, Obach et collaborateurs [233] 

proposent la synthèse du cyclocoumarol et de ses analogues à partir d’1.6 équiv. de 4-

hydroxycoumarine (9a) et d’1 équiv. de benzalacétone (19a) au reflux du méthanol. Les 

temps de réaction s’échelonnent de 18 h à 3 jours avec des rendements variant de 40% à 71% 

[233]. 

Cravotto et collaborateurs [269] ont développé en 2001 une approche péricyclique 

énantiosélective permettant d’accéder à une chimiothèque de composés de type 

pyranocoumarine utilisant la réaction hétéro-Diels-Alder [269]. La réaction est développée à 

partir de la 4-hydroxycoumarine (9a), des aldéhydes aromatiques (43) et des alcènes riches 

(68) en électrons dans le dioxane à 90°C en utilisant le diacétate d’éthylènediammonium (59) 

en tant que catalyseur. Les pyranocoumarines (69) sont obtenues avec des rendements variant 

de 30% à 83% selon les substituants de départ choisis. Le cyclocoumarol est obtenu, après 

purification, avec un rendement de 83% et est en équilibre avec la warfarine. Les autres 

analogues formés correspondent aux dérivés du cyclocoumarol (Schéma 35). 
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Schéma 35 : Synthèse « one-pot » permettant d’obtenir le cyclocoumarol en passant par la 

réaction hétéro-Diels-Alder 

La plupart des méthodes de synthèse du cyclocoumarol concerne la cyclisation de la warfarine 

[209].  

Ikawa et collaborateurs [235] décrivent en 1944 la cyclisation de la warfarine (8a) en 

présence d’une quantité catalytique d’HCl 4% au reflux du méthanol. Après 15 min de 

réaction, le produit recristallisé est obtenu avec 83% de rendement (Conditions A, Schéma 36) 

[235]. 

Trois ans plus tard, Stahmann en collaboration avec Ikawa et Link, démontrent l’efficacité de 

cette méthode en synthétisant une librairie de composés 3,4 dihydropyranocoumarines [236]. 

En 1950, Link et collaborateurs [270] propose d’obtenir la forme acétylée du cyclocoumarol 

en traitant la warfarine avec un mélange d’anhydride acétique et de l’acide perchlorique en 

tant que catalyseur acide. Le composé désiré est obtenu avec un rendement faible de 16% 

[270] (Conditions B, Schéma 36). 
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Schéma 36 : Synthèse de pyranocoumarines par chauffage au reflux ou irradiation sous MW 

Obach et collaborateurs [233] proposent aussi la synthèse de la warfarine (8a) à partir d’une 

solution méthanolique d’acide chlorhydrique (HCl / MeOH) au reflux. Au bout de 17 h - 22 h, 

les dérivés de cyclocoumarol (17) sont obtenus avec des rendements compris entre 73% à 

90% [233] (Conditions C, Schéma 36). 

En 2006, Shahzadi et collaborateurs [271] décrivent l’obtention du cyclocoumarol à partir de 

la warfarine dans du méthanol anhydre. Après 3 h de réaction, le cyclocoumarol est obtenu 

quantitativement sous forme de cristaux (Conditions D, Schéma 36). 

Ainsi, pour obtenir le cyclocoumarol, les méthodes utilisant la warfarine en tant 

qu’intermédiaire préconisent l’utilisation d’un catalyseur acide dans le méthanol. Néanmoins 

la plupart des réactions sont longues. Aussi l’idée d’utiliser l’activation sous micro-ondes 

pour réduire le temps de réaction a été explorée. 

C’est ainsi que l’équipe de Krstic propose en 2002, de former le cyclocoumarol sous 

activation micro-ondes en utilisant la montmorillonite K-10 en tant que catalyseur acide. En 

effet, ce réactif offre de nombreux avantages : il a des propriétés non-corrosives, c’est un 

acide fort, peu coûteux et non toxique. Il est également utilisé dans des conditions de réactions 

douces, sans précautions particulières pour l’introduire dans le milieu réactionnel. Le work-up 
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consistant d’une simple filtration permet de récupérer le catalyseur et de le réutiliser. La 

cyclisation de la warfarine est réalisée dans le méthanol en utilisant les conditions micro-

ondes suivantes : 900 W, 65°C, 2 min. Le cyclocoumarol est obtenu, après cristallisation, 

avec un rendement de 90% (Conditions E1, Schéma 36). Par ailleurs, en utilisant l’éthanol 

comme solvant, le dérivé éthoxy du cyclocoumarol est obtenu avec 67% de rendement [272] 

(Conditions E2, Schéma 36). 

En 2007, Singh et collaborateurs [273] développent aussi une méthode sous activation micro-

ondes utilisant la montmorillonite KSF en tant que catalyseur acide dans le méthanol. Ce 

réactif présente des avantages similaires à la montmorillonite K-10. Les conditions 

opératoires mises au point par les auteurs permettent d’obtenir le cyclocoumarol avec des 

temps d’irradiation relativement courts (560 W, 65°C, 5 min). Après cristallisation, le 

cyclocoumarol est obtenu avec 92% de rendement (Conditions F, Schéma 36). 

L’ensemble des méthodes décrites dans ce paragraphe a été résumé dans le schéma suivant 

(Schéma 37) :  

 

Schéma 37 : Les 2 principales voies de synthèses permettant d’accéder au cyclocoumarol  

Après avoir décrit quelques méthodes issues de la littérature, permettant de synthétiser le 

cyclocoumarol, nous détaillerons ensuite, les expériences réalisées au laboratoire et 

discuterons des résultats obtenus. 
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IV.3.1.3.2 Expériences réalisées 

Dans le cadre de ma thèse, nous avons réalisé, dans un premier temps, les méthodes de 

synthèse « one-pot » afin de nous affranchir de l’isolement de la warfarine. Les principales 

conditions opératoires sont résumées dans le Tableau 11 :  

 

Conditions 9a 

nb équiv. 
R R1 Solvant Acide durée 

Rdt 
17 

Rdt 
8a 

Rdt 
70 

Rdt 
9a 

A 1,6 H OMe MeOH 
HCl 3N 

0,6 équiv. 
6 j 0 - 

Mélange  
22 : 78 

B ʺ ʺ ʺ ʺ ʺ 3 j 0 - 49 45 

C ʺ ʺ ʺ ʺ 
HCl 4% 
4 équiv. 

9 j 18 - prés - 

D 1 ʺ ʺ ʺ 
HCl 4% 

1,6 équiv. 
20 j 16 - - - 

E 1,3 ʺ ʺ ʺ 
HCl 4% 
30 équiv. 

9 j 17 - prés - 

F ʺ ʺ ʺ ʺ 
HCl 4% 
20 équiv. 

27 h 39 3 - - 

G 1,6 Me OMe MeOH 
HCl 4% 
1 équiv. 17 j 31 - - - 

H ʺ F OMe MeOH ʺ 10 j 15 - - - 
I 1 Me OEt EtOH ʺ 17 j 15 traces - - 

Tableau 11 : Conditions opératoires utilisées pour la synthèse « one-pot » du cyclocoumarol 

(17) en présence d’1 équiv. de benzalacétone (19).(- : non observé, Rdt : rendement déterminé 

par RMN 1H, prés = présence) 

Le mécanisme de formation du cyclocoumarol est proposé ci-dessous (Schéma 38) :  
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Schéma 38 : Mécanisme de l’addition 1,4 de Michael permettant de former le cyclocoumarol 

« one-pot » 

Pour les premiers essais nous nous sommes inspirés sur le protocole d’Obach et collaborateurs 

[233] en partant d’1,6 équiv. de 4-hydroxycoumarine (9a) et d’1 équiv. de benzalacétone 

(19a) au reflux d’une solution d’acide chlorhydrique 3 N dans le méthanol (0,6 équiv, 16 

mL). Au bout de 6 jours de réaction et après purification sur colonne chromatographique, 

nous obtenons un mélange de 4-hydroxycoumarine (9a) et de 4-OMe coumarine (70), 78 : 22 

(conditions A, Tableau 11). La formation de la 4-OMe coumarine pourrait s’expliquer par une 

réaction d’addition du méthanol sur la forme cétonique de la 4-hydroxycoumarine (75) 

conduisant à un hémiacétal intermédiaire (76) (Schéma 39). 

 

Schéma 39 : Mécanisme proposé pour la formation de la 4-OMe coumarine  

La formation de ce produit secondaire non souhaité diminue la quantité de la 4-

hydroxycoumarine qui réagit avec la benzalacétone. Pour éviter sa formation, nous avons 
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diminué le temps de réaction dans un nouvel essai. Au bout de 3 jours de réaction, le produit 

purifié est un mélange contenant 45% de la 4-hydroxycoumarine, 4% de benzalacétone et 

49% de 4-OMe coumarine (conditions B, Tableau 11). D’après ces résultats, le facteur temps 

n’empêche pas la formation de ce produit secondaire.  

Aussi, nous avons décidé de réaliser la réaction en utilisant de l’acide chlorhydrique 4% selon 

les conditions d’Ikawa et collaborateurs [235] : 1,6 équiv. de 4-hydroxycoumarine (9a) et 1 

équiv. de benzalacétone (19a) en présence d’HCl 4% sont chauffés au reflux du méthanol. 

Nous avons ajouté 1 équiv d’HCl 4 % au début de la réaction, puis après suivi GC et CCM 

indiquant la présence des réactifs de départ, nous avons ajouté 3 équiv. d’acide. Au bout de 9 

jours de réaction, et après purification, nous obtenons le cyclocoumarol en mélange avec la 4-

OMe coumarine. Le rendement total de la réaction est de 18% (conditions C, Tableau 11).  

A partir de ces premiers résultats encourageants, nous avons étudié l’influence du nombre 

d’équivalents de la 4-hydroxycoumarine (9a). En effet, en diminuant la quantité de 4-

hydroxycoumarine, nous nous attendions à réduire la formation de 4-OMe coumarine. En 

partant d’un mélange équimolaire de réactifs de départ et en présence d’HCl 4%, la réaction 

est réalisée au reflux du méthanol. Au bout de 20 jours de réaction et après ajout total de 1,6 

équiv de l’acide, nous obtenons le cyclocoumarol en mélange avec la benzalacétone. Le 

rendement total de la réaction est de 16% (conditions D, Tableau 11).  

Ce dernier résultat nous indique qu’une quantité de benzalacétone n’a pas réagi. Aussi, nous 

avons réitéré la réaction en partant d’un léger excès de 4-hydroxycoumarine (1,3 équiv.), au 

reflux du méthanol. Cette fois-ci, en s’accordant au résultat de l’essai antérieur, 2 équiv d’HCl 

4% sont ajoutés dès le début de la réaction. Puis, en fonction des résultats du suivi CCM et 

GC, de l’acide est rajouté au fur et à mesure jusqu’à la consommation des produits. Au bout 

de 9 jours de réaction et après ajout total de 30 équiv d’acide, le produit brut est récupéré et 

purifié par colonne chromatographique. Nous obtenons le cyclocoumarol en mélange avec la 

benzalacétone et la 4-hydroxycoumarine. Le rendement total de la réaction est de 17% 

(conditions E, Tableau 11). 

Au vu de ce résultat, nous avons réalisé un dernier essai à partir de 1,3 équiv. de 4-

hydroxycoumarine (9a) et d’1 équiv. de benzalacétone (19a) en présence de 20 équiv d’HCl 

4%. Au bout de 27 h de reflux dans le méthanol, et après purification, nous obtenons un 
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mélange de cyclocoumarol et de benzalacétone et nous avons pu isoler la warfarine (3%). Le 

rendement de la réaction est de 39% pour le cyclocoumarol (conditions F, Tableau 11).  

Compte tenus de ces résultats, nous comprenons que la réaction n’est pas totale malgré la 

quantité d’acide ajoutée progressivement. Le problème majeur réside dans les purifications 

qui sont fastidieuses car bien que le produit final soit bien formé, son isolement reste difficile. 

Dans la suite de l’optimisation nous nous sommes intéressés à la préparation des dérivés du 

cyclocoumarol contenant un groupe méthylé, fluoré et groupement éthoxy. Pour cela, nous 

nous sommes basés sur les protocoles d’Obach [233], d’Ikawa [235]. 1 équiv. de 4-Me 

benzalacétone et 1, 6 équiv. de 4-hydroxycoumarine ont été mis en réaction en présence d’1 

équiv. d’HCl 4%, au reflux du méthanol. Au bout de 17 jours de réaction, et après 

purification, nous obtenons un mélange avec 4-Me benzalacétone (31%) (conditions G, 

Tableau 11).  

A son tour, le dérivé fluoré est obtenu avec un rendement de 15% après 10 jours de réaction. 

(conditions H, Tableau 11). Pour le dérivé éthoxylé, en adaptant le protocole d’Ikawa [235], 

la réaction d’un mélange équimolaire de benzalacétone (9a) et de 4-hydroxycoumarine (19a) 

a été réalisée en présence d’1 équiv. d’HCl 4 %, au reflux de l’éthanol. Le produit désiré est 

obtenu après 17 jours de réaction, en mélange avec la benzalacétone de départ. Le rendement 

de la réaction est de 15 % (conditions I, Tableau 11). 

Les essais réalisés au reflux ne sont pas concluants. De plus, les temps de réaction sont longs 

et peuvent atteindre les 20 jours. Pour contourner cet inconvénient, quelques essais sous 

activation micro-ondes ont été réalisés. 

Différentes conditions opératoires ont été testées et sont illustrées dans le Tableau 12. Nous 

sommes parvenus à isoler le cyclocoumarol méthylé avec 36% de rendement au bout de 3 h 

30 min sous activation micro-ondes (200W, 60°C, 200°C, conditions E, Tableau 12). 
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Conditions 9a 
nb équiv. 

R MW Acide durée Rdt 
7 

Rdt 
70 

A 1,6 H 150W, 60°C 
HCl 4% 
4 équiv. 

1 h05 min 0 prés 

B ʺ ʺ 300W, 60°C 
HCl 4% 
40 équiv. 

2 h35 min 0 prés 

C 1 ʺ 
300W à 200W 
100°C à 60°C 

HCl 4% 
1 équiv. et 

Montmorillonite 
K10 1 équiv. 

2 h 9 - 

D ʺ ʺ 150W à 300W 
115°C à 170°C 

HCl 4% 
1 équiv. 

4 h35 min 9 - 

E 1,6 Me 
200W 

60°C à 200°C 
HCl 4% 
1 équiv. 

3 h30 min 36 - 

F 1,6 F 60W, 60°C 
HCl 4% 
2 équiv. 

2 h20 min traces - 

Tableau 12 : Conditions opératoires utilisées pour la synthèse « one-pot » du cyclocoumarol 

par irradiation sous micro-ondes (7) en présence d’1 équiv. de benzalacétone (19).(- : non 

observé, Rdt : rendement déterminé par RMN 1H, prés = présence) 

Les méthodes précédemment décrites pour obtenir le cyclocoumarol par des synthèses « one-

pot » se sont révélées inefficaces. Nous avons décidé de réaliser la synthèse du cyclocoumarol 

et de ses analogues à partir des warfarines correspondantes. Inspirés par les travaux d’Ikawa 

[235], nous avons effectué un premier essai à partir de 21 mg de réactif de départ en présence 

de 0.38 g d’HCl 4% dans le méthanol. Au bout d’1 h de réaction au reflux, le cyclocoumarol 

est obtenu avec un rendement déterminé par RMN 1H de 74% et ce résultat est en accord avec 

ceux reportés dans la littérature [235]. 

Au vue de ces résultats très encourageants, nous avons étendu ces conditions à la synthèse 

d’analogues du cyclocoumarol (Schéma 40). Il faut noter qu’au cours de la cyclisation un 

centre stéréogène supplémentaire se forme. Quatre stéréoisomères possibles sont donc 

envisageables. Selon l’analyse RMN 1H, nous observons 2 diastéréoisomères. Cependant, à ce 

stade, il n’est pas possible de les quantifier par RMN, le cyclocoumarol étant en équilibre 

avec sa forme ouverte en solution. Par la suite, les diastéréoisomères ont été purifiés par 

chromatographie flash et caractérisés séparemment par RMN 1H. Leurs analyses RMN et 

leurs caractérisations par rayons X seront décrits dans le chapitre suivant. Par la suite, nous 

nommerons le diastéréoisomère majoritaire, dia 1 et le diastéréoisomère minoritaire, dia 2. 

La synthèse du cyclocoumarol a été reproduite en partant de 100 mg de warfarine. Le 

cyclocoumarol est formé au bout de 23 h de réaction. Après purification sur colonne 

chromatographique, nous isolons 53% du dia 1 et 9% du dia 2. Pour les dérivés alkylés, le 4-

Me cyclocoumarol est obtenu, après 31 h de réaction, avec un rendement de 46% pour le dia 1 
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et 13% pour le dia 2. Pour le dérivé 4-t-Bu cyclocoumarol, le temps de réaction est de 52 h. 

Néanmoins, le cyclocoumarol correspondant est isolé avec un rendement de 57% pour le dia 

1 et 16% pour le dia 2. Le cyclocoumarol méthoxylé est obtenu au bout de 66 h avec un 

rendement de 63%. Les diastéréoisomères n’ont pas pu être séparés. Le cyclocoumarol fluoré 

est obtenu en 31 h de réaction avec un rapport dia 1 : dia 2 de 44 : 19. Enfin pour les dérivés 

comportant des groupements électroattracteurs (NO2 et CF3), les temps de réactions sont 

quasi-similaires, 22 h et 23 h respectivement. Ainsi, le dérivé nitré est isolé avec 64% de 

rendement pour le dia 1 et avec 12% de rendement pour le dia 2. Alors que le dérivé 

trifluorométhylé est obtenu avec 38% de rendement pour le dia 1 et avec 8% de rendement 

pour le dia 2. Pour ce dernier, la purification a été fastidieuse justifiant ainsi les faibles 

rendements obtenus (Schéma 40). 

 

 

 

 

 

 
(* rendements calculés par RMN 1H). 

Schéma 40 : Synthèse des dérivés du cyclocoumarol (7 a-g) à partir des warfarines 

correspondantes (8 a-g, 1 équiv., 100mg)  

Les résultats obtenus par cyclisation au reflux ne font pas ressortir de modification 

significative de réactivité ou séléctivité en fonction du substituant R présent sur le noyau 

phényle. 

Composés 
(8) 

R Temps (h) 
*Rendement 7 (%) 
Dia 1 Dia 2 

a H 23 53 9 
b Me 31 46 13 
c t-Bu 52 57 16 
d OMe 66 63 
e F 31 44 19 
f CF3 23 38 8 
g NO2 22 64 12 
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Au vu des temps de réaction longs pour obtenir les dérivés de cyclocoumarol, un dernier essai 

a été réalisé sous micro-ondes en nous inspirant du protocole de Krstic et collaborateurs [272]. 

La réaction a été effectuée en présence de montmorillonite K-10, à 300 W, 65°C, pendant 5 

min. L’analyse du suivi CCM a montré qu’au bout de 30 min de réaction, la conversion de la 

warfarine en cyclocoumarol est quasi-totale. Ici, pour des raisons de temps, la réaction n’a pas 

été traitée ni purifiée. En perspective, il serait intéressant, de mettre au point les conditions 

sous activation micro-ondes pour réaliser la synthèse des dérivés de cyclocoumarol à partir 

des wafarines correspondantes.  

IV.3.1.3.3 Analyses RMN 1H et caractérisations par rayons X  

Le cyclocoumarol peut exister sous deux formes diastéréoisomériques (12S,14S)/(12R,14R) et 

(12S,14R)/(12R,14S). Valente et collaborateurs soulignent qu’en solution le cyclocoumarol 

peut exister en équilibre dynamique avec sa forme ouverte, la warfarine. Valente et 

collaborateurs [274] (Schéma 41). 

 

Schéma 41 : Les différentes formes tautomériques de la warfarine (forme ouverte et 2 

diastéréoisomères cycliques)  

Nous avons effectué une analyse par rayons X (Figure 38). Nos résultats sont en accord avec 

les données de la littérature [274]. Dans le cas du diastéreoisomère minoritaire (dia 2), la 

forme diastéreoisomèrique sous forme d’un couple d’énantiomères observée est : 

(12S,14R)/(12R,14S). A l'état solide le dia 2 possède une conformation préférentielle sous 

forme de demi-chaise dans laquelle les groupements phényle et méthoxy sont disposés en 

pseudoaxial et axial respectivement. 
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Figure 38 : Structure rayons X du diastéréoisomère minoritaire (H14éq) du cyclocoumarol 

L’existence de cette forme minoritaire peut s’expliquer par une stabilité relative d’un 

arrangement spatial inhabituel entre l’oxygène du groupement OMe de la fonction acétalique 

et le carbone 15 (2,923 Å). Ceci est le résultat d’interactions dipolaires entre les deux atomes 

d’oxygène lié au carbone 12, interactions que l’on peut comparer à l'effet anomérique présent 

dans la chimie des sucres (Figure 39) [274, 275]. 

 

Figure 39 : Influence des oxygènes de la fonction acétal sur l’arrangement spatial du dia 2 

(adapté selon Clayden et collaborateurs [275]) 

Dans le cas du diastéréoisomère majoritaire (dia 1), nous observons les énantiomères 

(12S,14S)/(12R,14R). Parmi les conformations demi-chaises possibles, seule la structure dans 

laquelle les groupements phényle et méthyle sont positionnés en pseudoéquatorial et 

équatorial respectivement est cohérente avec la valeur des constantes de couplage calculées 

par RMN. A la différence du dia 2, aucune interaction particulière entre l’oxygène du 

groupement OMe de la fonction acétalique et le carbone 15 n’est observée. Cette 

conformation de demi-chaise s’explique en considérant les effets stériques et dipolaires.  
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Figure 40 : Structure de rayons X du diastéréoisomère majoritaire (H14ax) du cyclocoumarol 

Le spectre RMN 1H de chacun de ces deux diastéréoisomères montre des déplacements 

chimiques caractéristiques, permettant de distinguer aisément la configuration de la forme 

majoritaire de celle minoritaire. Pour le diastéréoisomère majoritaire, l’analyse RMN du 

système ABX montre que les protons diastéréotopes H1 et H2 en position 13 couplent entre 

eux et chacun de ces protons couplent avec le proton benzylique en position 14 (H14ax sera 

noté Hax). Chaque signal est donc représenté par un doublet de doublet. Avec un 

spectromètre de 350 MHz, le signal de H2 est caractérisé à 2,01 ppm . Ce proton couple avec 

H1 avec une constante de couplage de JH2-H1 = 14,0 Hz, et avec Hax avec une constante de 

couplage de JH2-Hax = 11,8 Hz. Le proton H1 signalé à 2,52 ppm présente un couplage avec 

Hax (JH1-Hax = 6,9 Hz.). Le proton benzylique présente un déplacement chimique de 4,16 ppm 

et couple avec les deux protons diastéréotopiques H1 et H2 (JHax-H1 = 6,9 et JHax-H2 = 11,8 Hz) 

(Schéma 42). 
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Schéma 42 : Spectre RMN 1H du diastéréoisomère majoritaire du cyclocoumarol 

Pour le diastéréoisomère minoritaire, les mêmes couplages sont retrouvés en considérant le 

proton benzylique en position équatoriale (H14éq sera noté Héq). Le proton H2 à 2,38 ppm 

couple avec H1 avec une constante de couplage de JH2-H1 = 14.0 Hz, et avec proton 

benzylique en équatorial avec une constante de couplage de JH2-Heq= 7.4 Hz. Le proton H1 est 

signalé à 2,52 ppm présente un couplage avec Heq (JH1-Heq = 3.8 Hz.). Enfin, à 4,19 ppm, se 

trouve le signal du proton Heq. Ce dernier couple avec les deux protons diastéréotopes H1 et 

H2 (JHeq-H1 = 3.7 et JHeq-H2 = 7.2 Hz) (Schéma 43). 



