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ADbstract: The present study focuses on the synthesis of three new a-aminophosphonate molecules:
5-HMAP, 5-HNAP and 4-HNAP, obtained according to the three-component reaction of Kabachnik-
Fields. The structure of the molecules synthesized was characterized by physicochemical and
spectroscopic methods: R-X, NMR, FT-IR and UV-Vis.

The synthesized molecules have been subjected to extensive laboratory-scale experiments to determine
their biopharmaceutical activity as antioxidants, anti-Alzheimer's, anti-diabetic, anti-ulcer, anti-
inflammatory, antimicrobial, anti-hemolytic, and protective power against SPF solar radiation.
Molecular modeling is carried out by three methods; The DFT method is performed for the
demonstration of chemical reactivity and to establish a correlation between molecular structures and
biological activity. The structure-activity relationship QSAR and prediction of the similarity of our
compounds to drugs was carried out using specialized software. The empirical study by the molecular
docking method was used to estimate the affinity between (AChE, BChE and alpha-amylase).

The experimental and theoretical results show that the synthesized molecules possess important
biological activities and promising pharmaceutical properties.

Keywords: Synthesis, X-rays, spectroscopy, Alzheimer's, biopharmaceutical activity, DFT and
QSAR.

Résumé : La présente étude porte sur la synthése de trois nouvelles molécules a-
aminophosphonates : 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP, obtenues selon la réaction a trois composants
de Kabachnik-Fields. La structure des molécules synthétisées a été caractérisée par les méthodes
physicochimiques et spectroscopiques : R-X, RMN, FT-IR et UV-Vis.

Les molécules synthétisées ont été soumises a des expériences approfondies a I’échelle du laboratoire,
pour déterminer leur activité biopharmaceutiques en tant qu'antioxydants, antiAlzheimer,
antidiabétique, antiulcéreux, antiinflammatoire, antimicrobienne, antihémolytique, et le pouvoir de
protection contre les rayonnements solaires SPF. La modélisation moléculaire est effectuée par trois
méthodes ; La méthode DFT est effectuée pour la mise en évidence de la réactivité chimique et
d’établir une corrélation entre les structures moléculaires et 1’activité biologique. La relation structure-
activité QSAR et prédiction de la similarité de nos composés avec les médicaments ont été menées a
bien a I’aide des logiciels spécialisés. L’étude empirique par la méthode d’arrimage moléculaire
"docking" a été utilisée afin d’estimer 1'affinité entre (I’AChE, BChE et 1’alpha-amylase).

Les résultats expérimentaux et théoriques montrent que les molécules synthétisées possedent des
activités biologiques importantes et des propriétés pharmaceutiques prometteuses.

Mots clés : Synthése, rayons X, spectroscopie, Alzheimer, activité biopharmaceutique, DFT et
QSAR.
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Introduction générale

Le phosphore joue un r6le primordial dans la chimie du vivant en raison de son
importance pour le biote. C’est un composant essentiel de I'ADN, de I'ATP et des
phospholipides et représente environ 2 a 4 % du poids sec de la plupart des cellules [1]. Les
phosphonates sont des molécules organiques contenant une liaison covalente entre le carbone

et le phosphore [2].

En tant qu'analogues d'acides aminés naturels, les a-aminophosphonates constituent
une classe importante de composés phosphonates ayant des activités biologiques diverses et
susceptibles d'étre employés comme inhibiteurs d'enzymes, antibiotiques et agents
anticancéreux. lls ont également un large éventail de propriétés antivirales et antifongiques et

sont largement utilisés comme insecticides et herbicides [3-8].

Pour ces raisons, plusieurs approches ont été développées pour la synthése des
composés a-aminophosphonates depuis la premiere synthese réalisée par Fields. Deux voies

principales ont été adapté et développé :

- La réaction a trois composants de Kabachnik-Fields, dans laquelle un carbonyle,
une amine et un di- ou tri- alkylphosphite réagissent en un seul pot [9].
- La réaction de Pudovik, dans laquelle les dialkylphosphites sont ajoutés aux

imines[10].