221 

 

 

 

Schéma 43 : Spectre RMN 1H du diastéréoisomère minoritaire du cyclocoumarol 



222 

 

Après avoir obtenu, les dérivés du cyclocoumarol, les diastéréoisomères majoritaires ont par 

la suite été testés biologiquement afin d’évaluer leur activité inhibitrice sur COX-2. 

IV.3.2 Résultats des tests biologiques 

Les études biologiques ont été réalisées dans l’équipe du Pr Bertrand Liagre à la Faculté de 

Pharmacie de Limoges, dans le Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles (EA 1069). 

Dans le cadre de ma thèse, l’activité inhibitrice sur COX-2 a été évaluée sur les 

diastéréoisomères majoritaires des analogues du cyclocoumarol synthétisés. Cette activité a 

été déterminée par inhibition de la production de PGE2, la prostaglandine majoritairement 

surproduite en cas d’inflammation. Les résultats obtenus sont décrits dans la Figure 41 et le 

Tableau 13.  

La synthèse de PGE2 est évaluée après pré-traitement par les agents pharmacologiques à 10 

µM pendant 2 h puis traitement par le LPS (10 ng/mL) pendant 24 h. Les cellules Raw 264.7 

sont ensemencées à 2.105 cellules/puits pendant 24 h puis traitées comme décrit 

précédemment. Les taux de PGE2 sont déterminés à partir des surnageants de culture à l’aide 

d’un kit EIA (Cayman Chemical). Les résultats sont exprimés par la moyenne ± l’écart type 

de 8 expériences indépendantes. Le NS-398, inhibiteur spécifique de la cyclooxygénase-2, a 

été utilisé comme molécule de référence [276]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



223 

 

Composés Structures % inhibition de PGE2 

NS-398 

 

88 

7a 

 

50 

7b 

 

60 

7c 

 

52 

7d 

 

79 

7e 

 

48 

7f 

 

31 

7g 

 

0 

Tableau 13 : Inhibition de la production de PGE2 stimulée par le LPS par l’action d’agents 

pharmacologiques dans les cellules Raw 264.7 
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Figure 41 : Résultats obtenus lors de l’évaluation de l’inhibition sur COX-2 des analogues du 

cyclocoumarol synthétisés 

Le composé présentant la plus forte inhibition de la synthèse de PGE2 est le composé 7d avec 

une inhibition de PGE2 proche de la molécule de référence, NS-398. (79% et 88% d’inhibition 

respectivement). L’ensemble des molécules testées présente une activité inhibitrice de l’ordre 

de 50% d’inhibition (7a, 7b, 7c, 7e). Le composé (7f) se révèle être un faible inhibiteur de 

COX-2 (31% d’inhibition) tandis que (7g) ne présente aucune inhibition sur la synthèse de 

PGE2 (Tableau 13). 

Après avoir déterminé l’effet inhibiteur sur COX-2, l’un des critères importants était 

d’évaluer la sélectivité COX-2 vis-à-vis de COX-1. En effet, des molécules non sélectives 

sont connues pour avoir des effets secondaires affectant notamment le système 

gastrointestinal. Ainsi, le potentiel d’inhibition de COX-1 de nos composés a été testé (Figure 

42) : pour cela aucune source d’inflammation (LPS) n’a été introduite dans le milieu 

permettant ainsi de mesurer le taux de production de la PGE2 synthétisée par COX-1 et la 

conséquence sur la sélectivité (Figure 42). La synthèse de PGE2 est évaluée après traitement 

par les agents pharmacologiques à 10 µM pendant 24 h en déprivation de sérum (1%) (activité 

COX-1). Les cellules Raw 264.7 sont ensemencées à 2.105 cellules/puits pendant 24 h puis 

traitées comme décrit précédemment. Les taux de PGE2 sont déterminés à partir des 
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surnageants de culture à l’aide d’un kit EIA (Cayman Chemical). Les résultats sont exprimés 

par la moyenne ± l’écart type de 6 expériences indépendantes (Figure 42). 

 

Figure 42 : Résultats obtenus lors de l’évaluation de la sélectivité de COX-2 vis-à-vis de 

COX-1 

Les molécules testées ne démontrent aucune inhibition significative vis-à-vis de COX-1. Cela 

conforte les résultats obtenus précédemment et démontrent que le composé 7d présente à la 

fois une bonne inhibition et une bonne séléctivité pour COX-2. 

A partir de la molécule la plus prometteuse de la série (7d, cyclocoumarol méthoxylé) nous 

nous sommes ensuite intéressés au critère de dose-réponse dans l’idée de déterminer si la 

molécule présentait une inhibition de COX-2 plus importante en fonction de la concentration 

testée. Le composé (7d) a été testé à 4 doses différentes : 1µM, 5 µM, 10 µM, 20 µM. (Figure 

43) et le NS-398 a été, une nouvelle fois, prise comme molécule de référence. La synthèse de 

PGE2 est évaluée après pré-traitement par les agents pharmacologiques (1-20 µM) pendant 2 

h puis traitement par le LPS (10 ng/mL) pendant 24h. Les cellules Raw 264.7 sont 

ensemencées à 2.105 cellules/puits pendant 24h puis traitées comme décrit précédemment. Les 

taux de PGE2 sont déterminés à partir des surnageants de culture à l’aide d’un kit EIA 

(Cayman Chemical). Les résultats sont exprimés par la moyenne ± l’écart type de 6 

expériences indépendantes. 
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Figure 43 : Résultats obtenus pendant l’étude dose-effet 

Quatre expériences aux concentrations différentes ont été menées (1 µM, 5 µM, 10 µM, 20 

µM). A 1 µM, on note une inhibition faible de 3 et 11% pour 7d et NS-398 respectivement. A 

5 µM l’inhibition reste moyenne (45% et 61% pour 7d et NS-398 respectivement). A 10 et 20 

µM l’inhibition est très intéressante : 7d révèle une inhibition de 79% et 89% respectivement, 

tandis que NS-398 démontre une inhibition de 88% à 10 µM et de 94% à 20 µM. Ainsi, à 20 

µM, la molécule synthétisée 7d révèle une inhibition proche de la molécule de référence. 

(Tableau 14). D’après ces expériences, il semble que 7d présente une inhibition dose-

dépendante. 

 

Dose (µM) 
% inhibition de PGE2 

NS-398 7d 

1 11,0 3,0 
5 61 45 

10 88 79 
20 94 89 

Tableau 14 : Inhibition de la production de PGE2 stimulée par le LPS par l’action d’agents 

pharmacologiques dans les cellules Raw 264.7 à des doses différentes 

Les tests biologiques montrent que la plupart des molécules synthétisées possède une activité 

inhibitrice de COX-2 sans présenter une inhibition significative sur COX-1. Dans cette série, 

une molécule se détache tout particulièrement, le cyclocoumarol méthoxylé (7d), et se révèle 

être une nouvelle molécule sélective de COX-2 avec une inhibition dose-dépendante. 
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IV.3.3 Utilisation de la modélisation moléculaire pour guider la 

recherche d’inhibiteurs sélectifs de COX-2 

La démarche adoptée suit les étapes décrites dans le schéma suivant (Schéma 44) :  

 

Schéma 44 : Les différentes étapes réalisées lors des études de modélisation moléculaire 

IV.3.3.1 Détermination des modes de liaison des inhibiteurs connus de la COX-

2 

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés au mode de liaison des inhibiteurs 

connus de COX-2 dans le site actif de la protéine pour identifier les interactions importantes 

pouvant expliquer l’inhibition de l’activité de COX-2. 
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Pour cela, nous avons utilisé des structures de protéines co-cristallisées avec des inhibiteurs 

de COX-2. Ces structures sont disponibles dans la PDB (Protein Data Bank). La PDB contient 

47 structures de COX-2 provenant de la souris (dont 3 apo : 5COX, 5FDQ, 4RRY) et 6 issues 

de l’homme (très récemment élucidées) (cf Tableau dans Partie expérimentale). Toutes les 

études décrites dans ce paragraphe ont été réalisées avant que les structures humaines ne 

soient disponibles, seuls les résultats des structures provenant de la souris seront donc 

présentés. 

En utilisant les logiciels de visualisation Pymol et Chimera, nous avons identifié 

manuellement les acides aminés de la COX-2 impliqués dans des liaisons hydrogène avec les 

inhibiteurs. Parmi les acides aminés retrouvés lors de cette étude, certains avaient déjà été 

identifiés dans la littérature [35] par des études de mutagénèse dirigée. A partir des 38 

structures, 10 modes de liaison distincts ont été mis en évidence. Et parmi ces 10 modes de 

liaison, 2 sont très largement majoritaires puisque partagés par respectivement 16 et 11 

ligands. Le premier mode de liaison majoritaire est caractérisé par l’établissement de liaisons 

hydrogène ou électrostatiques avec les résidus Arg 120 et Tyr 355. Les ligands des structures 

3PGH, 3HS7, 3KRK, 3NT1, 3NTB, 3MDL, 3OLU, 3QH0, 3QMO, 3Q7D, 3RR3, 3NTG, 

4E1G, 4FM5, 4RSO et 4COX possèdent ce mode de liaison. Dans le second mode de liaison 

majoritaire, le ligand établit des liaisons hydrogène avec les résidus, Ser 530 et Tyr 385. Les 

ligands des structures de COX-2 1CVU, 1PXX, 3HS5, 3HS6, 3OLT, 3LN0, 3MQE, 4OTY, 

4RRW, 4RRZ, 4RUT adoptent ce mode de liaison. De plus, les ligands des 6 structures de 

COX-2 humaines récemment élucidées présentent aussi ce mode de liaison. Par ailleurs, pour 

les 8 derniers modes de liaison mis en évidence, le nombre de ligands répondant à ces 

différents modes diminue significativement. En effet, il y a entre 1 à 3 ligands qui 

correspondent à ces modes de liaison (Tableau 15). 
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PDB a.a. essentiels Représentation des différentes modes de liaison 
3PGH 
3HS7 
3KRK 
3NT1 
3NTB 
3MDL 
3OLU 
3QH0 
3QMO 
3Q7D 
3RR3 
3NTG 
4E1G 
4FM5 
4RSO 
4COX 

 

R120 et Y355 
(liaisons H ou 

électrostatiques) 

 

1CVU 
1PXX 
3HS5 
3HS6 
3OLT 
3LN0 
3MQE 
4OTY 
4RRW 
4RRZ 
4RUT 

S530 et Y385 
(liaisons H) 

 

4M10 
4M11 
4Z0L 

S530, R120 
(liaisons H) 
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1CX2 
6COX 

H90 et R513 
(liaisons H ou 

électrostatiques) 

 

1DDX 
Y355, W387 
(liaisons H) 
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3LN1 
H90, R513, S353, 

Q192, L352, 
F518 (liaisons H). 

 

3TZI L531(liaisons H) 

 

4PH9 
R121, Y356 
(liaisons H) 
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4OTJ 
K83, R120, Y355, 

Y115, S119 
(liaisons H) 

 

4RRX 
S530, Y348, 

Y385 (liaisons H) 

 

Tableau 15 : Les 10 modes de liaison des structures de COX-2 décrites dans la PDB. (rose : 

interactions hydrophobes, bleu : liaisons hydrogène) 

IV.3.3.2 Génération des pharmacophores sélectifs de COX-2 

IV.3.3.2.1 Littérature 

A partir des molécules sélectives de COX-2 tels que le célécoxib et le rofécoxib des études in 

silico ont été menées dans le but d’identifier de nouvelles structures sélectives de COX-2. 

Parmi ces études, quelques modèles pharmacophoriques (sélectifs) de COX-2 ont été élucidés. 

Quelques exemples sont donnés par la suite. 

Ainsi en 2006, Michaux et collaborateurs [277] élucident un pharmacophore sélectif de COX-

2 en utilisant le logiciel Catalyst et la méthode « structure-based ». A partir de la structure de 

16 composés co-cristallisés sélectifs de COX-2, un modèle pharmacophorique a été généré. 

Ce modèle  est composé d’un HBA (A), 2 groupes hydrophobes (H) et d’un cycle aromatique 

(R) (Figure 44). De plus, 44 volumes d’exclusion ont été ajoutés représentant les acides 

aminés les plus représentatifs du site actif de COX-2. Un criblage virtuel contre la base de 
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Maybridge a identifié 300 hits. Après différents filtrages, notamment en utilisant des filtres 

ADME-Tox et des études de docking, 8 molécules ont été sélectionnées et testées 

biologiquement. Parmi ces 8 composés, 5 présentaient une activité intéressante. 

 

 

Figure 44 : Pharmacophore sélectif de COX-2 généré par Catalyst : en bleu, les groupements 

hydrophobes (H), en vert, les HBA (A) et en rouge le cycle aromatique (R) [277] 

En 2014, Temml et collaborateurs [278] proposent des modèles pharmacophoriques 

« structure-based » non sélectifs de COX-1 et COX-2, générés avec LigandScout. En tout, 9 

modèles pharmacophoriques pour COX-2 ont été générés, puis filtrés à l’aide d’inhibiteurs 

connus de COX-2 extraits de la DUD et de la ChEMBL pour ne conserver que 5 modèles 

pharmacophoriques. Après criblage virtuel et tests expérimentaux, 3 modèles 

pharmacophoriques non sélectifs de COX-2 ont été validés.  

D’autres pharmacophores sélectifs de COX-2 ont été construits et décrits dans la littérature 

(Tableau 16). 
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Méthodes 

Pharmacophores sélectifs de 
COX-2 

(nb de points 
pharmacophoriques) 
Image et nb de points 
pharmacophoriques 

Ligands Logiciels Résultats Ref 

Docking basé sur 

les 

pharmacophores 

et scrrening 

 

Modèle pharmacophorique : 
2HBD (violet), 2HBA 

(vert), 1H (bleu) et 1RA 
(orange) (image) 

 

 

24 

Programme de 
génération de 

pharmacophores : 
HypoGen 

Base de données 
pour le screening : 

InterBioscreen 
synthetic 

Programmes de 
docking : 

CDOCKER, 
GOLD 

 

4 composés 
intéressants 

révélés 
[279] 

Docking et 

pharmacophore 

énergétique (E-

pharmacophore) 

 

Modèle pharmacophorique : 
1 charge negative, 2 cycles 

aromatiques 
43 

Génération de 
pharmacophores : 

Phase 
Docking : Glide 

Attribution d’une 
valeur énergétique 

à chaque point 
pharmacophorique 

2 composés 
intéressants 

révélés 
[280] 

Pharmacophore 

à partir de 

composés connus 

(COX-2 

inhibitors) 

 

Modèle pharmacophorique : 
3 groupes hydrophobes et 

1HBA 
4 

Génération de 
pharmacophores : 

Catalyst 
Docking : DOCK 

6.0 

2 composés 
intéressants 

révélés 
[281] 

Pharmacophore 

à partir de 

composés connus 

(COX-2 

inhibitors) 

 

Modèle pharmacophorique : 
1HBA (A), 2 groupes 

hydrophobes (H), 1 cycle 
aromatique (R) et 44 

volumes d’exclusion, non 
représentés (image) 

 
 

 
 

16 

Génération de 
pharmacophores : 

Catalyst 
Docking : GOLD 
Base de données 

pour le screening : 
Maybrigde 

 

5 composés 
intéressants 

révélés 
[277] 
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Pharmacophore 

à partir de 

composés connus 

(COX-2 

inhibitors) 

Modèle pharmacophorique : 
1 atome S (orange), 2 cycles 

aromatiques (orange), 1 
volume exclusion (grise) 

(image) 

 

3 

Génération de 
pharmacophores : 

Catalyst 
 

1 composé 
intéressant 

révélé 
[282] 

Tableau 16 : Pharmacophores sélectifs de COX-2 décrits dans la littérature (étude exhaustive 

en utilisant les mots clés : « selectives pharmacophores COX-2 », recherche Scinfinder, 

17/09/2016) 

IV.3.3.2.2 Expériences réalisées 

L’objectif de notre étude est de générer un ou plusieurs modèles pharmacophoriques sélectifs 

de COX-2 pouvant être utilisés en criblage virtuel dans le but de trouver de nouveaux 

composés potentiellement sélectifs de COX-2. De plus, ces pharmacophores peuvent nous 

permettre de déterminer si les composés synthétisés au laboratoire partagent un 

pharmacophore commun avec les inhibiteurs connus pour prédire leur potentiel d’inhibition 

de COX-2. 

IV.3.3.2.2.1  « Structure-based » 

Dans un premier temps, en utilisant l’approche « structure-based » du logiciel LigandScout, 

nous avons généré les pharmacophores à partir de 38 structures de la PDB co-cristallisées 

avec des inhibiteurs.  

Ils présentent entre 1 et 4 groupements hydrophobes, 1 et 2 groupements HBA et certains 

contiennent en plus 1 groupement NI ou 1 groupement HBD (voir Tableau 23 annexe). Ces 

pharmacophores ont été criblés contre la chimiothèque des molécules synthétisées. 

Malheureusement, aucune molécule synthétisée n’a été identifiée comme hit lors de ce 

criblage.  

Ensuite ces pharmacophores ont été criblés avec la chimiothèque de la DUD_E afin de voir 

parmi les molécules « actives » (hautement sélectives) de cette base lesquelles répondaient 

aux pharmacophores de la PDB. Parmi les 38 pharmacophores générés, seuls 10 
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pharmacophores permettent de retrouver des inhibiteurs de COX-2 hautement sélectifs inclus 

dans la DUD_E (de 1 à 12 molécules selon le pharmacophore) (Tableau 17). 

Parmi ces pharmacophores, 2 paires de modèles ont été réalisées à partir de structures co-

cristallisées avec le même ligand : il s’agit des structures COX-2 4PH9 et 4RS0 d’une part, 

1CX2 et 6COX d’autre part. De façon prévisible, les pharmacophores obtenus avec les 

structures 4PH9 (entrée 7) et 4RS0 (entrée 8) sont similaires et présentent les mêmes résultats 

lors du criblage virtuel. Cependant, les pharmacophores générés avec les structures 1CX2 

(entrée 1 du tableau) et 6 COX (entrée 10) sont eux différents en terme de nombre d’HBA et 

d’HBD. Malgré cette différence, ces 2 pharmacophores obtiennent le même résultat en 

criblage virtuel en identifiant une même molécule (hautement sélective) de la DUD_E.  

Entrée Code PDB Description Représentation 
Résultat du 

virtual screening 

1 1CX2 5H, 3HBA 

 

1/85 

2 1DDX 2H, 1HBA 

 

12/85 

3 3MQE 3H, 2HBA 

 

4/85 

4 3QH0 1H, 1NI, 3HBA 

 

3/85 

5 4FM5 3H, 1NI, 3HBA 

 

2/85 

6 4OTJ 4H, 4HBA, 1HBD 

 

1/85 

7 4PH9 3H, 1NI, 3HBA 
 

1/85 
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8 4RS0 3H, 1NI, 3HBA 
 

1/85 

9 4Z0L 

(S) 3H, 2HBA 

 

1/85 

(R) 3H, 3HBA 

 

1/85 

10 6COX 5H, 2HBA, 1HBD 

 

1/85 

Tableau 17 : Résultats du screening entre les pharmacophores des inhibiteurs de la COX-2 de 

la PDB qui partagent un pharmacophore commun avec les molécules sélectives de la DUD_E 

(H : hydrophobe, HBA : accepteur de liaison hydrogène HBD : donneur de liaison hydrogène, NI : 

zone ionisable négative). 

Le travail se basant sur la méthode « structure-based », nous a permis de construire 10 

pharmacophores potentiellement sélectifs de COX-2. Toutefois, les résultats du criblage 

virtuel ne révèlent que très peu de molécules hautement sélectives de la DUD_E répondant à 

ces différents pharmacophores. Aucune molécule synthétisée ne correspond à l’un des 38 

modèles pharmacophoriques issus de la PDB. Aussi, nous avons par la suite élaboré des 

pharmacophores avec la méthode « ligand-based ». 

 

Schéma 45 : Résumé des résultats obtenus par la méthode « structure-based » 
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IV.3.3.2.2.2 « Ligand-based » 

La méthode « ligand-based » permet, à partir de la structure d’un ensemble de ligands 

(notamment, ceux de la DUD_E et les molécules synthétisées), de générer des 

pharmacophores. Ces pharmacophores seront ensuite optimisés dans le but de construire des 

pharmacophores (hautement) sélectifs de COX-2.  

Tout d’abord, nous avons voulu déterminer un ou plusieurs pharmacophores permettant de 

couvrir l’espace chimique représenté par les 85 ligands hautement sélectifs de COX-2 inclus 

dans la DUD_E (Tableau 24 annexe).  

Etant donné la diversité structurale composant cette série, il était impossible de représenter les 

85 ligands par un seul pharmacophore. Les ligands ont donc été divisés (voir partie 

expérimentale) en 21 clusters ; chaque cluster contenant entre 2 et 12 ligands sélectifs 

(Graphe 1). A noter que les clusters 1 et 2 contenant 1 ligand chacun ont été réunis en un seul 

cluster auquel a été ajouté un ligand du cluster 19 qui n’a pas pu être retrouvé lors de la 

construction du pharmacophore sélectif de ce cluster. Le cluster 2 contient donc 3 ligands et le 

nombre total de clusters est réduit à 20 (Graphe 1).  

 

Graphe 1 : Nombre de ligands inclus dans chaque cluster 

Ensuite un pharmacophore a été généré pour chaque cluster et criblé avec la chimiothèque de 

la DUD_E. L’option « merged pharmacophore » (M) a principalement été utilisée pour la 

construction des pharmacophores. Cependant lorsqu’après criblage plus d’un ligand 

constituant le cluster n’est pas retrouvé, l’option « shared pharmacophore » (S) a aussi été 
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utilisée. De plus, les pharmacophores ont été optimisés manuellement comme décrit dans la 

littérature [283, 284] (ajout de volume d’exclusion ajout ou retrait de points 

pharmacophoriques ajout ou retrait de points pharmacophoriques optionnels …) pour qu’ils 

ne reconnaissent que des inhibiteurs hautement sélectifs de la COX-2 inclus dans la base de 

données de la DUD_E (Tableau 18).  