Dans certains rapports, ces réactions ont été réalisées dans des procédures simples effectuées
en une seule étape, sans aucun catalyseur, alors que, dans la plupart des cas, elles sont
réalisées en utilisant des catalyseurs, tels que l'acide tartrique [11], I'acide sulfamique [12], le
polyborate sulfaté [13], I'acide sulfurique de silice [14], I'acide sulfurique de xanthane [15],
HfCl4[16], Mg(ClO4)n [17], LnCI3[18], TiO2[19], ... etc.

Au cours des derniéres annees, des articles synthétiques intensifs ont été publiés sur la
préparation des dérives a-aminophosphonates, cependant, la synthése par une réaction a trois
composants en une seule étape (one-pot) d’a-aminophosphonates, reste la réaction favorite en

raison de son parcours polyvalent et le haut rendement de cette méthode [20-22].

Les radicaux libres jouent un role essentiel dans la plupart des problemes de santé, tels que le
cancer, les maladies cardiovasculaires, les maladies neurodégenératives comme la maladie de

Parkinson et la maladie d'Alzheimer (MA), I’athérosclérose, le diabéte du type 2, les maladies
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rhumatismales et le COVID-19 [23-29]. Ainsi, il est légitime de penser que si 1’on
supplémente la population en antioxydants, toutes ces pathologies pourraient tendre a
disparaitre. Les antioxydants ont fait I'objet d'une grande attention dans le traitement de

plusieurs maladies.

L'activité antioxydante comprend l'inhibition de la peroxydation lipidique [30], la
capacité de piégeage des radicaux libres [31], la capacité de chélation des ions métalliques et
la capacité de réduction [32]. Il existe donc plusieurs méthodes pour évaluer l'activité
antioxydante des composés. Ces techniques impliquent différents mecanismes pour
déterminer l'activité antioxydante. La recherche et le développement d'agents thérapeutiques
efficaces antioxydants, anti-Alzheimers, antidiabétiques, antiinflammatoires et antibiotiques,
est actuellement l'une des taches les plus urgentes et les plus recherchées en chimie

médicinale.

Ce travail de these a été effectué dans la continuité des travaux précédents de notre
équipe de recherche, du laboratoire LEMMC sur la synthése de nouvelles dérivées
phosphonates et 1’étude de leurs activités biologiques, leurs propriétés complexantes et leurs
applications dans la lutte contre la corrosion [5,33-43]. A cet effet et pour contribuer a
I’enrichissement de la catégorie des molécules a visée multidisciplinaires, la découverte d’une
nouvelle famille de molécules actives et de I’exploration du potentiel de cette famille, on a
visé dans ce travail, la synthése de certains membres de cette catégorie de composés
organophosphorés. Pour se faire et vu I’importance des phénols et leurs analogues,
notamment les aminophénols d’une part et des dérivés du type a-aminophosphonates d’autre
part, nous avons synthétisé trois esters acides o-aminophosphonates a base d’amines
phenoliques, puis on a effectué des applications biologiques différentes sur leurs aspects
pharmacologiques principaux. Cette classe de composes peut étre pergue comme une

combinaison entre les phénols et les a-hydroxyaminophosphonates.
Le manuscrit est subdivisé en cing chapitres :

- Dans le premier chapitre, nous avons présenté des notions génerales sur les
phosphonates, leurs dérivées, leurs méthodes de synthése et une breve révéle bibliographique
sur les applications réalisées : activités antioxydants, anti-enzymatiques, anti-inflammatoires

et antibiotiques.. .etc.
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- Le second chapitre décrit les procédés expérimentaux appliqués dans la synthése et
les méthodes physicochimiques et d’analyses structurales exploitées dans la caractérisation
des molécules synthétisées, ainsi que, les principes de différentes méthodes d’analyse utilisées
pour évaluer in vitro, I’activité antioxydante, anti Alzheimer, antidiabétique, antiulcéreuse,
protection contre les rayons solaires, antiinflammatoire, la cytotoxicité par le test d’hémolyse

et ’activité antimicrobienne des molécules ciblées.

- Le troisieme chapitre regroupe les résultats de la synthése et la caractérisation des a-

aminophosphonates, préparés selon la réaction de Kabachnik-Fields.

- Dans le quatriéme chapitre nous avons exposé les résultats et la discussion de 1’étude

des propriétés bioactives des molécules synthétisées.

- Le cinquiéme chapitre, regroupe les résultats de modélisation moléculaire par trois
méthodes: La méthode de mécanique quantique, la DFT, pour déterminer certaines propriétés
moléculaires importantes comme les propriétés électroniques, la stabilité et la réactivité, qui
sont liées a la structure moléculaire; Nous avons utilisé également la modélisation semi-
empiriqgue QSAR [(Quantitative) Structure Activity Relationship] pour la prédiction des effets
d’une variation de la structure moléculaire sur I’activité biologique; Et enfin on a utilisé la
modélisation empirique par la méthode d’arrimage moléculaire "docking" afin d’estimer
l'affinité entre (I’AChE, BChE et I’alpha-amylase) et les molécules testées et pour analyser les

interactions intermoléculaires impliquées.

On terminera ce travail de these par une conclusion générale donnant un récapitulatif
sur les principaux résultats obtenus au cours de ce travail, ainsi que les perspectives qui feront

I'objectif d'ultérieurs travaux.
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1.1 Introduction

La chimie du phosphore est une science tres ancienne et prolifique vu les diverses propriétés
de cet élément. Sa technologie et ses applications scientifiques sont nombreuses, elles ont pris
un grand essor ces derniéres années [1]. Le phosphore se présente sous plusieurs formes de
couleurs différentes : blanc-jaune, rouge et violet-noir, il est absent a I'état naturel sous sa forme

élémentaire, il est omniprésent en tant que constituant moléculaire [2].

Le phosphore peut former des liaisons avec de nombreux autres éléments. Il peut également
former des liaisons avec un nombre d'atomes (Nombre de coordinations) qui peut varier de 1 a
6 et plus. Il joue un réle de tout premier plan dans la chimie du vivant, entrant aussi bien dans
la composition des lipides, d’acides nucléiques ou des tissus osseux. Le phosphore est un
¢lément structural essentiel de I’ADN et de I’ARN, autrement-dit c’est un élément intégral des
acides nucléiques, des nucléotides, des phospholipides, et de plusieurs protéines. Il peut
intervenir presque dans toutes les réactions chimiques cellulaires et participe aussi a

I’absorption et la transformation de certains nutriments [2,3].

Les dérivés phosphorés, notamment les composé€s organophosphorés, s’averent tres
précieux pour la synthese organique. lls offrent aux chimistes synthétistes de nombreux outils
permettant la réalisation de couplages, de transformation de fonctions, de cyclisation, étapes
primordiales pour 1’élaboration des molécules cibles. Ils sont aussi utilisés comme huiles
additives, insecticides [4], agents plastifiants [5], additifs dans les carburants [6], antioxydants
[7], agents ignifuges [8], surfactants [9], antiviraux [10,11], agents complexant ou extractant
[12,13],.... etc, également, la médecine et la pharmacochimie ont largement intégré ces familles

de composés [14].

Les sociétés « American Chemical Society » et « Royal Chemical Society of London » ont
publié un systeme de nomenclature largement adopté ou ils considérent les composés
organophosphorés comme des dérivés des hydrures, des oxyacides et des oxydes du phosphore.
Les composés servant a cette nomenclature sont les acides correspondants (schéma I 1). Tandis
que les composés, ayant des liaisons carbone-phosphore, sont considérés comme des produits
de substitution résultants du remplacement de 1’atome d’hydrogéne d’une liaison H-P par un
groupement alkyle ou aryle (schéma | 1). Les composés organophosphorés se répartissent en

differentes classes selon le degré d'oxydation du phosphore et la nature des substituants [15].