Entrée Cluster M ou S 
Description du 
pharmacophore 

Représentation 
Nb 
de 

hits 

1 Cluster_2 M 

1H opt, 2H, 1Ar, 1Ar 
opt, 1HBA opt, 

2HBA, 1HBD opt, 10 
exc vol 

 

3 

2 Cluster_3 M 

4H, 1H opt, 1H, 1H 
opt, 3Ar, 1Ar opt, 

1HBA, 1HBA opt, 2 
HBA 

 

2 

3 Cluster_4 M 
3H, 2H dis, 1Ar, 1Ar 

dis, 1Ar, 3HBA, 
1HBD opt, 5 exc vol 

 

4 

4 Cluster_5 S 
2H, 1Ar, 3HBA, 13 

exc vol 

 

3 

5 Cluster_6 M 

1H, 1H opt, 1H, 1H 
opt, 1Ar, 1Ar opt, 
1Ar, 1HBA opt, 

2HBA, 13 exc vol 
 

5 

6 Cluster_7 S 
5H, 3Ar, 2HBA, 

1HBA dis, 1 exc vol 

 

4 
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7 Cluster_8 M 
2H, 2Ar, 1Ar opt, 
2HBA opt, 2HBA, 

1HBD dis, 12 exc vol 

 

5 

8 Cluster_9 M 
1H opt, 2H, 1H opt, 
2Ar, 7HBA, 1HBD 

opt, 14 exc vol 

 

9 

9 Cluster_10 S 
3H, 2H dis, 2Ar dis, 
1Ar, 1HBA, 2HBA 

dis, 5 exc vol 
 

2 

10 Cluster_11 S 
4H, 1Ar, 1Ar dis, 1Ar, 

2HBA, 2exc vol 

 

4 

11 Cluster_12 M 
2H, 2Ar, 2Ar opt, 

2HBA opt, 2HBA, 18 
exc vol 

 

4 

12 Cluster_13 S 
1H, 3Ar, 4HBA, 7 exc 

vol 

 

8 

13 Cluster_14 S 
2H, 1Ar, 3HBA, 17 

exc vol 

 

3 

14 Cluster_15 S 
2H, 2Ar,3HBA, 6exc 

vol 

 

2 
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15 Cluster_16 S 
3H, 2Ar, 1Ar dis, 
3HBA, 14 exc vol 

 

3 

16 Cluster_17 S 
1NI, 1Ar, 5HBA, 10 

exc vol 

 

4 

17 Cluster_18 S 
3H, 3Ar, 2HBA, 17 

exc vol 

 

4 

18 
Cluster_19

* 
M 

1H, 2Ar, 7HBA, 
18exc vol 

 

8 

19 
Cluster_19

* 
M 

1H, 1H opt, 2Ar, 1Ar 
opt, 5HBA, 1HBD, 5 

exc vol 

 

9 

20 Cluster_20 S 
3H, 1Ar, 2HBA, 15 

exc vol 

 

3 

21 Cluster_21 M 

3H, 1Ar opt, 2Ar, 
1HBA, 2HBA opt, 

1HBD dis, 1HBD, 1 
exc vol 

 

2 

Tableau 18 : Description des pharmacophores générés pour chaque cluster  

(H : hydrophobe, Ar : cycle aromatique, HBA : accepteur de liaison hydrogène, HBD : donneur de 

liaison hydrogène, opt : optionnel, exc vol : volume de sphère d’exclusion, M : « merged 

pharmacophore », S : « shared pharmacophore »* : pour le cluster_19, la construction de 2 

pharmacophores a été nécessaire pour retrouver 11/12 des ligands constituant ce cluster). 
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Ainsi 21 pharmacophores hautement sélectifs de COX-2 ont été élucidés chacun contenant 

entre 6 et 14 points pharmacophoriques et 0 à 18 sphères de volume d’exclusion. Parmi ces 

pharmacophores certains retrouvent des ligands aussi identifiés par d’autres pharmacophores 

générés par d’autres clusters. C’est le cas du pharmacophore généré pour le cluster_12 qui est 

dit redondant car il ne retrouve que des ligands identifiés avec d’autres pharmacophores et 

peut donc être éliminé. Au total, ce sont 20 pharmacophores sélectifs de COX-2 qui sont 

conservés (Graphe 2). 

 

Graphe 2 : Histogramme décrivant chaque pharmacophore sélectif de COX-2 élucidé. 

Chaque barre indique le nombre et la nature des points pharmacophoriques constituant un 

pharmacophore, les sphères de volume d’exclusion ne sont pas représentées 

Ces 20 pharmacophores sélectifs de COX-2 ont été criblés avec les molécules synthétisées au 

laboratoire. Malheureusement aucune molécule synthétisée au laboratoire n’est retrouvée 

comme hit lors de ce criblage ce qui signifie qu’aucune molécule ne répond aux critères de 
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ces pharmacophores sélectifs. Cependant il faut rappeler que ces pharmacophores ont été 

construits à partir de molécules hautement sélectives (ratio d’IC50 >1000). Aussi, d’autres 

études prenant en compte un critère de sélectivité moins élevé (ex : IC50 < 100 ; 100 ≤ IC50 ≤ 

500 ; 500 ≤ IC50 < 1000) seraient intéressantes à réaliser dans le but de construire des modèles 

pharmacophoriques moins sélectifs et de voir si les molécules synthétisées répondent à ces 

pharmacophores. 

L’approche inverse a aussi été étudiée en construisant le pharmacophore des dérivés du 

cyclocoumarol. Ce modèle est constitué de 1 groupement hydrophobe (1H), d’un groupement 

contenant un cycle aromatique (1Ar) et de 3 groupements accepteurs de liaisons hydrogènes 

(3HBA) (Figure 45). Ce pharmacophore a ensuite été criblé contre les bases de données des 

ligands de la PDB et des inhibiteurs inclus dans la DUD_E. Aucun hit n’a été identifié pour 

les inhibiteurs de COX-2 du jeu de données PDB mais 33 molécules de la DUD_E répondent 

aux critères du pharmacophore des molécules synthétisées. Parmi celles-ci 8 sont hautement 

sélectives (> 1000), 8 autres présentent une sélectivité comprise entre 100 ≤ ratio IC50 < 500 

et 17 molécules ont une sélectivité <100 (Tableau 25 en annexe). 

 

Figure 45 : Pharmacophore des dérivés du cyclocoumarol 

Ainsi ce travail nous a permis d’élaborer d’une part, 20 pharmacophores hautement sélectifs 

de COX-2 et d’autre part un pharmacophore dérivant des molécules synthétisées au 

laboratoire.  

Avec le modèle pharmacophorique issu des dérivés du cyclocoumarol, les résultats du 

criblage des ligands de la DUD_E nous confortent dans l’idée que les molécules synthétisées 
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pourraient être des inhibiteurs sélectifs potentiels de COX-2 ; résultats ensuite confirmés par 

les tests biologiques. 

 

Schéma 46 : Résumé des résultats obtenus par la méthode « ligand-based » 

IV.3.3.3 Etudes de docking  

IV.3.3.3.1 Choix de la structure COX-2 

Après avoir étudié les différents types d’interactions importantes pour l’inhibition de COX-2 

et élucidé divers modèles pharmacophoriques sélectifs, nous nous sommes demandé si les 

dérivés du cyclocoumarol étaient capables de se lier dans le site actif de COX-2 et quelles 

interactions pourraient s’y établir. Pour cela, nous avons réalisé une étude de docking (logiciel 

Surflex-Dock).  

Dans un premier temps, il a fallu déterminer une structure de COX-2 de la PDB qui sera 

utilisée pour réaliser le docking avec le cyclocoumarol. Pour des raisons de temps de calcul, 

nous n’avons pas réalisé le docking sur chacune des structures de la PDB. De plus, des 

travaux antérieurs au laboratoire ont montré que les performances de docking obtenues avec 

une structure bien choisie étaient similaires à celles obtenues avec un ensemble de structures 

[285]. Pour choisir la structure de la protéine de départ, nous avons recherché les ligands de la 

PDB structuralement similaires au cyclocoumarol, et plus particulièrement des ligands 

contenant un cycle coumarin ou un bioisostère de cette structure. Après inspection visuelle, 

les ligands de la PDB qui ressemblent à la structure de la coumarine portent soit un noyau 
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benzopyrane (3NTG, 3MQE et 3LN0) soit un noyau naphtalène (3Q7D et 3NT1). Nous avons 

ajouté une 6ème structure, 1CX2, précédemment étudiée au laboratoire [285] et décrite dans la 

littérature en tant qu’inhibiteur sélectif de COX-2 (Figure 46). 

 

Figure 46 : Structure chimique des ligands D72 (3NTG), 416 (3MQE), 52B (3LN0), NPX 

(3Q7D), NPS (3NT1) portant deux cycles à 6 chaînons fusionnés, S58 (1CX2), décrits dans la 

PDB et le cyclocoumarol  

Une étude de docking préliminaire a donc été réalisée (logiciel Surflex-Dock) avec ces 6 

structures et leurs ligands co-cristallisés respectifs afin d’évaluer la capacité du logiciel à 

retrouver la pose cristallisée. Ceci permet de s’assurer de la capacité du logiciel à prédire 

correctement les modes de liaison et ainsi d’accorder une plus grande confiance aux 

prédictions obtenues lors de l’étude prospective. 

Après avoir réalisé ce travail et analysé les 20 poses pour chaque structure il en résulte que 

pour seulement 2 structures 1CX2 et 3LN0, le logiciel de docking a été capable de retrouver 

la pose cristallisée. Ces 2 structures ont donc été sélectionnées (Figure 47). 
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 (a) (b) 

Figure 47 : (a) : Site actif de la structure 1CX2 avec son ligand S58 (vert), (b) site actif de la 

structure 3ln0 avec son ligand 52B (vert)  

Pour sélectionner parmi ces 2 structures laquelle sera retenue, un deuxième docking, cette fois 

du cyclocoumarol, a été réalisé dans chacune des 2 structures 1CX2 et 3LN0. Parmi les 20 

nouvelles poses générées pour chaque structure, la première pose (c’est-à-dire celle présentant 

le meilleur score de docking) a été importée dans SeeSAR avec la structure PDB dans lequel 

le docking a été réalisé. A partir de cette conformation dockée du cyclocoumarol, les 

composés synthétisés au laboratoire ont été redessinés manuellement. L’affinité pour COX-2 

de chaque analogue du cyclocoumarol redessiné manuellement a été prédite par SeeSAR. 

L’objectif était d’évaluer la capacité de prédiction du logiciel en comparant les résultats 

prédits aux résultats biologiques obtenus expérimentalement. La structure 3LN0 semble 

donner les résultats de prédiction les plus pertinents puisque pour 6 molécules sur 7, la 

tendance de prédiction correspond à celle des résultats biologiques obtenus. Seule l’activité de 

l’analogue méthoxylé ne suit pas cette tendance. Dans le cas de la structure 1CX2, les 

prédictions d’affinité ne sont pas en accord avec les résultats expérimentaux : nous avons 

observé des clashes stériques avec les molécules nitrée et tert-butylée et les activités prédites 

sont de l’ordre du µM-mM (vs nM-µM avec 3LN0). 

Pour la suite, la structure 3LN0 a donc été sélectionnée pour réaliser les études de docking 

avec le cyclocoumarol et ses dérivés synthétisés (Schéma 47). 
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Schéma 47 : Résumé de la démarche permettant de sélectionner la structure de COX-2 qui 

sera utilisée pour réaliser les études de docking 

IV.3.3.3.2 Etude des modes de liaison des dérivés du cyclocoumarol 

Après avoir réalisé le docking du cyclocoumarol et de ses dérivés synthétisés au laboratoire, 

les 20 poses de chaque composé ont été analysées dans le but de rechercher les interactions 

importantes potentielles entre le composé et le site de liaison de la COX-2 (Tableau 19). 

Un exemple de la première pose parmi les 20 générées pour le cyclocoumarol (Figure 48, A) 

et le 4-OMe cyclocoumarol (Figure 48, B) est représenté ci-dessous. 
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Figure 48 : Représentation des interactions les plus importantes de la première des 20 poses 

du cyclocoumarol (A) et du 4-OMe cyclocoumarol (B) dans le site actif de COX-2 (structure 

3LN0)  

(En vert, les acides aminés (Ser 499, Ser 322, Tyr 324, Tyr 317 et Tyr 354) réalisant des liaisons 

hydrogène avec le cyclocoumarol (violet) et en jaune les principaux acides aminés qui réalisent des 

interactions hydrophobes). 

Ce travail a montré que les dérivés du cyclocoumarol peuvent se lier dans le site actif de 

COX-2 avec un certain nombre d’acides aminés selon la pose considérée. Ainsi, lorsque le 

cyclocoumarol est nu (4-H), 3 principaux résidus (Ser 499, Ser 322 et Tyr 324) stabilisent la 

molécule dans le site actif de COX-2 via des liaisons hydrogène. Ces liaisons se réalisent 

principalement autour de la fonction lactone et du groupement méthoxy de la molécule 

(Figure 48, A). 

Pour le groupement trifluorométhyle, seule 1 liaison hydrogène est observée. Cette liaison 

s’établit soit avec la Ser 499 et la fonction lactone de la molécule, soit avec la Tyr 324 qui 

interagit avec le groupement méthoxy de la molécule. La différence du nombre de liaisons 

hydrogène entre la molécule nue et la molécule substituée par un groupement électroattracteur 

peut éventuellement expliquer les résultats biologiques obtenus. En effet, le cyclocoumarol 

présente une inhibition de la synthèse de PGE2 de 50% tandis que son analogue 

trifluorométhylé démontre une activité inhibitrice de 30% (Figure 49, C). 

Néanmoins, pour le cas du dérivé nitré, 9 acides aminés (Ser 322, His 58, Phe 487, Tyr 324, 

Arg 482, Leu 321, Ile 486, Arg 89 et Ser 499) entourent la molécule et participent à 

l’établissement de 2 à 7 liaisons hydrogène selon les poses considérées. Ces résidus peuvent 

A B 
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interagir avec la fonction lactone et le groupement méthoxy de la molécule, mais la grande 

majorité de ces résidus (5 résidus sur 9) encadrent le groupement nitro. Dans le cas du nitro, 

ce n’est donc pas le nombre de liaisons hydrogène qui explique la totale inactivité de ce 

composé lors des tests biologiques (Figure 49, D). 

(C) (D) 

Figure 49 : Représentation des interactions les plus importantes de la première des 20 poses 

du 4-CF3 cyclocoumarol (C) et du 4-NO2 cyclocoumarol (D) dans le site actif de COX-2 

(structure 3LN0)  

(En vert, les acides aminés (Ser 499 et Tyr 324) réalisant des liaisons hydrogène avec les dérivés du 

cyclocoumarol (violet) et en jaune les principaux acides aminés qui réalisent des interactions 

hydrophobes) 

Lorsque des alkyles (Me et t-Bu) sont introduits en position para du groupement benzylique 

du cyclocoumarol, 4 résidus principaux (Tyr 324, Ser 499, Ser 322 et Arg 89) stabilisent les 

molécules par des liaisons hydrogène. Pour des petits substituants tels que le méthyle, ces 4 

résidus permettent l’établissement de 1 à 3 liaisons hydrogène selon la pose considérée 

(Figure 50, E). Pour un substituant plus encombré comme le tert-butyle, 3 acides aminés 

supplémentaires (Ala 496, His 58 et Arg 482) participent à l’établissement de 1 à 7 liaisons 

hydrogène selon les différentes poses de ce composé (Figure 50, F). Ces composés présentent 

un mode de liaison similaire à celui du cyclocoumarol (3 acides aminés communs avec le 

cyclocoumarol : Ser 499, Ser 322 et Tyr 324, liaisons hydrogène localisées au niveau de la 

fonction lactone et du groupement méthoxy) avec toutefois des liaisons hydrogène 

supplémentaires au niveau de l’oxygène du noyau pyrane. Ces analogues présentant un mode 

de liaison similaire au cyclocoumarol présentent aussi une activité inhibitrice similaire à la 

molécule parent. Le dérivé méthylé a une activité inhibitrice de 60% et le composé tert-butylé 

inhibe la production de PGE2 à hauteur de 52%. 
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(E) (F) 

Figure 50 : Représentation des interactions les plus importantes de la première des 20 poses 

du 4-Me cyclocoumarol (E) et du 4-tBu cyclocoumarol (F) dans le site actif de COX-2 

(structure 3LN0)  

(En vert, les acides aminés (Ser 322 et Tyr 324) réalisant des liaisons hydrogène avec les dérivés du 

cyclocoumarol (violet) et en jaune les principaux acides aminés qui réalisent des interactions 

hydrophobes). 

Pour le méthoxy, 7 acides aminés (Tyr 324, Ser 499, Tyr 354, Tyr 317, His 58, Arg 89 et Leu 

500) participent à l’établissement de 1 à 6 liaisons hydrogène selon les poses considérées. La 

plupart de ces liaisons hydrogène sont observées au niveau du groupement électrodonneur 

introduit sur le groupement benzylique de la molécule et la grande majorité de ces résidus (5 

résidus sur 7) encercle ce substituant. En plus de ces interactions, d’autres liaisons hydrogène 

sont localisées au niveau de la fonction lactone du noyau coumarin mais également au niveau 

du noyau pyrane (par l’atome d’oxygène et le groupement méthoxy) de la molécule. La 

diversité des liaisons hydrogène associée au groupement électrodonneur peut expliquer les 

résultats des tests biologiques montrant une activité inhibitrice de la synthèse de PGE2 de 

79%, proche de celle d’un inhibiteur sélectif de COX-2 de référence, le NS-398. (Figure 48, 

B). 

Enfin, pour des substituants halogénés tel que le fluor, 3 résidus principaux (Tyr 324, Arg 89 

et Ser 499) participent à l’établissement de liaisons hydrogène. Jusqu’à 6 liaisons hydrogène 

au maximum ont été observées localisées au niveau de la lactone. Le mode de liaison de ce 

dérivé est assez similaire à celui du cyclocoumarol (2 résidus sur 3 similaires : Tyr 324 et Ser 

499et réalisant des liaisons hydrogène avec la lactone tout comme dans le cas du 
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cyclocoumarol nu). Par conséquent, l’analogue fluoré présente une inhibition de la synthèse 

de PGE2 de 48% tout à fait comparable à celle du cyclocoumarol (50%) (Figure 51, G). 

(G) 

Figure 51 : Représentation des interactions les plus importantes de la première des 20 poses 

du 4-F cyclocoumarol (G) dans le site actif de COX-2 (structure 3LN0)  

(En vert, les acides aminés (Ser 322 ) réalisant des liaisons hydrogène avec le dérivé du cyclocoumarol 

(violet) et en jaune les principaux acides aminés qui réalisent des interactions hydrophobes) 

Molécules 

synthétisées 

 

O

O

O

OMe

CF3

ligand 2a   

Pymol 

Liaisons H 

(nb total de 

liaison H) 

Ser499, Ser322, Tyr 

324 (1-2) 

Ser499, Ser322, Tyr324 

(1-2) 

Ser322, His58, Phe487, 

Tyr324, Arg482, Leu 321, 

Ile486, Arg 89, Ser499,  

(2-7) 
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Molécules 

synthétisées 

   

Pymol 

Liaisons H 

(nb total de 

liaison H) 

Tyr324, Ser499, 

Ser322, Arg89 (1-3). 

 

Tyr324, Ser499, Ser322, 

Arg89 (1-3). 

 

Tyr324, Ser499, Tyr354, 

Tyr317, His58, Arg89, 

Leu500 (1-6) 

 

Molécules 

synthétisées 

 

Pymol 

Liaisons H 

(nb total de 

liaison H) 

Tyr324, Arg89, Ser499 

(0-6) 

Tableau 19 : Etude des différentes liaisons hydrogène pour l’ensemble des 20 poses dockées 

de chaque analogue synthétisé (Pymol) 

Ainsi ce travail a permis de montrer que le mode de liaison des 7 molécules synthétisées au 

laboratoire implique deux résidus communs (Ser 499 et Tyr 324). Selon les résultats obtenus, 

les dérivés nitré et méthoxylé possèdent une bonne affinité avec la protéine et sont stabilisés 

par de nombreuses liaisons hydrogène. Ces résultats théoriques ne sont pas en accord avec les 

résultats résultats biologiques expérimentaux puisque le dérivé 4-OMe a une activité 

inhibitrice très intéressante sur COX-2 alors que le dérivé 4-NO2 est complètement inactif. Il 

semblerait donc que le caractère électroattracteur et électrodonneur de ces substituants joue un 

rôle important. 
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L’étude de docking a permis d’émettre des hypothèses sur des modes d’inhibition potentiels 

des molécules synthétisées dans le site actif de COX-2 à travers la mise en place des liaisons 

hydrogène et des interactions hydrophobes. 

IV.3.3.4 Prédiction de nouveaux analogues au cyclocoumarol, potentiellement 

inhibiteurs de COX-2 (SeeSAR) 

Le logiciel SeeSAR a été utilisé pour prédire l’affinité de nouvelles molécules dont la 

synthèse est prévue au laboratoire. Pour cela, la prédiction d’affinité des molécules déjà 

synthétisées a d’abord été réalisée pour évaluer la qualité de prédiction du logiciel, puis le 

protocole de prédiction a été répété afin d’identifier les nouvelles molécules issues de la 

stratégie 1 ou 2 à synthétiser en priorité. 

Pour cette partie, la première pose dockée du cyclocoumarol dans la structure 3LN0 nous a 

servi de modèle pour évaluer l’affinité des molécules synthétisées et des nouvelles molécules 

de départ. 

IV.3.3.4.1 Molécules synthétisées 

L’objectif de ce travail est de déterminer si les résultats des tests biologiques sont confirmés 

par le logiciel. Pour cela deux approches ont été réalisées. Dans un premier temps, nous avons 

étudié l’affinité prédite par SeeSAR pour les 20 poses générées lors du docking pour chaque 

molécule synthétisée et nous avons comparé l’affinité prédite pour chaque analogue synthétisé 

aux résultats expérimentaux. Dans un second temps, nous avons redessiné manuellement 

chacun de ces composés et comparer l’affinité prédite par rapport aux résultats 

expérimentaux. L’approche qui suivra au mieux la tendance des tests biologiques sera par la 

suite retenue pour effectuer d’autres études ultérieures (voir section Proposition de nouvelles 

molécules). 

Dans un premier temps, les 20 poses de chaque molécule, obtenues après le docking, sont 

importées dans SeeSAR et leur affinité prédite par le logiciel.  