Page 9


https://fr.wikipedia.org/wiki/Allotropie_du_phosphore
https://fr.wikipedia.org/wiki/Degr%C3%A9_d%27oxydation

ZAOUT Samiya Chapitre I : Revue bibliographique

Le schéma | 1 représente les structures des composés du phosphore tri coordonnés et tétra
coordonnés liés aux oxyacides avec leurs noms généraux. Ils sont organisés en fonction de

I'état d'oxydation et du nombre de liaisons de type carbone — phosphore [15,16].

RS O O O
/ 1 /3 // //
Rl_p R—P\—R H—P\—OH H—P\—OH
R R' H OH
Phosphines (-111) Oxyde de Acide Acide
Phosphine (-1) Hypophosphoreux Phosphoreux (+111)
(+1)
O O O 1 3
// 1 1/ OR___OR
HO—P—OH  R—™P—OH  R—P—OH P
OH OH OR
Acide Acide Acide Phosphite (+111)
Phosphorique Phosphinique Phosphoniquet (+111)
(+V) (+1)

Schéma |l 1 : Les différentes classes des composés organophosphorés
.2 Les phosponates
1.2.1 Définition

Les phosphonates représentent une classe importante de composés organophosphorés,
ils sont des molécules comprenant un atome de phosphore tétracoording, possédant une liaison

carbone-phosphore (schéma | 2).

Qo 0
PZ RS RLO==P=CH,
RIO” '\ 2 | %3
OR OR? R
phosphate phosphonate

Schéma I 2 : Comparaison phosphate-phosphonate
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Ce sont des analogues aux phosphates naturels (phosphates glycosidiques, nucléotidiques,
phospholipides, phosphates produits par la glycolyse), ils ont des propriétés chimiques et
biologiques différentes [14]. Dans ces composés la liaison P-O est remplacée par une liaison P-

C plus stable, ce qui empéche leur hydrolyse par les phosphatases.

IIs sont d’excellents intermédiaires en chimie organique puisqu’ils permettent la création de
liaisons carbone-carbone de maniére efficace. L’utilisation des phosphonates dans une variété
d'applications est un axe de recherche important comme en témoignent les nombreuses

publications qui paraissent chaque année.
1.2.2 Utilisations des phosphonates

Les champs d'applications des phosphates, phosphonates, phosphinates et autres
phosphines, sont extrémement nombreux et touchent pratiquement I'ensemble des aspects de la
vie de tous les jours. Leur activité serait reliée a la nature relativement inerte du lien C-P mais
aussi aux similitudes physiques entre les groupements acides phosphoniques, les phosphates et
les acides carboxyliques. D’autre part, les applications dans lesquelles les phosphonates
synthétisés ont été utilisés sont innombrables. Nous présentons quelques domaines

d’application ainsi que les travaux antérieurs cités dans la littérature.
1.2.2.1 Lacorrosion

Les phosphonates jouent un role important en tant qu’inhibiteurs de corrosion dans les
systemes de refroidissement d'eau [17,18]. L'utilisation de phosphonate pour la protection de
I'acier au carbone contre la corrosion dans différents milieux a été signalée par diverses
recherches[19-23].

N. Chafai et al [24] ont étudi¢ I’inhibition de la corrosion de 1’acier XC48 dans 1’acide
sulfurique 0.5M par L’acide 4-(2-{[ethoxy (hydroxy) phosphonyl] (3-nitrophenyl) methyl}
hydrazinyl) benzoique AEHPNMHB (schéma | 3(a)).

K. Benbouguerra et al [25], ont synthétis¢ de nouveaux composés a-aminophosphonates
dérivés des bases de Schiff , ensuite ils ont mis en évidence I'efficacité inhibitrice de la corrosion
d'un ester a-aminophosphonates correspondant a savoir, le diéthyle(4-(diméthyl amino) phényl)
(phénylamino) méthyl) phosphonate, vis a vis de I'acier au carbone XC48 en milieu H2SO4 0.5
M (schéma | 3(b)).