Les résultats sont les suivants (Tableau 20) : pour les 20 poses du cyclocoumarol (ligand 1a) 

les affinités sont de l’ordre du mM-nM tandis que les résultats biologiques de ce composé ont 

démontré une activité inhibitrice moyenne. Pour le dérivé 4-CF3 (ligand 2a), 18 poses 

présentent un clash avec le site actif mais 2 poses ont une affinité prédite l’ordre du pM-µM 

alors qu’une activité inhibitrice faible est observée expérimentalement pour ce dérivé. Pour le 
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composé 4-NO2 (ligand 3a) qui n’a pas d’activité inhibitrice sur COX-2 selon les tests 

biologiques, 4 poses sur 20 ont une affinité prédite de l’ordre du µM. Le dérivé 4-Me (ligand 

4a) présente 13 poses qui ont une affinité de l’ordre du nM-µM alors que les résultats 

biologiques de ce composé ont démontré une activité inhibitrice moyenne. Pour le dérivé 4-

tBu (ligand 5a) qui a également démontré une activité inhibitrice moyenne sur COX-2 selon 

les tests biologiques, toutes les poses présentent un clash avec le site actif. Pour le dérivé 4-

OMe (ligand 6a) qui présente une activité inhibitrice proche de celle du NS-398, la prédiction 

est de l’ordre du nM-mM pour les 10 poses qui ne clashent pas. Enfin le 4-F cyclocoumarol 

(ligand 7a) a une prédiction d’affinité prédite de l’ordre du µM (pour les 7 poses qui ne 

clashent pas) alors qu’il présente une activité inhibitrice moyenne sur COX-2 selon les tests 

biologiques.  

Ce premier travail montre que la plupart des molécules synthétisées ont une affinité prédite de 

l’ordre du nM-µM, 2 d’entre elles (ligands 1a et 6a) ont une affinité de l’ordre du mM-nM et 

une molécule (ligand 2a) présente une affinité de l’ordre du pM-µM. Il semblerait que ces 

molécules pourraient potentiellement inhiber COX-2. Les résultats des tests biologiques sont 

comparables avec l’affinité prédite de SeeSAR pour les molécules dont l’activité inhibitrice 

est moyenne (µM) ; cependant pour la molécule où l’inhibition est très efficace et la molécule 

inactive, le logiciel SeeSAR ne prédit pas les affinités attendues. 

Molécules 

synthétisées 

 

O

O

O

OMe

CF3

ligand 2a   

Prédiction 

d’affinité des 

poses 

prédites par 

Surflex selon 

SeeSAR 

nM/µM-mM 

Clash avec le site de 

liaison sauf pour 2 poses : 

pdb002 (pM-nM), pdb010 

(nM-µM) 

Clash avec le site de 

liaison sauf pour 4 poses : 

pdb007, pdb010-12 (µM) 
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Molécules 

synthétisées 

   

Prédiction 

d’affinité des 

poses 

prédites par 

Surflex selon 

SeeSAR 

Clash avec le site de 

liaison sauf pour13 

poses : pdb000-12 

(nM-µM) 

Clash avec le site de 

liaison 

Clash avec le site de 

liaison, sauf pour pdb000-

003, 006-009 ( nM-µM) 

015-016 ( µM-mM) 

 

Molécules 

synthétisées 

 

Prédiction 

d’affinité des 

poses 

prédites par 

Surflex selon 

SeeSAR 

Clash avec le site de 

liaison, sauf pour 

pdb000, 001, 005, 012-

015 (µM) 

Tableau 20 : Etude de l’affinité prédite (SeeSAR) des 20 poses générées par Surflex pour 

chaque composé synthétisé 

SeeSAR utilise une fonction de score différente de Surflex pour prédire l’affinité des poses 

générées. Ainsi sur les 7 molécules synthétisées, pour 4 composés, la pose prédite comme 

ayant la meilleure affinité par SeeSAR présente une affinité prédite de l’ordre du µM. Ces 

quatre molécules correspondent aux analogues trifluorométhylé (ligand 2a, pose 10), nitré 

(ligand 3a, pose 7), méthoxylé (ligand 6a, pose 7), et fluoré (ligand 7a, pose 1). Par ailleurs, 1 
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molécule rencontre des clashes stériques avec les acides aminés du site actif, il s’agit du 

dérivé tert-butylé (ligand 5a). En effet, ce substituant présente l’inconvénient d’être 

encombrant, il est donc compréhensible que ce composé puisse entraîner des clashes stériques 

avec les acides aminés entourant cette molécule. Enfin, deux molécules sont prédites comme 

ayant de très bonnes affinités de l’ordre du nM. Il s’agit du cyclocoumarol nu (ligand 1a, pose 

11) et de son analogue méthylé (ligand 4a, pose 0). Ces prédictions concordent avec les 

résultats biologiques puisque ces deux molécules présentent respectivement 50% et 60% 

d’inhibition de PGE2. Pour ce dernier cas, le dérivé méthylé présente la meilleure affinité qui 

s’accorde avec la première pose de docking générée par Surflex (Tableau 21). 

 

Molécules 

synthétisées 

 

O

O

O

OMe

CF3

ligand 2a   

Meilleure 

affinité 

prédite selon 

SeeSAR et 

rang de la 

pose (pdb 

xxx) 

nM (pdb 011) µM (pdb 010) µM (pdb 007) 
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Molécules 

synthétisées 

   

Meilleure 

affinité 

prédite selon 

SeeSAR et 

rang de la 

pose (pdb 

xxx) 

nM (pdb 000) Clash avec le site actif µM (pdb 007) 

 

 

Molécules 

synthétisées 

 

Meilleure 

affinité 

prédite selon 

SeeSAR et 

rang de la 

pose (pdb 

xxx) 

µM (pdb 001) 

 

Tableau 21 : Etude de l’affinité prédite (SeeSAR) de la meilleure pose dockée pour chaque 

composé synthétisé 
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Ainsi, en se basant uniquement sur les prédictions de SeeSAR, les molécules synthétisées 

semblent présenter un caractère potentiel d’inhibition de COX-2 mais pour chaque molécule il 

est difficile de déterminer et de hiérarchiser laquelle des molécules serait un « bon, moyen ou 

mauvais » inhibiteur potentiel de COX-2 puisque dans les 20 poses générées de chaque 

molécule, on observe soit des clashes stériques du composé avec les acides aminés du site 

actif, soit l’ensemble des 20 poses d’une seule molécule présente des affinités très différentes 

balayant le pM au mM (cas du dérivé trifluorométhylé).  

Dans un second temps, à partir de la première pose du cyclocoumarol dans 3LN0 obtenue par 

Surflex, chacune des molécules synthétisées a été redessinée à la main à partir du 

cyclocoumarol (dernière colonne du tableau) et les affinités prédites pour ces molécules 

redessinées ont été comparées aux résultats des tests biologiques.  

Les résultats sont les suivants (Tableau 22) : pour 5 molécules, le cyclocoumarol (ligand 1a), 

le dérivé 4-CF3 (ligand 2a), le dérivé 4-Me (ligand 4a), le dérivé 4-F (ligand 5a), et le dérivé 

4-OMe (ligand 6a), l’affinité prédite est de l’ordre du nM. Le 4-NO2 (ligand 3a) présente une 

affinité prédite de l’ordre du µM. Enfin le dérivé 4-tBu (ligand 5a) a une affinité prédite de 

l’ordre du pM-nM. Ainsi en redessinant manuellement les molécules dans le site actif de 

COX-2 les clashes stériques sont évités et la prédiction d’affinité de toutes les molécules est 

augmentée par rapport aux poses de Surflex. De plus, comme pour le travail précédent, les 

résultats obtenus par les tests biologiques sont comparables pour les molécules dont l’activité 

inhibitrice est moyenne. De plus, pour la molécule où l’inhibition est très efficace (ligand 6a) 

et la molécule inactive (ligand 3a) le logiciel SeeSAR prédit des affinités différentes avec une 

affinité plus importante pour le 4-OMe cyclocoumarol que pour le dérivé nitro. Bien que ces 

deux molécules soient prédites comme actives, la tendance de la prédiction suit de quelque 

peu la tendance des résultats biologiques.  

Aucune molécule ne montre de clashes stériques avec les acides aminés du site actif et les 

molécules redessinées ont des affinités prédites supérieures à celles des poses de Surflex. En 

effet, sur les 7 molécules synthétisées, 6 présentent une affinité de l’ordre du nM, et seul le 

dérivé nitré à une affinité de l’ordre du µM (Tableau 22). 



259 

 

Molécules 

synthétisées 

 

O

O

O

OMe

CF3

ligand 2a   

Prédiction 

d’affinité des 

molécules 

dessinées sur 

Seesar 

nM nM nM-µM 

 

Molécules 

synthétisées 

   

Prédiction 

d’affinité des 

molécules 

dessinées sur 

Seesar 

nM pM-nM nM 
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Molécules 

synthétisées 

 

Prédiction 

d’affinité des 

molécules 

dessinées sur 

Seesar 

nM 

Tableau 22 : Etude de l’affinité prédite des composés synthétisés dessinés sur SeeSAR 

Cependant, comme pour le travail précédent, il est difficile, à partir de ces résultats, de prédire 

laquelle de ces molécules serait un bon inhibiteur de COX-2. Mais selon les échelles d’affinité 

prédites par SeeSAR, il est possible d’ordonner les molécules synthétisées selon une affinité 

décroissante. Ainsi, la première molécule intéressante serait le dérivé tert-butylé puis les 

analogues méthylé, fluoré et trifluorométhylé dans cet ordre. S’ensuit le cyclocoumarol nu et 

viennent enfin les dérivés méthoxylé et nitré. Ces résultats sont difficilement analysables et ne 

reflètent pas l’activité biologique observée expérimentalement. On peut supposer que les 

paramètres d’affinité de prédiction de SeeSAR jouent sur les résultats obtenus. Néanmoins, en 

s’appuyant uniquement sur ces résultats, il semblerait qu’on puisse distinguer les inhibiteurs 

de COX-2 de ceux qui ne le sont pas.  

En conclusion, la deuxième approche semble donner de meilleurs résultats (Schéma 48) et 

c’est donc celle que nous allons appliquer par la suite pour essayer de prédire quelles 

molécules devraient être synthétisées en priorité.  
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Schéma 48 : Résumé de l’évaluation de SeeSAR à prédire les résultats obtenus 

biologiquement (deux approches : poses dockées ou redessiner manuellement) 

IV.3.3.4.2 Proposition de nouvelles molécules 

A partir des résultats biologiques et des outils bioinformatiques dont nous disposons, nous 

avons envisagé une série de modifications structurales autour du cyclocoumarol. Inspirés par 

les pharmacomodulations définies au début du projet de thèse, une liste de 303 molécules a 

été élaborée. Nous avons proposé de pharmacomoduler le cyclocoumarol avec un large 

éventail de substituants (ex : alkyl, halogènes, noyau aromatiques, noyaux aromatiques 

hétérocycliques…) dans plusieurs positions. 

A partir de cette liste de molécules, plusieurs études ont été réalisées dans le but de déterminer 

quelles molécules sont les plus susceptibles d’être actives et devraient donc être synthétisées 

en premier. Nous avons tout d’abord dessiné manuellement chacun de ces composés dans 

SeeSAR afin d’évaluer leur affinité. Nous avons sélectionné les composés présentant les 

meilleures affinités prédites (ordre du nM-µM) et nous avons déterminé leurs modes 

d’inhibition potentiels. Pour cela chaque pose dessinée a été analysée avec Seesar pour 

identifier les différents types d’interactions (notamment les liaisons hydrogène) pouvant 

s’établir entre la molécule et les résidus du site actif. L’objectif étant d’expliquer, pour ces 

composés sélectionnés, l’affinité prédite par SeeSAR et de vérifier si la poche spécifique de la 

COX-2 est occupée pour ainsi prédire la sélectivité de ces nouveaux composés. 
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Une étude d'alignement entre les poses dockées et la pose dessinée manuellement a été 

réalisée pour évaluer si la pose redessinée manuellement était prédite comme un mode de 

liaison potentiel par Surflex-dock et ainsi augmenter la fiabilité de cette prédiction.  

Parmi les 303 molécules suggérées, 39 se sont révélées intéressantes, le reste des molécules 

présentant des clashs stériques avec les acides aminés du site actif de COX-2 (Tableaux A-G 

annexes). Le mode de liaison de ces 39 molécules a été analysé dans le but de prédire la 

sélectivité vis-à-vis de COX-2 en étudiant la capacité de la molécule à s'insérer dans la poche 

spécifique de COX-2. Parmi les 39 molécules, seules 13 ne s’insèrent pas dans cette poche 

additionnelle, les 26 molécules restantes présentant une occupation partielle de la seconde 

poche latérale de COX-2 (Figure 52). 

 (a)  (b) 

 (c)    

Figure 52 : (a) Représentation de la poche sélective adapté selon [53] (b) occupation 

partielle du ligand 53a, pose 6 (bleu) et en violet 3 acides aminés majeurs (Arg 513, Val 523 

et Tyr 355) situés dans la poche spécifique de COX-2 

Par la suite, nous avons voulu vérifier si la pose redessinée manuellement à l'aide de SeeSAR 

était aussi identifiée par docking comme une pose potentielle. Ainsi, chaque pose générée par 

Surflex a été superpositionnée avec la molécule redessinée manuellement. Une superpostion 

correcte a été observée pour 18 ligands (12a, 53a, 2b, 3b, 5b, 6b, 13b, 20b, 25b, 48b, 49b, 1d, 

18d, 19d, 12ia, 9fa, 6fa, 8fa) et en particulier pour les ligands 6b, 13b, 20b, 12ia, 9fa, 6fa et 
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8fa, la première pose obtenue lors du docking (donc celle ayant obtenu le meilleur score de 

docking) correspondait à la pose redessinée manuellement (Figure 53). 
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Figure 53 : Structures chimiques des 18 ligands dont les poses dockées présentent une 

superposition correcte avec la pose redessinée 
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IV.3.3.4.2.1 Pharmacomodulations 1 et 2 

Dans un premier temps la pharmacomodulation 1 (série a) a été explorée en introduisant 

divers substituants en position 4 du noyau benzylique du cyclocoumarol (Tableau 26 annexe 

Série ligands_a). Les molécules à prédire sont données ci-dessous (Figure 54). 

 

Figure 54 : Rappel des molécules obtenues selon la pharmacomodulation 1 (série a) 

Cette étude a mis en évidence quelques molécules intéressantes (Figure 55) présentant soit un 

groupement alkyle ou cyclopropyle (ligand 11a et 12a) soit une fonction acide carboxylique 

(ligand 50a) en position 4 du noyau benzylique. La prédiction d’affinité de ces molécules est 

de l’ordre nM-µM. D’autres molécules portant des fonctions esters ou amides présentent 

également des affinités de l’ordre du nM-µM (ligands 51a-55a) (Figure 55). Les interactions 

sur Pymol révèlent en particulier des liaisons hydrogène avec Ser 499, Ser 322 et Arg 89 

(Tableau 26 annexe série ligands_a). Il serait donc intéressant de travailler autour de ces 

molécules dans le but d’augmenter l’affinité de prédiction vis-à-vis de COX-2, en modifiant 

par exemple la position de la fonction carbonyle sur le noyau benzylique.  
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Figure 55 : Structure chimique des molécules de la série a présentant une affinité prédite de 

l’ordre du nM-µM. (Tableau 26 annexes ligands_a) 

La deuxième pharmacomodulation (séries d et e) concerne la substitution du groupement 

phényle par des noyaux aromatiques. Quelques structures intéressantes (Figure 56) substituées 

par des noyaux hétérocycliques (ligands 15d et 18d) présentent une affinité prédite de l’ordre 

du nM-µM (Tableaux 29 et 30 annexe séries ligands_d, ligands_e). Les interactions sur 

Pymol révèlent en particulier des liaisons hydrogène avec Ser 499 et Ser 322. 

      

Figure 56 : Structure chimique des molécules de la série d présentant une affinité prédite de 

l’ordre du nM-µM. (Tableau 29 annexes ligands_d) 

A l’inverse des remplacements du phényle par des noyaux hétérocycliques ne donnent pas de 

résultats d’affinité satisfaisants. C’est le cas du naphtalène (ligand 2d), de l’indole (ligand 4d), 

de la quinoline (ligand 5d), de la pyridine et de ses dérivés (ligand 6d et 7d), des furanes et 

thiophènes substitués (ligands 16d et 17d) qui entraînent des clashes stériques avec les résidus 

du site actif de COX-2. Il en est de même pour les dérivés du cyclocoumarol portant sur leur 

noyau benzylique des hétérocycles substitués par un ou deux azotes, oxygènes ou la 

combinaison de ces deux atomes dans leur cycle (ligands 8d-14d). Pour des raisons stériques 

ces composés ne s’insèrent pas dans le site actif de COX-2. Néanmoins, les noyaux thiazole et 

imidazole remplaçant le noyau benzylique du cyclocoumarol semblent prometteurs. En effet, 

leur affinité de prédiction s’étale du µM-nM (ligands 18d et 19d) (Figure 56). 
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Pour les composés de la série e, substituer le noyau benzylique par un noyau coumarinique 

entraîne des clashes stériques et confirment que cette substitution est favorisée par des 

composés hétérocycles non substitués et peu encombrants. 

La troisième pharmacomodulation (série b et c) concerne l’introduction des substituants soit 

uniquement sur le noyau de la coumarine, soit de part et d’autre des deux phényles du 

cyclocoumarol (Figure 57). 
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Figure 57 : Rappel des molécules envisagées de la pharmacomodulation 2 (série b et c) 

Pour cette étude, seulement quelques structures intéressantes ressortent avec des affinités 

prédites de l’ordre nM-µM, le reste des molécules entraîne des clashes avec les résidus du site 

actif (Tableaux 27 et 28 annexes séries ligands_b et ligands_c). 

Dans cette série, tous les substituants introduits en position 4 du noyau benzylique de la série 

a ont été transférés en position 7 sur le noyau benzylique de la coumarine. L’objectif est 

d’étudier sur quelle partie des deux phényles du cyclocoumarol il est plus judicieux 

d’introduire des substituants pour augmenter l’affinité des composés et inhiber l’activité de 

COX-2. 

Les résultats de la prédiction indiquent que tout comme la série a, les ligands de la série b 

portant des substituants trop encombrants ou flexibles (ligands 1b, 4b, 9b-12b, 14b-24b, 26b-

47b, 50b-54b) se heurtent à des acides aminés entourant la molécule et entraînent donc des 

clashes stériques. Cependant, en se concentrant uniquement sur de petits groupes (hydroxyles 

(ligand 13b) ou méthoxy (ligand 5b), dérivés nitré, méthylé et fluoré (ligand 2b, 3b et 6b), des 

amines nues (ligand 20b) ou dérivées par des méthyles (ligand 25b), nitrile (ligand 48b) et 

acide carboxylique (ligand 49b), quelques molécules supplémentaires ressortent comme 

potentiellement intéressantes. Tous ces petits groupements sont donc à préconiser en tant que 

substituants du noyau coumarinique.  
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Il est particulièrement intéressant d’étudier la prédiction d’affinité des dérivés méthoxy et 

nitré : en les introduisant en position 7 du noyau coumarinique il semblerait que le composé 

méthoxy ait une meilleure prédiction d’affinité (nM) que le dérivé nitré (µM). Ces résultats 

sont similaires à ceux obtenus lors des tests biologiques des composés déjà synthétisés. Il 

serait intéressant de synthétiser et de tester ces molécules afin d’évaluer leur activité 

biologique et de les comparer à leurs analogues susbtitués en para du noyau benzylique. Il en 

est de même pour les dérivés méthylé et fluoré, les résultats étant similaires au travail effectué 

précedemment sur les molécules synthétisées. 

Etonnament la substitution par des hydroxyles (ligand 13b), des amines substituées par de 

groupements non encombrants (ligands 20b et 25b) et la substitution par la fonction nitrile 

(ligand 48) du côté du noyau coumarinique, permet aux composés correspondant de s’insérer 

dans le site actif de COX-2 alors que des clashes stériques sont observés dans le cas où les 

substituants sont introduits en para du noyau benzylique. A l’inverse, les substituants de type 

esters ou amides entraînent des clashes stériques (ligands 50b-54b).  

Pour les ligands de la série c, le même substituant a été introduit dans deux positions du 

cyclocoumarol : en para du noyau benzylique et en position 7. L’objectif ici est d’étudier 

l’influence de substituants de même nature introduits à la même position sur chaque côté de la 

molécule. 

Les résultats sont similaires avec ceux obtenus dans les séries précedentes. Les substituants  

encombrés ou flexibles entraînent des clashes stériques. Dans cette série le risque de clash est 

multiplié par 2 puisqu’il suffit qu’un substituant positionné sur l’un des deux noyaux 

aromatiques entraîne un clash stérique pour que toute la molécule ne s’insère pas. Sur les 54 

molécules de la série c, seules 2 molécules se révèlent intéressantes (ligand 3c et 6c).  

Compte tenu des résultats obtenus pour les séries b et c, le développement de cyclocoumarol 

disubstitués n’est pas très pertinent. Les meilleures molécules sont illustrées dans la figure 53. 

Elles sont substituées par divers groupement parmi lesquels un groupement électroattracteur 

(NO2, ligand 2b) ou électrodonneur (OH, OMe, ligands 13b et 5b), des alkyles (Me, ligands 

3b et 3c), des halogènes (ligands 6b, 7b, 8b, et 6c), des amines (ligands 20b eet 25b), des 

nitriles (ligand 48b) et des acides carboxyliques (ligand 49b) (Figure 58). Les interactions sur 

Pymol révèlent en particulier des liaisons hydrogène avec Ser 499 et Ser 322 pour les ligands 
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48b, 3c et 6c et seulement avec Ser 499 pour les autres ligands (Tableaux 27 et 28 annexes 

ligands_b et ligands_c). 
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Figure 58 : Structure chimique des molécules de la série b et c présentant une affinité prédite 

de l’ordre du nM-µM. (Tableaux 27 et 28 annexes ligands_b et ligands_c) 
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IV.3.3.4.2.2 Modifications proposées à partir du 4-OMe-cyclocoumarol 

Compte tenu des résultats biologiques, nous avons décidé de travailler autour de la structure 

du 4-OMe, qui s’est révélé le meilleur inhibiteur de la COX-2 (taux d’inhibition de PGE2 à 

80%). 

Un premier travail utilisant la première pose du cyclocoumarol dans 3LN0 a été mené. Les 

modifications proposées ont concerné : le changement du méthyle de la position 12 par divers 

alkyles ou cycloalkyles, la modification de la position du 4-OMe de la fonction benzylique et 

l’introduction de disubstitutions du groupement OMe sur différentes positions du 

cyclocoumarol (Tableau 30 annexe série ligands_f) (Figure 59).  