Page 11



ZAOUT Samiya Chapitre I : Revue bibliographique

L. Ouksel et al [26] ont synthétisé deux familles d’a-hydroxyphosphonates ainsi que leurs
acides correspondants, ensuite, ils ont étudié¢ ces molécules entant qu’inhibiteur de la corrosion

vis a vis de l'acier XC48 dans une solution agressif d'HCI (schéma | 3(c,d))

s OEt
/? 0= ? © Q 0= P
o-N ~P—oH
@KNH "
40
HO
@) (b) (c) (d)

Schéma | 3 : certains exemples des inhibiteurs de la corrosion contenant le motif
phosphonate

1.2.2.2 Protection de ’environnement

Les acides phosphoniques sont largement utilisés dans le domaine du traitement des
eaux et pour réduire les risques de corrosion des canalisations, contréler la teneur en plomb
dans I'eau de distribution, prévenir le dépbt de calcaire, contrbler le pH de I'eau ou encore
contrdler les phénomeénes d'eaux rouges et d'eaux noires. Dans ce contexte plusieurs études dans

la littérature ont été effectuées afin de déterminer leurs impacts dans ces domaines [27-29].

S. Chafaa et al [30], ont étudié le pouvoir chélatant de certains ligands dérivés de phosphonates
a base du phénol substitué vis-a-vis de quelques métaux de transition et alcalinoterreux, en
utilisant les techniques potentiométriques et spectroscopiques UV-vis. Ils ont détermine que les

ligands étudiés forment des complexes trés stables avec les métaux utilisés.

N. Aliouane et al [31], ont synthétisés en premier lieu de nouveaux molécules des phosphonates
avec un nombre de groupement phosphonates varient de un a quatre groupements selon la
réaction de Michaelis-arbuzov, en second lieu ils ont étudiés les propriétés de complexation de

ces molécules vis-a-vis des ions (Fe®*, Cu?").
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1.2.2.3 Activités biochimiques et pharmacologiques

Les phosphonates ont suscité I’intérét de la communauté scientifique et le nombre d’études
concernant leurs syntheses ou leurs activités biologiques ne cessent de croitre. La raison d’un
tel engouement provient principalement a leur faible toxicité pour les mammiféeres[32], la
grande stabilité de la liaison P-C devrait bloquer tous processus naturels importants impliquant

I'nydrolyse d'un groupe ester de phosphate [33].

Dans la suite, on cite quelques travaux concernant I’application de ces composés dans la

biologie.
1.2.2.3.1 Les propriétés antivirales

Les composés de phosphore peuvent avoir une activité antivirale, par exemple le
({[(2S)-1-(6-amino-9H-purin-9-yl)propan-2-ylJoxy}methyl)phosphonic acid ou Ténofovir
est utilisé comme traitement contre le VIH chez les humains, il est aussi efficace dans le
traitement de I'hépatite B (VHB) [34]. Le Cidofovir ou ({[(2S)-1-(4-amino-2-oxopyrimidin-
1(2H)-yl)-3-hydroxypropan-2-ylJoxy}methyl)phosphonic acid est un médicament antiviral, fait
partie aussi de la famille des phosphonates nucléotidiques, analogue de la cytosine. Il inhibe la
réplication virale en bloquant la synthese de I'ADN par I'ADN polymérase virale. tandis que
L'Adéfovir ({[2-(6-amino-9H-purin-9-yl)ethoxy]methyl}phosphonic acid ), est un inhibiteur
nucléotidique de la transcriptase inverse qui a montré une activité antirétrovirale contre les

virus, y’compris le virus de I'herpés et I'hépatites C [35].