 

Figure 59 : Pharmacomodulation du cyclocoumarol au niveau de l’acétal et de part et 

d’autre des 2 phényles (série f) 

Le remplacement du groupement méthoxy en position 12 par des groupements plus 

encombrants entraîne des clashes stériques (ligands 2f-7f) (ligands 10f-17f) Cependant,  

l’introduction d’un groupement hydroxyle (ligand 1f) facilite l’insertion du composé dans le 

site actif conduisant une affinité prédite de l’ordre du nM.  

Concernant l’étude de la position de la fonction méthoxy seule la monosubstitution sur le 

noyau benzylique a démontré des affinités prédites intéressantes de l’ordre du nM, et plus 

particulièrement, lorsque ce groupe est positionné en ortho ou en méta (ligands 8f et 9f). Pour 

les composés di- ou tri-substitutés, des clashes stériques sont observés (ligands 10f-17f), 

excepté pour le composé 12f où l’affinité est de l’ordre du pM-nM. 

Compte tenu des résultats obtenus seulement quelques structures se sont révélées intéressantes 

(prédiction d’affinité : nM-µM) et une molécule de l’ordre du pM-nM (ligand 12f), le reste 

entraînant des clashes avec les résidus du site actif (Figure 60). Ces molécules portent soit la 

combinaison 4-OMe et 1 groupement hydroxyle en position 12 (ligand 1f) sur le squelette du 

cyclocoumarol soit uniquement un groupement OMe en position 2 (ligand 8f) ou 3 (ligand 
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9f). L’affinité prédite de ces molécules est de l’ordre nM ou µM. Pour le composé 12f 

l’affinité est très intéressante, de l’ordre du pM-nM. Les interactions sur Pymol révèlent en 

particulier des liaisons hydrogène avec Ser 499, Ser 322 et Arg 89. 

   

 

Figure 60 : Molécules de la série f présentant des affinités de nM-µM (et pM pour le ligand 

12f). (Tableau 30 annexes ligands_f) 

Un deuxième travail a été réalisé en utilisant le complexe 3LN0 et la première pose dockée du 

4-OMe cyclocoumarol. Les modifications proposées ont concerné la combinaison de plusieurs 

modifications : la position du 4-OMe sur le cycle benzylique, l’introduction de divers 

substituants sur le cycle de la coumarine, des modifications bioisostériques sur le noyau 

pyrane du cyclocoumarol (-NH, -CH)…(série 4-OMebis, Tableau 31 annexe). 

Sur les 109 molécules de cette deuxième série, seules 7 molécules (Figure 61) se révèlent être 

intéressantes avec une affinité de l’ordre du nM (prédiction d’affinité en redessinant 

manuellement les molécules). Le reste des molécules présentent une affinité ≥ µM et n’ont 

pas été retenues pour la suite de cette étude (Tableau 31 annexe ligands 4-OMebis). 

Ces 6 molécules partagent plusieurs points communs. Tout d’abord, elles ne portent qu’un 

seul substituant positionné en para du noyau coumarin, majoritairement le groupement tert-

butylé (ligands 12fa, 13fa, 9fa, 6fa, 8fa, 7fa), une seule molécule (ligand 12ia) portant un 

groupement éthoxy. Ensuite, le groupement acétal est favorisé par rapport à d’autres 

groupements plus petits ou plus encombrants qui démontrent des affinités plus faibles de 

l’ordre du µM voire pour certains cas de l’ordre du mM (Tableau 31 annexe ligands 4-
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OMebis). Par ailleurs, la monosubstitution du groupement méthoxy sur le noyau benzénique 

est favorisée, et ce, quelle que soit la position de ce groupement (ortho, méta et para ortho). 

Enfin, la substitution par un groupement bioisostère n’entraîne pas de différence particulière 

en termes d’affinité pour l’ensemble de ces 7 molécules.  

Malgré l'encombrement du groupement tert-butylé, 7 molécules démontrent de fortes affinités 

et s’insèrent dans la poche spécifique de COX-2 (Figure 61) Les interactions sur Pymol 

révèlent en particulier des liaisons hydrogène avec 2 résidus communs : Ser 499 et Tyr 324. 

(Tableau 31 annexe 4-OMebis). Pour augmenter la diversité de ces molécules, il serait 

intéressant de travailler autour des molécules bioisostères et de tester leur activité inhibitrice 

sur COX-2.  

D’autres études peuvent être menées en réalisant le même travail mais cette fois-ci avec 

différents substituants (autre que le méthoxy) introduits sur le phényle du cyclocoumarol, et 

choisis de manière judicieuse afin d’augmenter l’affinité des composés. C’est le cas par 

exemple, du 4-Me cyclocoumarol qui est la deuxième molécule après le dérivé méthoxy à 

présenter une inhibition de la synthèse de PGE2 à 60%. 
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Figure 61 : Molécules de la série ligands_4-OMebis présentant des affinités de nM-µM 

(Tableau 31 annexe de la série ligands_4-OMebis) 

Ainsi, 39 nouvelles molécules potentiellement intéressantes peuvent être rapidement 

synthétisées et testées biologiquement dans le but de découvrir de nouveaux inhibiteurs 

sélectifs de COX-2 (Figure 62). 
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Figure 62 : Quelques exemples de molécules intéressantes pouvant être synthétisées 

 

303 composés proposés

Prédictions d'affinité à partir des poses redessinées manuellement

Résumé :

26 molécules s'insèrent dans la
poche spécifique de COX-2

Evaluation de Seesar à prédire correctement les meilleures poses d'un ligand : 18/39

39 composés ont une affinité prédite intéressante (nM-µM)

 

Schéma 49 : Résumé de la prédiction des 303 molécules proposées 
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V Cinquième partie : Conclusion  
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L’inflammation est un phénomène affectant des millions de personnes à travers le monde et 

intervenant dans de nombreuses maladies. Il existe une grande variété de médiateurs 

inflammatoires impliqués dans différentes fonctions biologiques. Cependant, du fait de la 

complexité du corps humain, inhiber ces médiateurs inflammatoires peut à la fois traiter la 

maladie et réduire l’inflammation tout comme entraîner des effets secondaires indésirables. 

Ainsi le développement d’un nouveau médicament se révèle être un véritable défi où la 

balance bénéfice-risque est un des éléments majeurs à prendre en considération. 

La cyclooxygénase-2 intervient dans le processus de l’inflammation et des inhibiteurs 

sélectifs de la COX-2, c’est-à-dire n’inhibant pas la COX-1, permettent de réduire 

l’inflammation en évitant les problèmes gastro-intestinaux bien connus des inhibiteurs non 

sélectifs. De nombreux inhibiteurs sélectifs ont été mis au point, la majorité présentant une 

structure tricyclique ou bicyclique avec un noyau central. Certains d’entre eux ont été 

commercialisés, comme les coxibs par exemple, qui sont efficaces pour réduire 

l’inflammation et qui n’affectent pas le système gastro-intestinal mais des problèmes 

cardiovasculaires, hépatiques et allergiques ont entraîné le retrait de certains composés du 

marché (Vioxx). 

Pour découvrir de nouvelles molécules à la fois efficaces et présentant moins d’effets 

secondaires, des méthodes in silico ont été utilisées dans le but de trouver de nouvelles 

structures originales à visée anti-inflammatoire. A partir du travail réalisé avec le logiciel 

TOMOCOMD-CARDD, plusieurs structures possédant des propriétés anti-inflammatoires ont 

été identifiées. Parmi celles-ci, un dérivé de la coumarine, le cyclocoumarol a été choisi pour 

développer de nouvelles molécules sélectives inhibitrices de COX-2. 

Des modèles pharmacophoriques ont été élaborés à partir d’inhibiteurs connus dans le but de 

révéler les points pharmacophoriques importants et nécessaires à l’activité et à la sélectivité 
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vis-à-vis de COX-2. Les pharmacophores sélectifs de COX-2 générés permettront de guider la 

synthèse de diverses autres molécules inhibant sélectivement COX-2. 

Des molécules dérivant du cyclocoumarol ont été synthétisées, puis testées biologiquement : 

la plupart d’entre elles présentent une activité sur COX-2 sans aucune inhibition significative 

sur COX-1. Parmi celles-ci une molécule, le composé 7d, démontre une activité quasi-

similaire à celle du NS-398, un inhibiteur sélectif connu. 

Ainsi, cette étude portant sur le cyclocoumarol et ses dérivés a permis de découvrir une série 

de composés nouvelle et originale capable d’inhiber sélectivement COX-2. 

Par la suite, un travail de phamacomodulation autour de ces dérivés a été réalisé en utilisant 

des outils in silico dans le but de prédire l’affinité de nouveaux composés. Ces nouvelles 

structures seront synthétisées puis testées biologiquement. 

En conclusion, de nouveaux inhibiteurs sélectifs de la COX-2 issus du cyclocoumarol ont été 

conçus en alliant synthèse chimique, outils in silico et tests biologiques. 
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VI Sixième partie : Partie expérimentale 
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VI.1 Chimie 

Materials and Methods 

All reagents were obtained from commercial sources unless otherwise noted, and used as 

received. Heated experiments were conducted using thermostatically controlled oil baths and 

were performed under an atmosphere oxygen-free in oven-dried glassware when necessary. 

All reactions were monitored by analytical Thin Layer Chromatography (TLC) and GC-MS 

analysis. TLC was performed on aluminium sheets precoated silica gel plates (60 F254, 

Merck). TLC plates were visualized using irradiation with light at 254 nm. Flash column 

chromatography was carried out when necessary using silica gel 60 (particle size 0.040-0.063 

mm, Merck). 

The structure of the products prepared by different methods was checked by comparison of 

NMR, IR and MS data and by the TLC behavior. 1H and 13C-NMR spectra were recorded on a 

Bruker BioSpin GmbH spectrometer 400 MHz, at room temperature. Chemical shifts are 

reported in δ units, parts per million (ppm). Coupling constants (J) are measured in hertz (Hz). 

Splitting patterns are designed as followed: s, singlet; d, doublet; dd, doublet of doublets; m, 

multiplet; br, broad; ddd: doublet of doublet of doublet. Various 2D techniques and DEPT 

experiments were used to establish the structures and to assign the signals. GC-MS analysis 

were performed with an Agilent 6890N instrument equipped with a dimethyl polysiloxane 

capillary column (12 m x 0.20 mm)  and an Agilent 5973N MS detector-column temperature 

gradient 80-300°C (method 80): 80°C (1 min); 80°C to 300°C (12.05°C/min); 300°C (2 min); 

Infrared spectra were recorded over the 400-4000 cm-1 range with an Agilent Technologies 

Cary 630 FTIR/ ATR/ ZnSe spectrometer.  
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Melting points were achieved on a kofler block. The reactions using microwaves as the 

activating/heating source were accomplished using a microwave oven (CEM Discover 1TM) 

under pressure and were monitored by ChemDriver. 

X-ray diffraction data for 4H_cyclo_dia1, 4H_cyclo_dia2, 4-

OMe_cyclocoumanol_diamajo were obtained at room temperature on a Rigaku XtaLabPro 

diffractometer equipped with a microfocus source (MicroMax003_Mo) and multilayer 

confocal mirrors (Mo Kα radiation, λ = 0.71075 Å).Data were indexed, integrated and scaled 

using CrysAlisPro1 software suite. They were also corrected for polarization, Lorentz and 

absorption effects (SCALE3 ABSPACK).  

 

The structure were solved with the ShelXT2 structure solution program using Direct 

Methods and refined with the ShelXL3 refinement package using Least Squares minimisation. 

All non-hydrogen atoms were refined with anisotropic displacement parameters and C-bound 

H atoms have been added geometrically and treated as riding on their parent atoms. O-bound 

H atom was located in a difference Fourier and N-H distance was restrained to 0.87 Å using 

DFIX command and standard uncertainty (0.02 Å). 

 

 

 

1. Rigaku Oxford Diffraction, CrysAlisPro Software system, version 38.41o, Rigaku Corporation, Oxford, UK. 
(2015). 

2. Sheldrick, G. M. SHELXT – Integrated space-group and crystal-structure determination. Acta Crystallogr. 
Sect. Found. Adv. 71, 3–8 (2015). 

3. Sheldrick, G. M. Crystal structure refinement with SHELXL. Acta Crystallogr. Sect. C Struct. Chem. 71, 3–8 
(2015). 
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Preparation of 4-hydroxy-3-(3-oxo-1-phenylbutyl)-2H-chromen-2-one (8a) 

 

 

A mixture of 4-hydroxycoumarin (1 equiv., 577mg, 3.49 mmol, 9a), benzalacetone (1 equiv., 

510 mg, 3.49 mmol, 2a) and DIPEA (5 % mole), was stirred at reflux in distilled water (0.6 

M) for 20 h. The reaction was monitoring by TLC (cyclohexane, AcOEt :7/3). The mixture 

was cooled at 0 °C during 2 h, whereupon a heavy gum separated out and the aqueous phase 

was decanted off. The gum was extracted by AcOEt /water (x3). The aqueous phase decanted 

off from the mixture was also extracted by AcOEt/water (x3). The organic layers was dried 

over MgSO4 and reduced under pressure. The crude product was purified by flash 

chromatography (eluent gradient: cyclohexane/AcOEt : 7/3 then 5/5) and the desired product 

was obtained as a white powder, in 93% yield (1.01 g). Rf (cyclohexane/AcOEt : 5/5) = 0.52.  

 
1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) : δ (ppm) = 1.56 (s, 1H, H21), 1.63 (s, 2H, H21), 1.87-1.92 (m, 

1H, H13), 2.30-2.35 (m, 1H, H13), 3.96-4.00 (m, 1H, H14), 7.27 (m, 5H, H16, H17, H18, H19, 

H20), 7.35-7.40 (m, 2H, H6, H8), 7.61-7.67 (m, 1H, H7) 7.83 (d, 1H, H5, J = 7.8 Hz). 
13C NMR (DMSO-d6, 100 MHz): δ (ppm) = 27.22 (C14), 35.18 (C21), 42.82 (C13), 99.66 (C3), 

115.62 (C10), 116.19 (C8), 122.70 (C5), 123.94 (C6), 125.93 (C18), 127.08 (C16, C20), 128.25 

(C17, C19), 131.95 (C7), 143.97 (C15), 152.31 (C9), 158.79 (C4), 160.23 (C2). 
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Preparation of 4-hydroxy-3-(3-oxo-1-p-tolylbutyl)-2H-chromen-2-one (8b) 

 

 

A mixture of 4-hydroxycoumarin (1 equiv., 510 mg, 3.09 mmol, 9a), (E)-4-p-tolylbut-3-en-2-

one (1 equiv., 500 mg, 3.09 mmol, 2b) and DIPEA (5 % mole), was stirred at reflux in 

distilled water (0.6 M) for 4 h. The reaction was monitoring by TLC (cyclohexane, AcOEt 

:7/3). The mixture was cooled at 0 °C during 2 h, whereupon a heavy gum separated out and 

the aqueous phase was decanted off. The gum was extracted by AcOEt /water (x3). The 

aqueous phase decanted off from the mixture was also extracted by AcOEt/water (x3). The 

organic layers was dried over MgSO4 and reduced under pressure. The crude product was 

purified by flash chromatography (eluent gradient: cyclohexane/AcOEt : 7/3 then 5/5) and the 

desired product was obtained as a  white powder  in 47% yield (470 mg). Rf 

(cyclohexane/AcOEt : 5/5) = 0.44.  

 
1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) : δ (ppm) = 1.57 (s, 1H, H21), 1.63 (s, 2H, H21), 1.84-1.90 (m, 

1H, H13), 2.24 (s, 1H, H23), 2.27 (s, 2H, H23), 2.28-2.33 (m, 1H, H13), 3.92-3.96 (m, 1H, H14), 

7.03-7.06 (m, 4H, H6, H8 ,H17, H19), 7.36-7.40 (m, 2H, H16, H20), 7.61-7.65 (m, 1H, H7), 7.83 

(dd, 1H, H5, J = 1.52 ; 8.3 Hz).  
13C NMR (DMSO-d6, 100 MHz) : δ (ppm) =  20.62 (C23), 27.23 (C14), 34.75 (C21), 42.83 

(C13), 99.63 (C3), 115.62 (C10), 116.17 (C8), 122.68 (C5), 123.98 (C6), 126.96 (C16, 

C20),128.82 (C17, C19), 131.91 (C7), 134.80 (C18), 140.85 (C15), 152.29 (C9), 158.66 (C4), 

160.19 (C2). 
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Preparation of 3-(1-(4-tert-butylphenyl)-3-oxobutyl)-4-hydroxy-2H-chromen-2-one (8c) 

 

 

A mixture of 4-hydroxycoumarin (1 equiv., 413mg, 2.49 mmol, 9a), (E)-4-(4-tert-

butylphenyl) but-3-en-2-one (1 equiv., 505 mg, 2.49 mmol, 2c) and DIPEA (5 % mole), was 

stirred at reflux in distilled water (0.6 M) for 48 h. The reaction was monitoring by TLC 

(cyclohexane, AcOEt :7/3). The mixture was cooled at 0 °C during 2 h, whereupon a heavy 

gum separated out and the aqueous phase was decanted off. The gum was extracted by AcOEt 

/water (x3). The aqueous phase decanted off from the mixture was also extracted by 

AcOEt/water (x3). The organic layers was dried over MgSO4 and reduced under pressure. The 

crude product was purified by flash chromatography (eluent gradient: cyclohexane/AcOEt : 

8/2 then 7/3) and the desired product was obtained as a yellowish powder in 56% yield (483 

mg). Rf (cyclohexane/AcOEt : 7/3) = 0.19.  

 
1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) : δ (ppm) = 1.19 (s, 9H, H24), 1.56 (s, 1H, H21), 1.63 (s, 2H, 

H21), 2.31-2.34 (m, 1H, H13), 2.66-2.68 (m, 1H, H13), 3.92-3.96 (m, 1H, H14), 7.08-7.10 (m, 

2H, H16, H20), 7.23-7.28 (m, 2H, H17, H19), 7.37-7.41 (m, 2H, H6, H8), 7.61-7.65 (m, 1H, 

H7),7.81-7.84 (m, 1H, H5). 
13C NMR (DMSO-d6, 100 MHz) : δ (ppm) = 26.34 (C14), 31.22 (C24), 34.03 (C21), 34.66 

(C23), 42.90 (C13), 99.65 (C3), 115.63 (C10), 116.17 (C8), 122.68 (C5), 123.99 (C6), 124.99 

(C17, C19), 126.69 (C16, C20), 131.92 (C7), 140.83 (C15), 148.00 (C18),  152.28 (C9), 158.67 

(C4), 160.22 (C2), 190.0 (C12). 
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Preparation of 4-hydroxy-3-(1-(4-methoxyphenyl)-3-oxobutyl)-2H-chromen-2-one (8d) 

 

A mixture of 4-hydroxycoumarin (1 equiv., 469mg, 2.84 mmol, 9a), (E)-4-(4-

methoxyphenyl)but-3-en-2-one (1 equiv., 500 mg, 2.84 mmol, 2f) and DIPEA (5 % mole), 

was stirred at reflux in distilled water (0.6 M) for 48 h. The reaction was monitoring by TLC 

(cyclohexane, AcOEt :8/2). The mixture was cooled at 0 °C during 2 h, whereupon a heavy 

gum separated out and the aqueous phase was decanted off. The gum was extracted by AcOEt 

/water (x3). The aqueous phase decanted off from the mixture was also extracted by 

AcOEt/water (x3). The organic layers was dried over MgSO4 and reduced under pressure. The 

crude product was purified by flash chromatography (eluent gradient: cyclohexane/AcOEt : 

8/2 then 7/3) and the desired product was obtained as a  yellow powder in 81% yield (780 

mg). Rf (cyclohexane/AcOEt : 7/3) = 0.29.  