HoN HO H-N
2 N\ 2 AN
/ \ N H 0 ?\ ZZN O - OH
N N 0T, NS YT e
(:H3 OH H,N N (6] HO 0

Ténofovir Cidofovir Adéfovir

Schéma I 4 : Dérivés des phosphonates utilisés en clinique comme des agents antiviraux
1.2.2.3.2 Activités anticancéreuses
Une activité anticancéreuse de haut niveau a été trouvée dans un grand nombre de

composés du phosphore de structure trés différente [36-38], Parmi les nombreux exemples

présents dans la littérature, Xiao-Chao Huang et al [39], ont développé la synthése d’une
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nouvelle série des dérivés thiourée a-aminophosphonate et les testés comme des agents
antitumoraux. Leurs activités inhibitrices contre les lignées cellulaires cancéreuses humaines
NCI-H460 (poumon), A549 (adénocarcinome pulmonaire), HepG2 (foie) et SKOV3 (ovaire)
ont été evaluées en utilisant le test MTT in vitro. Les résultats du criblage ont révélé que de
nombreux composeés présentaient des niveaux modérés a élevés d'activites antitumorales contre
les lignées cellulaires cancéreuses testées et que la plupart présentaient des activités inhibitrices

plus puissantes que le médicament anticancéreux commercial 5-fluorouracil (schéma I 5).

Cela montre que les a-aminophosphonates avec un atome de fluor ou un groupe nitro lié a un

cycle benzylique présentent des activités élevées par rapport aux autres dérives.
© CH, CHy (; CHy CHj © CHj CHj
3 3 P NH CHy
F CF3 N+
0" o

Schéma I 5 : Des dérivés thiourée a-aminophosphonate a activité anticancéreuse
1.2.2.3.3 Médicaments d’antiresorption osseuse

Les bisphosphonates inhibent la résorption osseuse spontanée ou induite par la
parathormone ou d’autres peptides d’origine tumorale. Grace a cette propriété, les
bisphosphonates sont utilisés pour traiter les maladies dans lesquelles il existe une résorption
osseuse excessive conduisant d’une part a des hypercalcémies et d’autre part a des atteintes

osseuses a I’origine de douleurs et de fractures [40].

En outre, ils servent de transporteurs pour les radionucléides dans les traitements de cancer
des o0s (samarium-153-éthyléne diamine tétraméthylénephosphonate) [41]. Les
bisphosphonates contenant de I’azote comme pamidronate commercialisés sous le nom de
(Aredia), aledronate (Fosamax), risendronate (Actonel), et zolendronate (Zometa), présentés par
le schéma | 16, représente une classe importante des drogues actuellement employées pour

traiter I’ostéoporose, la maladie de Paget et 1’hypercalcémie [42].
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HO  OH HO
\\/ HO \P/ \\ HO /s OH
| o %F’*
o}
p—OH HO™ \ P— p=
o’ N © Ho” |\ or HO™'
OH
Damldronate (Aredia) aledronate ( Fosamax) risendronate (Actonel) zolendronate (Zometa)

Schéma | 6 : Structures de certains exemples des médicaments a base des phosphonates

utilisés dans le traitement du cancer des os
1.2.2.3.4 Activité anti-inflammatoires

De nombreux travaux semblent indiquer que les phosphonates possedent des propriétés
anti-inflammatoires et qu’ils sont capables de moduler le fonctionnement du systéeme

immunitaire [43].

Les phosphonates sont de puissants inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes B et
T, Mookerjee et al [44] et Namgoong et al [45] ont montré que 1’effet antiprolifératif pourrait
s’expliquer par la capacité a inhiber I’activité de certaines protéines kinases (protéine Kinase C

ou protéine tyrosine kinase).

Les composés phosphorés contenant des hétérocycles tel que: les oxaphospholes,
1I’oxaphosphinine et le vinyloxaphosphinine phosphonate ont été décrits comme des anti-

inflammatoires [46].

CHj CH, CHj3
I Br
// \ x_ _P—OFEt \ X P OEt // N\ AP0

\ \ OEt \

EtO” \\ R R EtO0” O R

O R=CN; CO,Me; CO,Et R=CN; CO ,Me; CO,Et R=CN, CO;Me; CO,Et
2 2 2 2
les vinyloxaphosphinine phosphonate les oxaphosphinines  les vinyloxaphosphinine phosphonate

Schéma | 7 : Structures chimiques des anti-inflammatoires contenant le motif phosphonate
1.2.2.3.5 Substances antibiotiques