 
1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) : δ(ppm)= 1.56 (s, 1H, H21), 1.62 (s, 2H, H21), 1.81-1.95 (m, 

1H, H13), 2.25-2.31 (m, 1H, H13), 3.70 (s, 3H, H22), 3.91-3.96 (m, 1H, H14), 6.80 (m, 2H, H16, 

H20), 7.08-7.11 (m, 2H, H6, H8), 7.38 (m, 2H, H17, H19), 7.60-7.66 (m, 1H, H7), 7.81 (d, 1H, 

H5, J = 8.0 Hz). 
13C NMR (DMSO-d6, 100 MHz) : δ (ppm) =  27.24 (C14), 34.31 (C21),  42.83 (C13), 54.95 

(C22), 99.70 (C3), 113.63 (C17, C19), 115.64 (C10), 116.15 (C8), 122.68 (C5), 123.95 (C6), 

128.07 (C16, C20), 131.88 (C7), 135.70 (C15), 152.29 (C9), 157.48 (C18), 158.55 (C4), 160.17 

(C2). 
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Preparation of 3-(1-(4-fluorophenyl)-3-oxobutyl)-4-hydroxy-2H-chromen-2-one(8e) 

 

A mixture of 4-hydroxycoumarin (1 equiv., 506 mg, 3.16 mmol, 9a), (E)-4-(4-

fluorophenyl)but-3-en-2-one (1 equiv., 506 mg, 3.16 mmol, 2d) and DIPEA (5 % mole), was 

stirred at reflux in distilled water (0.6 M) for 4 h. The reaction was monitoring by TLC 

(cyclohexane, AcOEt :7/3). The mixture was cooled at 0 °C during 2 h, whereupon a heavy 

gum separated out and the aqueous phase was decanted off. The gum was extracted by AcOEt 

/water (x3). The aqueous phase decanted off from the mixture was also extracted by 

AcOEt/water (x3). The organic layers was dried over MgSO4 and reduced under pressure. The 

crude product was purified by flash chromatography (eluent gradient: cyclohexane/AcOEt : 

7/3 then 5/5) and the desired product was obtained as a  yellow powder in 27% yield (281 

mg). Rf (cyclohexane/AcOEt : 5/5) = 0.29.  
1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) : δ (ppm) = 1.57 (s, 1H, H21), 1.64 (s, 2H, H21), 2.10-2.17 (m, 

1H, H13), 2.28-2.35 (m, 1H, H13), 3.98-4.02 (m, 1H, H14), 7.00-7.08 (m, 2H, H16, H20 ), 7.20-

7.26 (m, 2H, H6, H8), 7.37-7.42 (m, 2H, H17, H19), 7.62-7.66 (m, 1H, H7), 7.82-7.84 (m, 1H, 

H5). 
13C NMR (DMSO-d6, 100 MHz) : δ (ppm) =  27.20 (C14), 34.46 (C21),  42.64 (C13), 99.67 

(C3),114.42 (d, C17 or C19 
2JC-F = 21 Hz), 114.87 (d, C19 or C17 

2JC-F = 21 Hz), 115.60 (C10), 

116.20 (C8), 122.74 (C5), 124.02 (C6), 128.92 (d, C16 or C20 
3JC-F = 8.0 Hz),129.15 (d, C20 or 

C16 
3JC-F = 8.0 Hz), 132.00 (C7), 140.03 (C15), 152.32 (C9), 158.83 (C18), 160.23 (C4), 161.81 

(C2), 207.15 (C12). 
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Preparation of 4-hydroxy-3-(3-oxo-1-(4-(trifluoromethyl)phenyl)butyl)-2H-chromen-2-one 

(8f) 

 

 

 

A mixture of 4-hydroxycoumarin (1 equiv., 386 mg, 2.33 mmol, 9a), (E)-4-(4-

(trifluoromethyl)phenyl)but-3-en-2-one (1 equiv., 500 mg, 2.33 mmol, 2i) and DIPEA (5 % 

mole), was stirred at reflux in distilled water (0.6 M) for 48 h. The reaction was monitoring by 

TLC (cyclohexane, AcOEt :7/3). The mixture was cooled at 0 °C during 2 h, whereupon a 

heavy gum separated out and the aqueous phase was decanted off. The gum was extracted by 

AcOEt /water (x3). The aqueous phase decanted off from the mixture was also extracted by 

AcOEt/water (x3). The organic layers was dried over MgSO4 and reduced under pressure. The 

crude product was purified by flash chromatography (cyclohexane/AcOEt : 7/3) and the 

desired product was obtained as a yellowish powder in 40% yield (350 mg). Rf 

(cyclohexane/AcOEt : 7/3) = 0.30  

 
1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) : δ (ppm) = 1.59 (s, 1H, H21), 1.66 (s, 2H, H21), 1.86-1.93 (m, 

1H, H13), 2.33-2.37 (m, 1H, H13), 4.07-4.11 (m, 1H, H14), 7.38-7.46 (m, 4H, H16, H17, H19, 

H20), 7.57-7.69 (m, 3H, H6, H7, H8), 7.84 (m, 1H, H5). 
13C NMR (DMSO-d6, 100 MHz) : δ (ppm) =  27.15 (C14), 35.40 (C21),  42.23 (C13), 99.63 

(C3), 115.54 (C10), 116.27 (C8), 122.77 (C5),124.11 (CF3), 125.11(C6), 128.01 (C17, C19,  C18), 

128.83 (C16, C20), 132.16 (C7), 149.04 (C15), 152.35 (C9), 159.20 (C4), 160.32 (C2). 
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Preparation of 4-hydroxy-3-(1-(4-nitrophenyl)-3-oxobutyl)-2H-chromen-2-one (8g) 

 

 

A mixture of 4-hydroxycoumarin (1 equiv., 87 mg, 0.52 mmol, 9a), (E)-4-(4-nitrophenyl) but-

3-en-2-one (1 equiv., 100 mg, 0.52 mmol, 2h) and DIPEA (5 % mole), was stirred at reflux in 

distilled water (0.6 M) for 18 h. The reaction was monitoring by TLC (cyclohexane, AcOEt 

:7/3). The mixture was cooled at 0 °C during 2 h, whereupon a heavy gum separated out and 

the aqueous phase was decanted off. The gum was extracted by AcOEt /water (x3). The 

aqueous phase decanted off from the mixture was also extracted by AcOEt/water (x3). The 

organic layers was dried over MgSO4 and reduced under pressure. The crude product was 

purified by flash chromatography (eluent gradient: cyclohexane/AcOEt : 7/3 then 5/5) and the 

desired product was obtained as yellow-brown powder, in 96% yield (176 mg). Rf 

(cyclohexane/AcOEt : 5/5) = 0.40  

 
1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) : δ (ppm) = 1.61 (s, 1H, H21), 1.67 (s, 2H, H21), 2.32-2.34 (m, 

1H, H13), 2.66-2.67 (m, 1H, H13), 4.14-4.20 (m, 1H, H14), 7.39-7.54 (m, 4H, H16, H17, H19, 

H20), 7.64-7.68 (m, 1H, H6), 7.85 (d, 1H, H8, J = 7. 3 Hz), 8.08-8.13 (m, 2H, H5, H7). 
13C NMR (DMSO-d6, 100 MHz) : δ (ppm) = 30.71 (C14), 35.20 (C21),  45.14 (C13), 99.61 

(C3), 116.30 (C10), 116.41 (C8), 122.80 (C5), 122.97-123.47 (C17, C19), 124.17 (C6),  128.57-

128.89 (C16, C20), 132.25 (C7),141.07 (C18),  145.63 (C15), 152.38 (C9), 159.32 (C4), 160.38 

(C2). 
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Preparation of 2-methoxy-2-methyl-4-phenyl-3,4-dihydropyrano[3,2-c]chromen-5(2H)-one 

(7a) 

 

 

 

4-hydroxy-3-(3-oxo-1-phenylbutyl)-2H-chromen-2-one (1 equiv., 100 mg, 0.325 mmol, 8a), 

was refluxed in HCl 4% MeOH (10 equiv., 1 g, 3.25 mmol) for 23 h. The reaction was 

monitoring by TLC (cyclohexane, AcOEt :7/3). When the reaction was finished, the mixture 

was cool down at room temperature, 1mL of distilled water was added, followed by extraction 

with AcOEt (3x10 mL). The two main diastereoisomers (7a) were separated by combi flash 

(eluant : cyclohexane/AcOEt : 8/2) and were isolated to afford 60 mg (53%) of the first 

diastereoisomer as a white powder and 10 mg (9%) of the second diastereoisomer as a white 

powder too.  

 

Dia 1 :  H14 in axial position (Rf = 0.33, cyclohexane/AcOEt : 8/2): 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz) : δ (ppm )= 1.70 (s, 3H, H21), 2.01 (dd, 1H, H13-ax, Jgem = 14.0 

Hz, J13ax-14ax = 11.8 Hz ), 2.52 (dd, 1H, H13-eq, Jgem = 14.0 Hz, Jeq-ax = 6.9 Hz ), 3.36 (s, 3H, 

H22), 4.16 (dd ,1H, H14-ax, Jax-ax = 11.8 Hz, Jax-eq = 6.9 Hz ), 7.24-7.26 (m, 2H, H16, H20), 7.28-

7.35 (m, 5H, H6, H8, H17, H18, H19,), 7.53-7.58 (ddd, 1H ,H7, J = 9.4, 7.4, 1.7 Hz),7.91 (dd, 1H 

,H5, J = 8.0, 1.3 Hz).     
13C NMR (CDCl3, 75 MHz) : δ (ppm) = 22.35 (C21), 35.60 (C14), 43.52 (C13 ), 49.94 (C22), 

101.44 (C3), 105.63 (C12), 115.80 (C10), 116.72 (C8), 122.46 (C5), 123.84(C6), 126.54 (C18), 

127.16 (C16, C20 or C17, C19), 128.72 (C17, C19 or C16, C20), 131.62 (C7), 143.55 (C15), 153.14 

(C9), 158.25 (C4), 161.19 (C2). 

Dia 2 :  H14 in equatorial position : (Rf = 0.29, cyclohexane/AcOEt : 8/2):  
1H NMR (CDCl3, 300 MHz) :  δ (ppm) =  1.69 (s, 3H, H21), 2.38 (dd, 1H, H13-ax, Jgem = 14.0 

Hz, J13ax-14eq = 7.4 Hz ), 2.52 (dd, 1H, H13-eq, Jgem = 14.1 Hz, J13eq-eq = 3.8 Hz), 3.29 (s, 3H, 
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H22), 4.19 (dd ,1H,H14-eq, Jeq-ax = 7.2 Hz, Jeq-eq = 3.7 Hz), 7.21-7.32 (m, 5H, H16, H17, H18, H19, 

H20), 7.34-7.43 (m, 2H, H6, H8), 7.60-7.62 (m, 1H, H7),7.96 (dd, 1H, H5, J = 7.8, 1.2 Hz).     
13C NMR (CDCl3, 75 MHz) :  δ (ppm) = 22.58 (C21), 35.45 (C14), 39.93 (C13 ), 49.41 (C22), 

102.58 (C3), 103.30 (C12),115.89 (C10), 116.86 (C8), 122.67 (C5), 123.97(C6), 126.26 (C18), 

127.52 (C16, C20 or C17, C19), 128.21 (C17, C19 or C16, C20), 131.87 (C7), 143.18 (C15), 153.11 

(C9), 159.07 (C4), 162.00 (C2).  
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Preparation of 2-methoxy-2-methyl-(1-(p-tolyl))-3,4-dihydropyrano[3,2-c]chromen-5(2H)-

one (7b) 

 

 

 

4-hydroxy-3-(3-oxo-1-p-tolylbutyl)-2H-chromen-2-one (1 equiv., 100 mg, 0.31 mmol, 8b), 

was refluxed in HCl 4% MeOH (10 equiv., 1 g, 3.1 mmol) for 31 h. The reaction was 

monitoring by TLC (cyclohexane, AcOEt :7/3). When the reaction was finished, the mixture 

was cool down at room temperature, 1mL of distilled water was added, followed by extraction 

with AcOEt (3x10 mL). The two main diastereoisomeres (7b) were separated by flash 

chromatography (eluant: cyclohexane/AcOEt : 8/2 and were isolated to afford  48 mg (46%) 

of the first diastereoisomer as a  yellow powder and 13 mg (13%) of the second 

diastereoisomer as a yellow oil. (AMR 166) 

Dia 1 : H14 in axial position: (Rf = 0.42, cyclohexane/AcOEt : 8/2)  
1H NMR (CDCl3, 300 MHz) : δ (ppm) =  1.82 (s, 3H, H21), 2.13 (t, 1H, H13-ax, Jgem- = 13.7, 

J13ax-14ax = 12.0 Hz), 2.46 (s, 3H, H23),  2.62 (dd, 1H, H13-eq, Jgem = 14.0 Hz, J13eq-14ax = 6.9 Hz 

), 3.48 (s, 3H, H22), 4.24 (dd, 1H, H14-ax, Jax-ax = 11.7 Hz, Jax-eq = 6.9Hz ), 7.26 (m, 4H, H16, 

H17, H19, H20), 7.40-7.47 (m, 2H, H6, H8), 7.67 (tb, 1H, H7, J = 7.6 Hz), 8.03 (d, 1H, H5, J = 

7.7 Hz).     
13C NMR (CDCl3, 75 MHz) : δ (ppm) = 21.19 (C23 ), 22.35 (C21), 35.16 (C14), 43.58 (C13 ), 

49.92 (C22), 101.43 (C3), 105.78 (C12),115.82 (C10), 116.70 (C8), 122.44 (C5), 123.80(C6), 

127.01 (C16, C20 or C17, C19), 129.45 (C17, C19 or C16, C20), 131.56 (C7), 135.96 (C18), 140.47 

(C15), 153.12 (C9), 158.15 (C4), 161.21 (C2).  

 

Dia 2 : H14 in equatorial position (Rf = 0.35, cyclohexane/AcOEt : 8/2):  
1H NMR (CDCl3, 300 MHz) :  δ (ppm) =  1.61 (s, 3H, H21), 2.48 (s, 3H, H23),  2.53-2.65 (m, 

2H,H13-ax , H13-eq), 3.43 (s,3H,H22), 4.27-4.30 (m, 4H, H16, H17, H19,H20), 7.48-7.55 (m, 2H, 

H6, H8), 7.74 (tb, 1H, H7, J = 7.4 Hz), 8.08 (d, 1H, H5, J = 7.7 Hz).     



292 

 

13C NMR (CDCl3, 75 MHz) :  δ (ppm) = 21.21 (C23 ), 22.59 (C21), 35.16 (C14), 40.05 (C13 ), 

49.42 (C22), 102.57 (C3), 103.54 (C12),115.79 (C10), 116.85 (C8), 122.65 (C5), 123.94(C6), 

127.38 (C16, C20 or C17, C19), 129.02 (C17, C19 or C16, C20), 131.81 (C7), 135.68 (C18), 140.18 

(C15), 153.10 (C9), 158.96 (C4), 161.99 (C2).  
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Preparation of 2-methoxy-2-methyl-(1-(4-tert-butylphenyl ))-3,4-dihydropyrano[3,2-

c]chromen-5(2H)-one (7c) 

 

 

 

3-(1-(4-tert-butylphenyl)-3-oxobutyl)-4-hydroxy-2H-chromen-2-one (1 equiv., 100 mg, 0.27 

mmol, 8c), was refluxed in HCl 4% MeOH (10 equiv., 1 g, 2.7 mmol) for 52 h. The reaction 

was monitoring by TLC (cyclohexane, AcOEt :7/3). When the reaction was finished, the 

mixture was cool down at room temperature, 1mL of distilled water was added, followed by 

extraction with AcOEt (3x10 mL). The two main diastereoisomers (7c) were separated by 

flash chromatography (eluant : cyclohexane/AcOEt : 8/2 ) and were isolated to afford 55 mg 

(57%) of the first diastereoisomer as a  white powder and 15 mg (16%) of the second 

diastereoisomer as a white powder too. 

 

Dia 1 : H14 in axial position (Rf = 0.48, cyclohexane/AcOEt : 8/2): 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz) : δ (ppm) =  1.26 (s, 9H, H23), 1.64 (s, 3H, H21),  1.96 (t, 1H, H13-

ax, Jgem = J13ax-14ax = 13.8 Hz), 2.45 (dd, 1H, H13-eq, Jgem = 14.0 Hz, J13eq-14ax = 7.0 Hz), 3.30 (s, 

3H, H22), 4.07 (dd , 1H, H14-ax, Jax-ax = 11.6 Hz, Jax-eq = 7.1 Hz ), 7.10-7.12 (m, 2H, H16, H20), 

7.26-7.29 (m, 4H, H6 ,H8, H17, H19), 7.50 (tb, 1H, H7, J = 7.7 Hz), 7.85 (d, 1H, H5, J = 8.3 

Hz).     
13C NMR (CDCl3, 75 MHz) : δ (ppm) = 22.36 (C21 ), 31.51 (C23), 35.07 (C14), 43.59 (C13 ), 

49.92 (C22), 101.46 (C3), 105.87 (C12),115.86 (C10), 116.70 (C8), 122.46 (C5), 123.80 (C6), 

125.62 (C17, C19), 126.75 (C16, C20), 131.56 (C7), 140.32 (C15), 149.06 (C18), 153.12 (C9), 

158.12 (C4), 161.23 (C2).  

 

Dia 2 : H14 in equatorial position : (Rf = 0.39, cyclohexane/AcOEt : 8/2):  
1H NMR (CDCl3, 300 MHz) :  δ (ppm) =  1.28 (s, 9H, H23), 1.63 (s, 3H, H21),  2.29 (dd, 1H, 

H13-ax, Jgem = 14.1 Hz, J13ax-14ax = 7.4 Hz), 2.45 (dd, 1H, H13-eq, Jgem = 14.0 Hz, J13eq-14eq = 4.1 
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Hz), 3.25 (s, 3H, H22), 4.10-4.12 (m, 1H, H14-eq), 7.09-7.12 (m, 2H, H16, H20), 7.25-7.37 (m, 

4H, H6 ,H8, H17, H19), 7.56 (tb, 1H, H7, J = 7.3 Hz), 7.90 (d, 1H, H5, J = 7.8 Hz).     
13C NMR (CDCl3, 75 MHz) :  δ (ppm) = 22.56 (C21 ), 31.54 (C23), 35.18 (C14), 39.97 (C13 ), 

49.46 (C22), 102.68 (C3), 103.61 (C12),115.82 (C10), 116.83 (C8), 122.69 (C5), 123.93(C6), 

125.18 (C17, C19), 127.07 (C16, C20), 131.80 (C7), 139.98 (C15), 148.70 (C18), 153.09 (C9), 

158.97 (C4), 162.00 (C2).  
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Preparation of 2-methoxy-2-methyl-(1-(4-methoxyphenyl))-3,4-dihydropyrano[3,2-

c]chromen-5(2H)-one (7d) 

 

 

 

4-hydroxy-3-(1-(4-methoxyphenyl)-3-oxobutyl)-2H-chromen-2-one (1 equiv., 100 mg, 0.296 

mmol, 8d), was refluxed in HCl 4% MeOH (10 equiv., 1 g, 2.96 mmol) for 66 h. The reaction 

was monitoring by TLC (cyclohexane, AcOEt :7/3). When the reaction was finished, the 

mixture was cool down at room temperature, 1mL of distilled water was added, followed by 

extraction with AcOEt (3x10 mL). The two main diastereoisomers (7d) were not separated by 

flash chromatography (eluant : cyclohexane/AcOEt : 8/2) and only one diastereoisomer was 

obtained, as a white powder, in a yield 63 % (66 mg). 

Dia 1 : H14 in axial position : (Rf = 0.39, cyclohexane/AcOEt : 8/2) 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz) : δ (ppm) =  1.67 (s, 3H, H21), 1.96 (dd, 1H, H13-ax, Jgem = 14.0 

Hz, J13ax-14ax = 11.7 Hz), 2.46 (dd, 1H, H13-eq, Jgem = 14.0 Hz, J13eq-14ax = 7.0 Hz), 3.33 (s, 3H, 

H22), 3.77 (s,3H,H23), 4.08 (dd, 1H, H14-ax, Jax-ax = 11.9 Hz, Jax-eq = 7.2 Hz ), 6.82-6.85 (m, 2H, 

H17, H19),7.13-7.16 (m, 2H, H16, H20), 7.26-7.32 (m, 2H, H6, H8), 7.53 (tb, 1H, H7, J = 8.6 

Hz), 7.89 (d, 1H, H5, J = 6.7 Hz).     
13C NMR (CDCl3, 75 MHz) : δ (ppm) = 22.36 (C21 ), 34.75 (C14), 43.56 (C13), 49.92 (C22 ), 

55.31 (C23), 101.49 (C3), 105.86 (C12), 114.17 (C17, C19), 115.83 (C10), 116.70 (C8), 122.46 

(C5), 123.81 (C6), 128.12 (C16, C20), 131.57 (C7), 135.46 (C15), 153.12 (C9), 158.08 (C18), 

158.21 (C4), 161.20 (C2). 
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Preparation of 2-methoxy-2-methyl-(1-(4-fluorophenyl ))-3,4-dihydropyrano[3,2-c]chromen-

5(2H)-one (7e) 

 

 

 

3-(1-(4-fluorophenyl)-3-oxobutyl)-4-hydroxy-2H-chromen-2-one (1 equiv., 100 mg, 0.29 

mmol, 8e), was refluxed in HCl 4% MeOH (10 equiv., 1 g, 2.90 mmol) for 31 h. The reaction 

was monitoring by TLC (cyclohexane, AcOEt :7/3). When the reaction was finished, the 

mixture was cool down at room temperature, 1mL of distilled water was added, followed by 

extraction with AcOEt (3x10 mL) The two main diastereoisomers (7e) were separated by 

flash chromatography (eluant: cyclohexane/AcOEt : 8/2 ) and were isolated to afford 47 mg 

(44%) of the first diastereoisomer as a  white powder and  21 mg (19%) , of the second 

diastereoisomer as a yellow powder. 

 

Dia 1 : H14 in axial position: (Rf = 0.34, cyclohexane/AcOEt : 8/2)  
1H NMR (CDCl3, 300 MHz) : δ (ppm) =  1.98 (s, 3H, H21), 2.24 (dd, 1H, H13-ax, Jgem = 14.0 

Hz, J13ax-14ax = 12 Hz), 2.75 (dd, 1H, H13-eq, Jgem = 14.0 Hz, J13eq-14ax = 6.9 Hz), 3.62 (s, 3H, 

H22), 4.41 (dd ,1H, H14-ax, Jax-ax = 11.8 Hz, Jax-eq =  6.9 Hz ), 7.23-7.29 (m, 2H, H17, H19),7.45-

7.49 (m, 2H, H16, H20), 7.55-7.62 (m, 2H, H6, H8), 7.82 (m, 1H, H7), 8.17 (m, 1H, H5,).     
13C NMR (CDCl3, 75 MHz) : δ (ppm) = 22.31 (C21 ), 34.92 (C14), 43.50 (C13), 49.96 (C22 ), 

101.45 (C3), 105.40 (C12), 115.51 (d, C17, C19, 
2JC-F = 21.8 Hz), 115.71 (C10), 116.72 (C8), 

122.51 (C5), 123.92 (C6), 128.60 (d, C16, C20, 
3JC-F = 8.3 Hz), 131.74 (C7), 139.16 (C15), 

153.12 (C9), 159.14 (d, C18, JC-F = 120.8 Hz), 161.17 (C4), 163.17 (C2). 

Dia 2 :  H14 in equatorial position : (Rf = 0.27, cyclohexane/AcOEt : 8/2) 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz) : δ (ppm) =  1.96 (s, 3H, H21), 2.64 (dd, 1H, H13-ax, Jgem = 14.1 

Hz, J13ax-14eq = 7.3 Hz), 2.75 (dd, 1H, H13-eq, Jgem = 14.1 Hz, J13eq-14eq = 3.0 Hz), 3.54 (s, 3H, 

H22), 4.45 (m ,1H, H14-eq ), 7.23-7.29 (m, 2H, H17, H19), 7.45-7.49 (m, 2H, H16, H20), 7.63-7.70 

(m, 2H, H6, H8), 7.89 (t, 1H, H7, J = 7.3 Hz), 8.23 (d, 1H, H5, J = 7.8 Hz).     
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13C NMR (CDCl3, 75 MHz) : δ (ppm) = 22.63 (C21 ), 34.57 (C14), 39.87 (C13), 49.38 (C22 ), 

102.42 (C3), 103.12 (C12), 115.00 (d, C17, C19, 
2JC-F = 21.8 Hz), 115.65 (C10), 116.88 (C8), 

122.68 (C5), 124.07 (C6), 129.0 (d, C16, C20, 
3JC-F = 8.3 Hz), 132.00 (C7), 138.87 (C15), 153.09 

(C9), 159.42 (C18), 162.02 (C4), 163.01 (C2). 
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Preparation of 2-methoxy-2-methyl-(1-(4-trifluoromethyl)phenyl ))-3,4-dihydropyrano[3,2-

c]chromen-5(2H)-one (7f) 

 

 

 

4-hydroxy-3-(3-oxo-1-(4-(trifluoromethyl)phenyl)butyl)-2H-chromen-2-one (1 equiv., 100 

mg, 0.27 mmol, 8f), was refluxed in HCl 4% MeOH (10 equiv., 1 g, 2.7 mmol) for 23 h. The 

reaction was monitoring by TLC (cyclohexane, AcOEt :7/3). When the reaction was finished, 

the mixture was cool down at room temperature; 1 mL of distilled water was added, followed 

by extraction with AcOEt (3x10 mL). The two main diastereoisomers (7f) were separated by 

flash chromatography (eluant : cyclohexane/AcOEt : 8/2 ) and were isolated to afford 42 mg 

(38%)  of the first diastereoisomer as a  yellow powder  and 9 mg (8%) of the second 

diastereoisomer as a yellow powder too. 