La fosfomycine ou I’acide [(2R,3S)-3-methyloxiran-2-yl]phosphonique (schéma | 8)
c’est un acide phosphorique qui a des propriétés d’un antibiotique a été isolé a partir d’un
bouillon de fermentation de la bactérie Streptomyces fradiae en 1969. La Fosfomycine est active
contre les bactéries Gram-négatives et Gram-positives, en détruisant la bactérie par inhibition

de la premiéere étape de la synthése de la paroi cellulaire (inhibition de la pyruvile
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transférase)[46]. De plus, |'dAlaphosphin ou 1’acid [(1R)-1-{[(2S)-2-aminopropanoyl]
amino}ethyl] phosphonic, (schéma | 8) est un antibiotique qui bloque la formation de la paroi

bactérienne par inhibition de I’alanine-racémate.

i 10
HO_ CHj CH, [l
P NH——P—oHn
/ Y/ HZN\_]\/
HO o £\ HsC HO
H O
Fosfomycine Alaphosphin

Schéma | 8 : Exemples de médicaments acides phosphoniques utilisés comme antibiotiques
1.2.3 Classification des phosphonates

Selon leurs intéréts et leurs importances dans I’industrie et dans la vie quotidienne les

principales catégories des phosphonates sont :

e Les a-aminophosphonates

e Les biphosphonates

e Les nucléosides phosphonates

e Les a-hydroxyphosphonates

e Les alkyles-phosphonates et les aryles-phosphonates

e Les polyphosphonates

En raison des caractéristiques mentionnées précédemment, la synthése des esters o-
aminophosphonates et leur acides a-aminophosphoniques sont d'une importance
considérable. Nos travaux de recherche qui seront présentés par la suite ont comme objectif
ultime le développement de procédés de synthése de nouvelles dérivées a-

aminophosphonates et I’étude de leurs activités biologiques.
1.2.4 Méthodes d’acces aux composés contenant le motif phosphonate
1.2.4.1 Réactions pour I’obtention des esters a-aminophosphonates
Les acides a-aminophosphonates sont 1’une des familles de composés organophosphorés

les plus importantes dans la synthése organique. On retrouve ces composés dans divers

domaines tels que I’agriculture [47,48], et la médecine [49].
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La chimie des a-aminophosphonates enrichie également la recherche pharmacologique et
trouve de nombreuses applications dans la synthése des molécules bioactives[50,51]. Ils sont
considérés comme une classe importante de composés phosphorylés, car ils présentent plusieurs
activités biologiques intéressantes, certains d'entre elles présentent des activités anti tumorales
[52-54], antibactérienne [55], et antioxydants [7].

Généralement, la préparation des a-aminophosphonates repose sur deux méthodes
principales [56,57] : la réaction de Kabachnik-Fields [58,59], dans laquelle une condensation a
trois composants d'un composé carbonyle, d'une amine et d'un phosphite de di/tri-alkyle a lieu
dans un seul pot ; la réaction de Pudovik [60], ou un phosphite de dialkyle est ajouté a une
imine.

D'autres nouvelles méthodes telles que I'amination C-H d’alkylphosphonates [61]ou
I'insertion de carbene catalysée par Cu(l) [62] ont été développées plus récemment. Cependant,
parmi les méthodes rapportées, la réaction de Kabachnik-Fields est évidemment la plus simple
et la plus efficace pour préparer des a-aminophosphonates, gréce a la disponibilité aisée des

matériaux de départ et également a son fonctionnement simple.
1.2.4.1.1 Réaction de Kabachnik-Fields (phospha-Mannich)