 

Dia 1:  H14 in axial position (42 mg): (Rf = 0.36, cyclohexane/AcOEt : 8/2) 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz) : δ (ppm) =  1.70 (s, 3H, H21), 1.93 (dd, 1H, H13-ax, Jgem = 14.0 

Hz, J13ax-14ax= 12 Hz), 2.47 (dd, 1H, H13-eq, Jgem = 14.0 Hz, J13eq-14ax= 6.9 Hz), 3.34 (s,3H,H22), 

4.18 (dd ,1H, H14-ax, Jax-ax = 11.9 Hz, Jax-eq = 6.8 Hz ), 7.29-7.35 (m, 4H, H6, H8, H16, H20), 

7.52-7.58 (m, 3H, H7, H17, H19), 7.55-7.62 (m, 2H, H6, H8), 7.89 (dd,1H,H5, J = 8.3, 1.8 Hz).     
13C NMR (CDCl3, 75 MHz) : δ (ppm) = 22.32 (C21 ), 35.61 (C14), 43.26 (C13), 50.05 (C22 ), 

101.40 (C3), 104.80 (C12), 115.66 (C10), 116.85 (C8), 122.56 (C5), 124.04 (C6), 128.8 (q, C18, 
2JC-F = 32.2 Hz), 125.75 (q, C17, C19, 

3JC-F = 3.8 Hz), 125.75 (C16, C20), 131.96 (C7), 147.86 

(C15), 153.19 (C9), 158.72 (C4), 161.23 (C2), C23-F non visible. 

 

Dia 2 :  H14 in equatorial position (9 mg): (Rf = 0.27, cyclohexane/AcOEt : 8/2) 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz) :  δ 1.65 (s, 3H, H21), 2.35 (dd, 1H, H13-ax, Jgem = 14.2 Hz, J13ax-

14eq = 7.4 Hz), 2.48 (dd, 1H, H13-eq, Jgem = 14.2 Hz, J13eq-14eq = 2.8 Hz), 3.19 (s, 3H, H22), 4.19 
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(m, 1H, H14-eq), 7.29 (d, 2H, H16, H20, J= 8.3 Hz ), 7.34-7.39 (m, 2H, H6, H8), 7.50 (d, 2H, H17, 

,H19, J= 8.1 Hz ), 7.57 (td, 1H, H7, J = 7.4 Hz, 1.6 Hz), 7.92 (dd, 1H, H5, J = 7.9 Hz, 1.5 Hz).     
13C NMR (CDCl3, 75 MHz) :  δ (ppm) = 22.62 (C21 ), 35.00 (C14), 39.60 (C13), 49.33 (C22 ), 

102.30 (C3), 102.47(C12), 115.57 (C10), 116.99 (C8), 122.71 (C5), 124.18 (C6), 125.15 (q, C17, 

C19, 
3JC-F = 3.8 Hz), 128.00 (C16, C20), 132.19 (C7), 147.46 (C15), 153.17 (C9), 159.31 (C4), 

162.07(C2), C18 et C23-F non visible. 
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Preparation of 2-methoxy-2-methyl-(1-(4-nitrophenyl ))-3,4-dihydropyrano[3,2-c]chromen-

5(2H)-one (7g) 

 

 

 

4-hydroxy-3-(1-(4-nitrophenyl)-3-oxobutyl)-2H-chromen-2-one (1 equiv., 100 mg, 0.283 

mmol, 8g), was refluxed in HCl 4% MeOH (10 equiv., 1 g, 2.83 mmol) for 22 h. The reaction 

was monitoring by TLC (cyclohexane/ AcOEt :7/3). When the reaction was finished, the 

mixture was cool down at room temperature, 1mL of distilled water was added, followed by 

extraction with AcOEt (3x10 mL). The two main diastereoisomers (7g) were separated by 

flash chromatography (eluant: cyclohexane/AcOEt : 8/2 ) and were isolated to afford 63 mg 

(64%) of the first diastereoisomer as a  white powder  and 11 mg (12%) of the second 

diastereoisomer as a yellow powder.  

 

Dia 1 : H14 in axial position : (Rf = 0.24, cyclohexane/AcOEt : 8/2) 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz) : δ 1.56 (s, 3H, H21), 1.95 (dd, 1H, H13-ax, Jgem = 13.9 Hz, J13ax-

14ax= 12.1 Hz), 2.48 (dd, 1H, H13-eq, Jgem = 13.9 Hz, J13eq-14ax= 6.8 Hz), 3.35 (s, 3H, H22), 4.24 

(dd ,1H,H14-ax, Jax-ax = 12.1 Hz, Jax-eq = 6.8 Hz ), 7.30-7.35 (m, 2H, H6, H8), 7.38 (d, 2H, H16, 

H20, J = 8.8 Hz), 7.57 (ddd, 1H, H7 , J =9.4, 7.3, 1.6 Hz), 7.89 (dd, 1H, H5,  J = 9.7 Hz, 1.3 

Hz), 8.16 (d, 2H, H17, H19, J = 8.8 Hz ).     
13C NMR (CDCl3, 75 MHz) : δ (ppm) = 22.31 (C21 ), 35.72 (C14), 42.91 (C13), 50.11 (C22 ), 

101.36 (C3), 104.29(C12), 115.54 (C10), 116.90 (C8), 122.60 (C5), 124.15 (C6 ,C17, C19), 128.11 

(C16, C20), 132.16 (C7), 146.79 (C18), 151.65 (C15), 153.20 (C9), 158.95 (C4), 161.21(C2).  

 

Dia 2 : H14 in equatorial position : (Rf = 0.16, cyclohexane/AcOEt : 8/2) 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz) : δ 1.66 (s, 3H, H21), 2.37 (dd, 1H, H13-ax, Jgem = 14.2 Hz, J13ax-

14eq = 7.4 Hz), 2.50 (dd, 1H, H13-eq, Jgem = 14.2 Hz, J13eq-14eq = 2.5 Hz), 3.17 (s, 3H, H22), 4.22 

(dd ,1H,H14-eq, Jeq-ax = 7.3 Hz, Jeq-eq = 2.5 Hz ), 7.34 (d, 2H, H16, H20, J = 8.4 Hz ), 7.38-7.41 
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(m, 2H, H6, H8), 7.61 (ddd, 1H, H7 , J =9.2, 7.3, 1.6 Hz), 7.92 (dd, 1H, H5,  J = 7.9 Hz, 1.5 

Hz), 8.13 (d, 2H, H17, H19, J = 8.8 Hz).     
13C NMR (CDCl3, 75 MHz) : δ (ppm) = 22.61 (C21 ), 34.92 (C14), 39.45 (C13), 49.32 (C22 ), 

101.94 (C3), 102.18(C12), 116.06 (C10), 117.06 (C8), 122.75 (C5), 123.46 (C17, C19), 124.30 

(C6), 128.54 (C16, C20), 132.40 (C7), 146.43 (C18), 151.29 (C15), 153.18 (C9), 159.12 (C4), 

162.10(C2).  
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Preparation of 4-morpholino-2H-chromen-2-one (63a) 

O

N

O

O

Chemical Formula: C13H13NO3

Molecular Weight: 231,25

1

2

3
5 4

6

7
8

9

12
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11
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14
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16

 

A mixture of 4-hydroxycoumarin (1 equiv., 165 mg, 1 mmol), morpholine (2.3 equiv.,0.2 mL 

2.3 mmol) were introduced in a capped 10 mL MW-vessel and placed in a microwave oven 

(CEM Discover 1TM, 300W) under ambient pressure for 10 min, in 120°C, at maximal power 

(300W). The reaction was monitored by TLC (cyclohexane/AcOEt :8/2). The reaction 

mixture was then dissolved in methanol (5ml) and the solution was treated with 0.1M aqueous 

sodium hydroxide (3ml). The crude product was extracted with AcOEt (3x25mL). The 

organic layers were dried over anhydrous MgSO4, filtered and concentrated under reduced 

pressure. The product (5a) was isolated in a yellow powder. Yield: 63% (144.8 mg). 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz) : δ (ppm) = 3.24 (t, 2H, H12, H16 J = 4.7 Hz), 3.92 (t, 2H, H13, 

H15 , J = 4.7 Hz), 5.72 (s, 1H, H3), 7.22-7.26 (m, 1H, H6, J = 16.3 Hz), 7.31-7.34 (m, 1H,H8), 

7.49 (ddd ,1H,H7, J H7-H5 = 8.4Hz, J = 7.2 Hz, J H7-H5 = 1.6Hz), 7.59 (dd, 1H, H5, JH5-H8 = 

8.0Hz, , J H5-H8 = 1.5Hz). 
13C NMR (CDCl3, 100 MHz) : δ (ppm) = 51.51 (C12, C16), 66.41 (C13, C15), 98.20 (C3), 

116.08 (C10), 117.90 (C8), 123.56 (C5),124.68 (C6), 131.68 (C7), 154.25 (C9), 161.13 (C4), 

162.37 (C2). 
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Preparation of 4-(piperidin-1-yl)-2H-chromen-2-one (63b) 

O
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Chemical Formula: C14H15NO2

Molecular Weight: 229,27  

 

A mixture of 4-hydroxycoumarin (1 equiv., 165 mg, 1 mmol), piperidine (1 equiv., 99 µL 1 

mmol) were introduced in a capped 10 mL MW-vessel and placed in a microwave oven 

(CEM Discover 1TM, 300W) under ambient pressure for 15 min, in 100°C, at maximal power 

(300W). The reaction was monitored by TLC (cyclohexane/AcOEt :6/4). The reaction 

mixture was directly concentrated under reduced pressure and wad purified by flash 

chromatography on silica gel (eluent: cyclohexane/AcOEt : 6/4) to afford a yellow powder 

(5b). Yield : 32% (92 mg). 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz) : δ (ppm) = 1.67-1.68 (m, 2H,H13), 1.75-1.79 (m, 4H, H12), 3.18 

(t, 4H, H11, J = 5.6 Hz), 5.64 (s, 1H, H3), 7.19 (ddd, 1H, H6, J H6-H8 = 8.3 Hz, J H6-H7 = 7.1 Hz, 

J H6-H8 = 1.1 Hz), 7.26 (dd, 1H, H8, J H8-H6 = 8.3 Hz, JH8-H6 = 1.2 Hz), 7.43 (ddd ,1H,H7, J H7-H5 

= 8.7Hz, J H7-H6 = 7.1 Hz, J H7-H5 = 1.4 Hz), 7.55 (dd, 1H, H5, JH5-H7 = 8.0Hz, , J H5-H7 = 1.6 

Hz). 
13C NMR (CDCl3, 100 MHz): δ (ppm) = 24.25 (2*C13 ), 25.59 (4*C12), 52.26 (4*C11), 96.83 

(C3 ), 116.62 (C10), 117.62 (C8), 123.29 (C5),125.00 (C6), 131.26 (C7), 154.15 (C9), 161.87 

(C2), 162.76 (C4). 
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Caractérisation of cyclocoumarol diastereoisomeres (4-H et 4-OMe) using cristallography by 

X-ray (Collaboration Dr Florent Blanchard, Dr Pascal Retailleau, ICSN, Gif-sur-Yvette). 

Major diastereoisomer of cyclocoumarol (4-H, 7a dia1) 

 

CCDC number 
 

Empirical formula C20H18O4 

Formula weight 322.34 

Temperature/K 292.7(5) 

Crystal system monoclinic 

Space group P21/n 

a/Å 5.8669(3) 

b/Å 16.7563(8) 

c/Å 16.4159(9) 

β/° 94.830(5) 

Volume/Å3 1608.08(15) 

Z 4 

ρcalcg/cm3 1.331 

µ/mm-1 0.092 

F(000) 680.0 

Crystal size/mm3 0.15 × 0.13 × 0.05 

Radiation MoKα (λ = 0.71073) 
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2Θ range for data collection/° 6.962 to 60.034 

Index ranges 

-7 ≤ h ≤ 6,  

-23 ≤ k ≤ 23,  

-23 ≤ l ≤ 21 

Reflections collected 16505 

Independent reflections 4107 [Rint = 0.0458, Rsigma = 0.0464] 

Data/restraints/parameters 4107/0/219 

Goodness-of-fit on F2 1.074 

Final R indexes [I>=2σ (I)] 
R1 = 0.0478,  

wR2 = 0.1266 

Final R indexes [all data] 
R1 = 0.0749,  

wR2 = 0.1397 

Largest diff. peak/hole / e Å-3 0.32/-0.42 

Table 1 : Crystal data and structure refinement for 4H-cyclo-dia_majoritaire. 

 

Minor diastereoisomer of cyclocoumarol (4-H, 7a dia2) 
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CCDC number 
 

Empirical formula C20H18O4 

Formula weight 322.34 

Temperature/K 292.6(4) 

Crystal system monoclinic 

Space group I2/a 

a/Å 20.1207(12) 

b/Å 8.5036(4) 

c/Å 19.9586(14) 

β/° 107.014(7) 

Volume/Å3 3265.5(4) 

Z 8 

ρcalcg/cm3 1.311 

µ/mm-1 0.091 

F(000) 1360.0 

Crystal size/mm3 0.1 × 0.1 × 0.03 

Radiation MoKα (λ = 0.71073) 

2Θ range for data collection/° 7.124 to 60.164 

Index ranges 

-26 ≤ h ≤ 27,  

-11 ≤ k ≤ 10,  

-27 ≤ l ≤ 23 

Reflections collected 18115 

Independent reflections 4158 [Rint = 0.0587, Rsigma = 0.0579] 

Data/restraints/parameters 4158/0/219 

Goodness-of-fit on F2 1.033 

Final R indexes [I>=2σ (I)] 
R1 = 0.0549,  

wR2 = 0.1161 

Final R indexes [all data] 
R1 = 0.1020,  

wR2 = 0.1328 
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Largest diff. peak/hole / e Å-3 0.18/-0.18 

Table 2 : Crystal data and structure refinement for 4H_cyclo_dia_minoritaire. 

 

Major diastereoisomere of 4-OMe cyclocoumarol  

 

 

. 

CCDC number 
 

Empirical formula C21H20O5 

Formula weight 352.37 

Temperature/K 292.5(7) 

Crystal system monoclinic 

Space group C2/c 

a/Å 23.694(2) 

b/Å 5.6932(4) 

c/Å 26.775(3) 

β/° 102.720(9) 

Volume/Å3 3523.2(6) 

Z 8 

ρcalcg/cm3 1.329 
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µ/mm-1 0.095 

F(000) 1488.0 

Crystal size/mm3 0.1 × 0.03 × 0.03 

Radiation MoKα (λ = 0.71073) 

2Θ range for data collection/° 7.372 to 59.93 

Index ranges 

-29 ≤ h ≤ 31,  

-7 ≤ k ≤ 7,  

-34 ≤ l ≤ 36 

Reflections collected 19052 

Independent reflections 4454 [Rint = 0.0552, Rsigma = 0.0590] 

Data/restraints/parameters 4454/0/238 

Goodness-of-fit on F2 1.016 

Final R indexes [I>=2σ (I)] 
R1 = 0.0490,  

wR2 = 0.1170 

Final R indexes [all data] 
R1 = 0.1036,  

wR2 = 0.1362 

Largest diff. peak/hole / e Å-3 0.28/-0.32 

 

Table 3: Crystal data and structure refinement for 4-OMe_cyclocoumanol_dia_majoritaire 
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VI.2 Biologie 

Materials and Methods 

Assay of PGE2 production 

Raw 264.7 cells were seeded at 2.105 cells/well during 24h, then 10µM of each synthesized 

cyclocoumarol derivatives was added. After 2h, LPS (10 ng/mL) was added in the culture 

medium during 24h. The PGE2 levels were quantified in culture media supernatants from 

control cells by enzyme immunoassay using an EIA Kit (Cayman Chemical). The results were 

expressed by the standard deviation average of ± 8 independent experiences. NS-398, a well-

known COX-2 selective inhibitor was used as reference. 

Assay of COX-1 activity 

The same protocol described before was used with the exception of the absence of LPS and 

deprivation of SVF (1%) to measure the COX-1 activity. The PGE2 levels were quantified in 

culture media supernatants from control cells by enzyme immunoassay using an EIA Kit 

(Cayman Chemical). The results were expressed by the standard deviation average of ± 6 

independent experiences. 

Assay of dose-dependent response for 7d 

The same protocol described in Assay of PGE2 production section was used with the 

exception of the concentration of the molecules (1-20 µM). The PGE2 levels were quantified 

in culture media supernatants from control cells by enzyme immunoassay using an EIA Kit 

(Cayman Chemical). The results were expressed by the standard deviation average of ± 6 

independent experiences. 
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VI.3 Bioinformatique 

VI.3.1 Databases used to obtain COX-2 inhibitors and structures 

VI.3.1.1 PDB 

The PDB [286] is a database comprising 120642 structures of proteins and nucleic acids from 

several species (22/07/2016). Structures have been essentially solved by X-ray cristallography 

and nuclear magnetic resonance (NMR). The protein structures are either co-crystallized with 

a ligand (« holo » structure) or without ligand (« apo » structure). PDB is freely available 

online: http://www.rcsb.org/pdb/ 

VI.3.1.2 ChEMBL 

ChEMBL [287] is a database comprising more than 1.9 million compounds for 11019 targets 

and more than 13.9 million biological activities data (ChEMBL statistic, 22/07/2016). 

ChEMBL gathers information describing molecules, together with information focusing on 

the different biological testsachieved on these molecules [287]. ChEMBL is also freely 

available online: https://www.ebi.ac.uk/chembl/ 

We used this database to determine the Ki (inhibitory constant) and IC50 values of DUD_E 

and PDB ligands COX-2 to study their biological activity and their selectivity (voir partie 

9.5.3.1). 

VI.3.1.3 DUD_E 

DUD_E (Directory of Useful Decoys_ Enhanced) [288] is a database encompassing active 

ligands and decoys for 102 targets. Decoys are defined as presumed inactive ligands : they 

have similar physico-chemical properties as active ligands (molecular weight, octanol/water 

partition coefficient, number of rotative bonds, number of hydrogen bonds acceptors or 

donors and net charge) but are structurally different. The 102 targets of this database represent 
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8 protein families with 66695 ligands, 9219 experimental decoys and 1411214 decoys 

extracted from Zinc database [288]. DUD_E is also freely available online: 

http://dude.docking.org/ 

Among the 102 targets, the COX-2 dataset includes 531 COX-2 inhibitors, 23405 decoys and 

531 actives and one PDB structure (PDBID: 3LN1). Thereafter, only the 531 active ligands 

were used to extract highly selective COX-2 inhibitors that will be used to build COX-2 

selective pharmacophores. 

 

VI.3.1.4 Preparation of the different data sets used for pharmacophore 

generation 

VI.3.1.4.1 Ligands included in the data sets 

3 datasets have been used for this study: (a) cyclocoumarol derivatives, (b) COX-2 inhibitors 

co-crystallized in the PDB and (c) COX-2 inhibitors coming from DUD_E 

(a) Cyclocoumarol derivatives: 7 compounds synthetized in the laboratory were used to 

construct this database.  

(b) When the PDB data set was constructed, the PDB included 41 structures of COX-2, 

among which 38 were co-crystallized with an inhibitor. Some of these structures were co-

cristallized with the same ligands, so only 27 different compounds were included in the PDB 

data set. 
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PDB code Organism Ligand Resolution (Å) 

1CVU Mus musculus ACD 2,4 

1CX2 Mus musculus S58 3,0 

1DDX Mus musculus PGX 3,0 

1PXX Mus musculus DIF 2,9 

3HS5 Mus musculus ACD 2,1 

3HS6 Mus musculus EPA 2,4 

3HS7 Mus musculus HXA 2,65 

3KRK Mus musculus ACD 2,4 

3LN0 Mus musculus 52B 2,2 

3LN1 Mus musculus CEL 2,4 

3MDL Mus musculus 1AG 2,2 

3MQE Mus musculus 416 2,8 

3NTG Mus musculus D72 2,19 

3NT1 Mus musculus NPS 1,73 

3NTB Mus musculus T1N 2,27 

3OLT Mus musculus ACD 2,45 

3OLU Mus musculus 1AG 2,35 

3PGH Mus musculus FLP 2,5 

3QH0 Mus musculus PLM 2,1 

3QMO Mus musculus NS4 3,0 

3Q7D Mus musculus NPX 2,4 

3RR3 Mus musculus FLR 2,84 

3TZI Mus musculus ACD 2,15 

4COX Mus musculus IMN 2,9 

4E1G Mus musculus LNL 2,1 

4FM5 Mus musculus DF0 2,81 

4M10 Mus musculus ICD 2,01 

4M11 Mus musculus MXM 2,45 

4OTJ Mus musculus IXP 2,11 

4OTY Mus musculus LUR 2,35 

4PH9 Mus musculus IBP 1,81 
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4RRW Mus musculus LUR 2,57 

4RRX Mus musculus LUR 2,78 

4RRY Mus musculus  2,43 

4RRZ Mus musculus LUR 2,57 

4RS0 Mus musculus IBP 2,81 

4RUT Mus musculus LM8 2,16 

4Z0L Mus musculus 4LA, N1B 2,29 

5COX Mus musculus  3,0 

5FDQ Mus musculus  1,9 

6COX Mus musculus S58 2,8 

5F1A Homo sapiens SAL 2,38 

5F19 Homo sapiens  2,04 

5IKV Homo sapiens FLF 2,51 

5IKT Homo sapiens TLF 2,45 

5IKR Homo sapiens ID8 2,34 

5IKQ Homo sapiens JMS 2,41 

Tableau : COX-2 structures available in the PDB (organism: mus musculus et homo sapiens) 

(c) The COX-2 DUD-E dataset includes 531 compounds. Among these 531 molecules, 10 (ID 

ChEMBL : 563 (*4), 139, 154 (*2), 599, 521 (*2)) correspond to COX-2 inhibitors contained 

in the PDB data set. A compound is considered as COX-2 selective if its ratio IC50 (COX-1)/ 

IC50(COX-2) > 1 [29] and as highly selective [289] if its ratio is > 1000. As our aim is to 

develop new COX-2 selective compounds, we decided to retain only the 85 molecules of the 

DUD_E with a ratio > 1000. (voir tableau annexe ) 

These 85 compounds will be defined thereafter as « active ligands » and the 446 remaining 

compounds will be qualified as « decoys». Among the 446 remaining DUD-E COX-2 

inhibitors, the selectivity is between 500 and 1000 for 25 compounds, between 100 and 500 

for 107 compounds and lower than 100 for 171 compounds. 
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Ratio IC50 COX-
1/IC50 COX-2 <100 100≤IC50≤500 500≤IC50<1000 ≥1000 

Nombre de 
molécules de la 

DUD_E 

171 107 25 85 

Nombre de 
molécules de la PDB 

21 1 0 3 

Tableau : Bibliographic study determining the selectivity of compounds contained in the PDB 

and in the DUD_E 

VI.3.1.4.2 Data sets construction 

For the datasets (a) and (b), 3D structures of the ligands were generated with Corina on line 

demo (ref), starting from SMILES files. OpenBabel [290] was used to calculate Gasteiger’s 

partial atomic charges.  

For the dataset (c), the ligands were directly obtained in .mol2 format from the DUD_E data 

sets. 

Finally, these 3 data sets were converted in the LigandScout proper format, the .ldb format, 

using the idbgen tool provided with LigandScout with the omega-fast option . 

VI.3.2 Pharmacophore generation 

LigandScout. 3D pharmacophores were generated using the software LigandScout (version 

4.0) in structure-based (SB) and ligand-based (LB) approaches. 

Structure-based approach. 3D SB pharmacophores were automatically generated using the 38 

COX-2 holo PDB structures available in the PDB. In this approach, the LigandScout 

algorithm tags the key features of the ligand that are interacting with the residues of the 

receptor: aromatic ring, hydrophobic area, hydrogen bond donor or acceptor, negative or 

positive ionisable atom and metal binding location. To complete the pharmacophore, an 

ensemble of exclusion volume spheres is generated to represent the shape of the active site. 
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Ligand-based approach. The ligand-based approach was used with the 85 COX-2 inhibitors 

coming from DUD_E. All ligands of the dataset were clustered with LigandScout [134, 135] 

using the Pharmacophore Alignment Score as similarity measure and a cluster distance 

threshold set to 0.4. For each cluster, a 3D LB pharmacophore was generated using a 

maximum number of conformations of 300 and the merged or shared feature pharmacophore 

approach. In all cases, the « merged pharmacophore » option was used for the construction of 

the pharmacophore, with the number of omitted features set to 4 and optional partially 

matching features threshold set to 10%. In cases where not all ligands of the cluster were 

retrieved with the merged option, the « shared pharmacophore » option was used to generate a 

second pharmacophore. . In the merged approach, all features observed in each ligand of the 

training datasets are identified, scored and removed according to the threshold number of 

omitted features. We chose to enable the creation of exclusion volume spheres around the 

alignment of ligands. Moreover, in some cases, we added manually exclusion volume spheres 

to remove decoys compounds since inactive compounds can map all the pharmacophore 

require features, their inactivity being explained by steric clashes with the binding site. For 

each pharmacophore, the ligands of the cluster used to generate this pharmacophore 

constituted the training set and the test set was formed by 85 selectives and 446 “less 

selectives” compounds. During the pharmacophore generation, the ligands of the training set 

were automatically aligned with the LigandScout pharmacophore-based alignment algorithm. 

 

merged or shared feature pharmacophore approach .  

Model optimization protocol. The generated 3D pharmacophores were used to screen the test 

sets. All of the ligands provided in MOL2 format were converted in .ldb format using the 

idbgen tool provided with LigandScout with the omega-fast option. Two databases were used 

for each screening, a database of active compounds (85 selective inhibitors) and a database of 
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decoys (446 less selective inhibitors). The model optimization protocol for this study is used 

to sequentially refine the pharmacophore models in order to obtain selective COX-2 

pharmacophores. The model optimization protocol includes removing pharmacophore 

features and adding exclusion volume spheres. The protocol was applied for each 

pharmacophore until after screening only selective compounds and no decoy are retrieved. In 

this case, the pharmacophore was validated as a COX-2 selective pharmacophore.  

 

VI.3.3 Seesar 

SeeSAR is an interactive tool that is used to select and prioritize the most promising 

compounds to synthesize through binding affinity prediction of a ligand for a given target. 

SeeSAR proposes a great diversity of parameters to optimize compounds and could be 

integrate in the discovery strategies of new active molecules.This software is mainly 

characterized by a visual interface dedicated to lead optimization and atom-based affinity 

contributions evaluation: starting from a (hit) molecule located in the active site of a protein, 

SeeSAR indicates which parts of the molecule are favorable for the affinity and should be 

maintained (colored in green) and which parts are disadvantageous and should be optimized 

to enhance the affinity (colored in red). To accomplish this work, the HYDE (HYdrogen bond 

and DEhydratation energies) scoring function is used. HYDE [291, 292] takes into account 

the favorable contributions of binding energy (hydrogen bonds, hydrophobic effects) and 

unfavorable contributions (hydrophile dehydratation) participating to the complex protein-

ligand formation. 

 

Equation :Determination of the energy binding mode for each atome i (∆GHYDE) contributing 

to ligand-proteine interactions. (∆Gdehydratation : dehydratation energy et ∆GH-bonds : hydrogen 

bond energy). [291, 292] 
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HYDE returns a range of predicted affinity. Additionally, several other softwares are 

implemented in SeeSAR such as ReCore [293], FlexX [195, 294-298] and FlexS can also be 

used in the lead optimization process scaffold hopping through scaffold hopping, docking 

studies and ligand alignment respectively. 

We applied the SeeSAR methodology to our research of new COX-2 selective inhibitors. In 

this way, we first evaluated the ability of SeeSAR to predict the binding affinity of our 7 

compounds already synthesized and experimentally tested. In this step, we compared the 

SeeSAR outcomes obtained using two different protocols. The first protocol started with the 

generation of poses for the synthesized compounds using the docking software Surflex-dock, 

and the binding affinity prediction of the best ranked poses was achieved with SeeSAR. In the 

second protocol, the best ranked Surflex-Dock pose of cyclocoumarol was used as a template 

from which structural modifications were manually conducted to obtain the corresponding 

derivatives, and the binding affinity prediction of these new poses was achieved with 

SeeSAR. The manually protocol was the most efficient and we decided to apply it to the 

binding afffinity prediction of new analogs of our synthesized compounds to prioritize the 

development of new compounds. 
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Annexes 

Entrée Code PDB Description Représentation 

1 1CVU 3HBA, 5H 

 

2 1CX2 3HBA, 5H 

 

3 1DDX 1HBA, 2H 

 

4 1PXX 2HBA, 4H 

 

5 3HS5 2HBA, 1NI, 5H 

 

6 3HS6 2HBA, 6H 
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7 3HS7 1HBA, 1NI, 7H 

 

8 3KRK 1NI, 5H 

 

9 3LN0 3HBA, 3H 

 

10 3LN1 
2HBA, 2HBD, 

5H 

 

11 3MDL 1H 
 

12 3MQE 2HBA, 3H 

 

13 3NTG 1HBA, 1NI, 5H 
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14 3NT1 3HBA, 1NI, 3H 

 

15 3NTB 3HBA, 1NI, 4H 

 

16 3OLT 3HBA, 1NI, 5H 

 

17 3OLU 1H 
 

18 3PGH 1HBA, 1NI, 4H 

 

19 3QH0 3HBA, 1NI, 1H 

 

20 3QMO 
2HBA, 1HBD, 

1H 
 

21 3Q7D 3HBA, 1NI, 3H 

 

22 3RR3 3HBA, 1NI, 4H 
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23 3TZI 1HBA, 1NI, 5H 

 

24 4COX 4HBA, 1NI, 4H 

 

25 4E1G 2HBA, 1NI, 4H 

 

26 4FM5 3HBA, 1NI, 3H 

 

27 4M10 4HBA, 3H 

 

28 4M11 3HBA, 2H 
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29 4OTJ 
4HBA, 1HBD, 

4H 

 

30 4OTY 3HBA, 5H 

 

31 4PH9 3HBA, 1NI, 3H 

 

32 4RRW 2HBA, 5H 

 

33 4RRX 3HBA, 5H 

 

34 4RRZ 2HBA, 5H 
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35 4RS0 3HBA, 1NI, 3H 

 

36 4RUT 3HBA, 1NI, 2H 

 

37a 
4Z0L (ligand 

4LA706) 
3HBA, 3H 

 

37b 
4Z0L (ligand 

N1B707) 
2HBA, 3H 

 

38 6COX 
2HBA, 1HBD,  

5H 

 

Tableau 23 : 38 pharmacophores « structure-based » issues des structures de COX-2 

disponibles dans la PDB.  
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Entrée ID ChEMBL Représentation 

1 17069 

 

2 144728 

 

3 275843 

 

4 76692 

 

5 52020 

 

6 154373 
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7 95643 

 

8 278492 

 

9 144787 

 

10 186632 

 

11 161677 

 

12 122 
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13 316866 

 

14 441769 

 

15 108201 

 

16 7162 

 

17 563322 

 

18 270294 
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19 423576 

 

20 371477 

 

21 401947 

 

22 30091 

 

23 187137 

 

24 109017 
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25 16516 

 

26 559886 

 

27 441236 

 

28 298729 

 

29 24687 

 

30 44152 
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31 257054 

 

32 257054 

 

33 362290 

 

34 23649 

 

35 347720 

 

36 265078 

 

37 1096723 
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38 282093 

 

39 298084 

 

40 17179 

 

41 271173 

 

42 559613 

 

43 362093 
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44 110331 

 

45 550473 

 

46 155898 

 

47 98514 

 

48 110660 

 

49 352174 
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50 352174 

 

51 110382 

 

52 279552 

 

53 283633 

 

54 549393 

 

55 17276 
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56 292413 

 

57 320926 

 

58 564729 

 

59 605820 

 

60 561891 

 

61 327900 

 

62 444805 
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63 444805 

 

64 326335 

 

65 273118 

 

66 369609 

 

67 271932 

 

68 271348 
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69 286490 

 

70 109143 

 

71 270730 

 

72 405123 

 

73 409468 

 

74 70104 

 

75 16689 
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76 562791 

 

77 324312 

 

78 254377 

 

79 404107 

 

80 277385 

 

81 272627 
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82 71833 

 

83 551829 

 

84 564962 

 

85 147580 

 

Tableau 24 : Représentation des 85 molécules de la DUD_E hautement sélectives (ratio IC50 

> 1000) 
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Entrée 
Molécules 

(ID ChEMBL) 
A / D 

Sélectivité Représentation 

1 109017 (A) ≥1000 

 

2 110331(A) ≥1000 

 

3 559613(A) ≥1000 

 

4 110660(A) ≥1000 

 

5 109143(A) ≥1000 

 

6 320926(A) ≥1000 
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7 405123(A) ≥1000 

 

8 409468(A) ≥1000 

 

9 18020 <100 

 

10 276052 <100 

 

11 557909 
100≤ (COX-1/ COX-2) 

<500 

 

12 64396 <100 

 

13 527 <100 

 

14 224400 <100 
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15 1097558 <100 

 

16 110446 
100≤ (COX-1/ COX-2) 

<500 

 

17 306946 <100 

 

18 9197 <100 

 

19 622 <100 

 

20 622 <100 

 

21 271763 
100≤ (COX-1/ COX-2) 

<500 

 

22 9123 <100 

 

23 287336 <100 
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24 287336 <100 

 

25 287336 <100 

 

26 552081 
100≤ (COX-1/ COX-2) 

<500 

 

27 8998 <100 

 

28 561005 
100≤ (COX-1/ COX-2) 

<500 

 

29 257491 <100 

 

30 270723 
100≤ (COX-1/ COX-2) 

<500 
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31 350729 <100 

 

32 551418 
100≤ (COX-1/ COX-2) 

<500 

 

33 108936 
100≤ (COX-1/ COX-2) 

<500 

 

Tableau 25 : Molécules partageant le pharmacophore commun avec les dérivés du 

cyclocoumarol (A = Actives, D = Decoys). 
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Molécules à prédire_a 

Pymol 

Liaisons H (nb total de liaison H 
evaluée d’après la pose redessinée sur 

Seesar (cyclo4H+3ln0) 
 

Prédiction d’affinité des 
molécules dessinées sur 

Seesar 

 

Ser499, Ser322,  

(2) 
nM 

 

X Clash  

 

X Clash 

 

Ser322, Ser499,  

(2) 
pM-nM 

O

O

O

OMe

ligand12a  

Ser499,  

(2) 
nM 



361 

 

 

X Clash 

 

X Clash 

 

X Clash 

 

X Clash 

 

X Clash 

 

X Clash 

 

X Clash 
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X Clash 

 

X Clash 

 

X Clash 

 

X Clash 

 

X Clash 

 

X Clash 

 

X Clash 
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X Clash 

 

X Clash 

O

O

O

OMe

N
H

ligand29a  

X Clash 

 

X Clash 

 

X Clash 

 

Ser499, Arg89,  

(2) 
nM-µM 

 

X Clash 
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X Clash 

 

X Clash 

 

X Clash 

 

X Clash 

 

X Clash 

 

X Clash 

 

X Clash 
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X Clash 

O

O

O

OMe

N
H

S

O

O

Et

ligand42a  

X Clash 

 

X Clash 

 

X Clash 

 

X Clash 

 

X Clash 

 

X Clash 
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O

O

O

OMe

N
H

ligand48a

S

O

O

N

 

X Clash 

 

X Clash 

 

Ser499, Arg89 

(2) 
µM 

 

Ser499, Arg89 

 (2) 

 

nM-µM 

 

Ser499, Arg89 

 (2) 

 

nm-µM 

 

Ser499, Arg89, Val 85  

 (5) 

 

µM-mM 

 

Ser499, Arg89 

 (4) 

 

µM 
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Ser499, Arg89 

 (3) 

 

nm-µM 

Tableau 26 : Série ligands_a 
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Molécules à prédire_b 

Pymol 

Liaisons H (nb total de liaison H) 

Pose redessinée Seesar 3ln0+cyclo4H 

 

Prédiction d’affinité des 

molécules dessinées sur 

Seesar 

 

X clash 

 

Ser 499, Trp 356, (2) nM-µM 

 

Ser 499 (1) nM 

 

X clash 

 

Ser 499 (1) nM-µM 
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Ser 499 (1) nM 

 

Ser 499 (1) nM 

O

O

O

OMe

Br

ligand8b  

Ser 499 (1) nM 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 
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X clash 

 

Ser 499 (1) nM-µM 

O

O

O

OMe

O

ligand14b  

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 
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X clash 

 

Ser499 (1) nM-µM 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 
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Ser499 (1) nM-µM 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 
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X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

O

O

O

OMe

S

O

O

N
HN

ligand36b  

X clash 

 

X clash 
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X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 
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X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

Ser499, Ser322 (2)  nM-µM 

O

O

O

OMe

HOOC

ligand49b  

Ser 499 (1) µM 

 

X clash 

 

X clash 
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X clash 

 

X clash 

 

X clash 

Tableau 27 : Série des ligands b 
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Molécules à prédire_c 

Pymol 

Liaisons H (nb total de liaison H) 

Pose redessinée Seesar 3ln0+cyclo4H 

 

Prédiction d’affinité des 

molécules dessinées sur 

Seesar 

 

X clash 

 

X clash 

 

Ser499, Ser322 (2) nM 

 

X clash 

 

X clash 
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Ser499, Ser322 (2) nM 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 
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X clash 

 

X clash 

 

X clash 

O

O

O

OMe

O O

ligand16c  

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

O

O

O

OMe

O O

ligand19c  

X clash 
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X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 
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X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 
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O

O

O

OMe

S S

O

O O
ON

H

HN

ligand34c

N N

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

O

O

O

OMe

S S

O

O O
N
H

ligand38c

O

N
HN

NH N
NH

 

X clash 

 

X clash 

O

O

O

OMe

ligand40c

N
H

N
H

S S

O

O

O

O

 

X clash 
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X clash 

O

O

O

OMe

ligand42c

N
H

N
H

S S

O

O

O

O

N N

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

O

O

O

OMe

N
H

N
H

S S

O

O

O

O
HN

N HN
N

ligand45c  

X clash 

 

X clash 

 

X clash 
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X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

Tableau 28 : Série des ligands c 
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Molécules à prédire_d 

Pymol 

Liaisons H (nb total de liaison H) 

Pose redessinée Seesar 3ln0+cyclo4H 

 

Prédiction d’affinité des 

molécules dessinées sur 

Seesar 

 

Ser499, Ser322 (2) µM-mM 

 

X clash 

 

Ser499 (1) µM-mM 

O

O

O

OMe

NH

ligand4d  

X clash 

 

X clash 
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O

O

O

OMe

N

ligand6d  

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 
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O

O

O

OMe

N

O

ligand12d  

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

Ser499 (1) nM-µM 

 

X clash 

 

X clash 

 

Ser499 (1) nM-µM 
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Ser499 (1) µM 

Tableau 29 : Série des ligands_d 
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Molécules à prédire_e_f 

Pymol 

Liaisons H (nb total de liaison H) 

Pose redessinée Seesar 3ln0+cyclo4H 

 

Prédiction d’affinité des 

molécules dessinées sur 

Seesar 

 

X clash 

 

X clash 

 

Arg89, Ser 499, Ser 322 (3) nM-µM 

 

X clash 

 

X clash 
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X clash 

 

X clash 

 

X clash 

 

X clash 

ligand8f

O

O

O

OMe

OMe

 

Ser 499, Ser 322 (2) µM-nM 
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ligand9f

O

O

O

OMe

OMe

 

Ser 499, Ser 322 (2) nM 

 

X clash 

 

X clash 

 

Arg89, Ser 499, Ser 322 (3) pM-nM 

 

X clash 

O

O

O

OMe

OMeMeO

OMe

ligand14f  

X clash 
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O

O

O

OMe

OMe

OMe

OMe

ligand15f  

X clash 

 

X clash 

O

O

O

OMe

OMe

OMe

MeO

ligand17f  

X clash 

Tableau 30 : Série des ligands_f 
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Molécules à prédire 

 

Pymol 

Liaisons H (nb total de liaison H) 

Pose redessinée Seesar 

3ln0+cyclo4OMe 

 

Prédiction d’affinité des 

molécules dessinées sur 

Seesar 

 

Ser499, Tyr 317, Tyr 354, Tyr 324 

(4) 
nM-µM 

 

Ser499, Tyr 317, Tyr 354, His 58, Tyr 

324 

(5) 

nM-µM 

O O

OMe

ligand 13fa

OMe

 

Ser499, Tyr 324 

(2) 
nM-µM  

O O

HN

OMe

ligand 9fa

OMe

 

Ser499, Tyr 317, Tyr 354, Tyr 324 

(5) 
nM-µM 

O O

O

OMe

ligand 6fa

OMe

 

Ser499, Tyr 317, Tyr 354, Tyr 324 

(4) 
nM-µM 

 

Ser499, Tyr 324 

(2) 
nM-µM 
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Ala 496, Tyr 324, Ser 499 

(3) 
nM-µM 

Tableau 31: Série des ligands_4-OMebis 
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 Anita-Marie RAYAR 
In silico drug design et chimie médicinale : développement de nouvelles molécules 

coumariniques, sélectives de la cyclooxygénase-2. 
 

Résumé 

L’inflammation est un phénomène affectant des millions de personnes à travers le monde. Il existe une grande 
variété de médiateurs inflammatoires impliqués dans différentes fonctions biologiques, dont la cyclooxygénase-
2. Bien que de nombreux inhibiteurs sélectifs de la COX-2 aient été développés et commercialisés, ceux-ci 
présentent des effets secondaires dont la gravité a entraîné, dans certains cas, l'arrêt de leur commercialisation.  

De nos jours, les méthodes in silico sont de plus en plus employées dans les stratégies de découverte de 
nouvelles molécules à visée thérapeutique. Au cours de ce projet, nous nous sommes appuyés sur les modèles 
pharmacophoriques et les méthodes de docking afin de guider et de prioriser la synthèse de molécules de 
structures diverses et originales, susceptibles de présenter les meilleures affinités pour la cible étudiée. Ainsi, des 
prédictions réalisées avec le logiciel TOMOCOMD-CARDD combinées à des tests biologiques, ont permis 
d’identifier le cyclocoumarol comme une molécule potentiellement anti-inflammatoire.  
Dans le cadre de ces travaux nous nous sommes intéressés à la synthèse et l’étude d’analogues du cyclocoumarol 
en tant qu’inhibiteurs sélectifs de la COX-2. La pharmacomodulation autour du cyclocoumarol et la mise en 
place de stratégies de synthèse judicieuses ont permis d’obtenir une série d’analogues. Divers outils 
bioinformatiques ont été utilisés : le logiciel LigandScout a permis de construire des pharmacophores sélectifs de 
la COX-2 et les études de docking ont permis de comprendre les modes de liaisons des différents composés. 
Enfin, le logiciel SeeSAR, a permis de prédire l’affinité des molécules les plus susceptibles d’inhiber 
sélectivement la COX-2. Les tests biologiques ont confirmé leur activité inhibitrice envers la COX-2 avec une 
inhibition non significative vis-à-vis de COX-1. Parmi les molécules synthétisées, le 4-OMe cyclocoumarol a 
démontré une activité et une sélectivité très intéressantes, comparables au NS-398, un inhibiteur sélectif connu 
de la COX-2.  
A partir des résultats biologiques obtenus, un travail de phamacomodulation autour de ces dérivés du 
cyclocoumarol a été réalisé en utilisant des outils in silico dans le but de prédire l’affinité de nouveaux composés 
et de découvrir de nouveaux inhibiteurs sélectifs de la COX-2. 

Mots clés : cyclocoumarol, benzalacétones, warfarines, pharmacophores, docking, criblage virtuel, COX-2, 
repositionnement 

 

Summary 

Inflammation is a phenomenon affecting millions of people throughout the world. There is a broad range of 
inflammatory mediators implied in different biological functions including the cyclooxygenase-2. Although 
many selective inhibitors selective of COX-2 have been developed and marketed, they have displayed diverse 
side effects leading, in some cases, to their withdrawal from the market. 

Nowadays, in silico methods are more and more used in the drug discovery process. In this project, we have used 
pharmacophoric models and docking methods to guide and prioritize the synthesis of molecules, presenting 
different and original structures, with enhanced affinity for the biological target. Thus, predictions realized with 
the TOMOCOMD-CARDD software together with biological tests enable to identify the cyclocoumarol as a 
potential anti-inflammatory molecule. 

As part of these works, the synthesis of and the study of cyclocoumarol analogues as selective inhibitors of 
COX-2 have been realized. Pharmacomodulation of cyclocoumarol and development of synthesis strategies led 
to a serie of cyclocoumarol analogues. Several bioinformatics tools have been used: selective COX-2 
pharmacophores were elucidated using LigandScout and docking studies (Surflex) were conducted to understand 
the binding mode of different compounds. Finally, SeeSAR enabled to predict the affinity of the molecules the 
most susceptible to inhibit selectively COX-2. Biological tests confirmed their inhibitory activity against COX-2 
and showed no significant inhibition for COX-1. Among the synthesized molecules, the 4-OMe cyclocoumarol 
has demonstrated an activity and a selectivity very interesting, similar to NS-398, a known selective COX-2 
inhibitor.  
Based on the biological results obtained, a pharmacomodulation study of cyclocoumarol derivatives has been 
realized using in silico tools in order to predict the affinity of new compounds and to discover new selective 
inhibitors of COX-2. 

Keywords : cyclocoumarol, benzalacetones, warfarines, pharmacophores, docking, virtual screening, COX-2, 
repositioning 

 

 

 