De nombreuses stratégies ont été développées pour synthétiser des a-aminophosphonates
de différentes natures [33]. La réaction de Kabachnik-Fields (phospha-Mannich), découverte
en 1952, est I’'une des méthodes les plus intéressantes pour la synthése des phosphonates,
notamment les a-aminophosphonates. C’est une réaction a trois composants s'effectuant en ‘one
pot’ Elle consiste a réagir en une seule fois une amine, un dérivé carbonylé et un
dialkylphosphite, cette réaction peut étre conduite en présence ou en absence de solvant et de
catalyseur [63] (schéma | 9). Cependant, dans la plupart des cas, I’usage d’acides comme des
bases permet d’améliorer les conditions de la réaction. De nombreux acides ont été utilisés,
comme le triflate d’aluminium [64] ou de magnésium [65], le trichlorure d’indium [66], le
sulfate de magnésium [67], la silice [68]. Outre les catalyseurs acides de Lewis, certains acides
de Brgnsted [69], en particulier les catalyseurs acides de Bronsted hétérogenes tels que les
acides sulfoniques supportés, sont également utilisés pour favoriser cette réaction. Dans certains
cas, la réaction Kabachnik-Fields est réalisée sans catalyseur [70], ou par la catalyse
enzymatique [71]. La réaction peut étre effectuée dans des liquides ioniques [72] et méme dans

de I'eau au lieu de solvants organiques conventionnels, ainsi que dans des conditions sans
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solvant [70]. En outre, l'irradiation par micro-ondes et les ultrasons ont été appliquées a la
réaction de Kabachnik-Fields [73,74].
les acides de Iwis R
o OEt > \
| | / NH
1J\ +RNH, + oo Sog les acides de Bronsted

1
R‘<
R H -~

\ t tal 07\ ©°
autres cal ayseUrS - OEt

Schéma 1 9 : Méthodes typiques développées pour la réaction de Kabachnik-Fields

Bien que plusieurs mécanismes aient étés proposés, le mécanisme reactionnel de la réaction de
Kabachnik-Fields n’est, a I'neure actuelle, pas complétement élucidé [57,58]. 1l semble que le
mécanisme dépend de la nature des réactifs [75].

Etant donné que les amines et les phosphites de dialkyle peuvent agir en tant que nucléophiles
et subir des ajouts compétitifs aux composés carbonyleés, la réaction de Kabachnik-Fields a 3
composants peut suivre deux voies (schéma | 10) :

R
N R3-NH. Ry
C=0 \
/ + : C=NR;
Voie 1 /
Ry
R,
Voie 2 | 1O~ ,.~OR4 HO._ _OR,
| |
OR, OR,
ﬁ Ry (|)R4R2
OR,— | +OH R3-NH, o= | 4’7NHR3
OR,R, OR4R; .
alpha- hyd?oxyphosphonate albha-aminophosphonate

Schéma | 10 : Mécanisme proposé pour la réaction de Kabachnik-Fields [76]

La premiére voie possible est la voie de I'imine, ou une imine est formée par la condensation
d'un compose carbonyle et d'une amine, suivie de I'ajout du phosphite a la liaison C=N (comme

dans la réaction de Pudovik) pour fournir le a-aminophosphonate (schéma 1. 11).
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R R

t l HO_ _OR, OR4Rz

/C:O + RgNH, —>/C:NR3 + 7 ———o=p NHR 5
OR

Schéma I 11 : La premiere voie (la voie de I'imine ) pour la synthése des a-

aminophosphonates par la réaction de kabachnik-fielde

L'autre possibilité impliquerait un intermédiaire a-hydroxyphosphonate. Un phosphite de
dialkyle réagirait avec le composé carbonyle pour donner un a-hydroxyphosphonate (la réaction
d'Abramov), suivi d'une substitution du groupe hydroxyle du a-hydroxyphosphonate par une
amine pour fournir le a-aminophosphonate (schéma | 12) [76].

.
/C\ + /P' OR,4 — = HO—‘—P—OR4 + R3NH, — 5 o—p
R, O OR4R;
Schéma | 12 : La deuxiéme voie (la voie intermédiaire a-hydroxyphosphonate) pour la

synthése des a-aminophosphonates par la réaction de kabachnik-fielde

1.2.4.1.2 La réaction de Pudovik —Kabachnik

L’addition catalysée ou non-catalysée d’un composé a-hydrophosphorylé sur une imine
est en fait une réaction de Pudovik [63]. Beaucoup d’acides a-aminophosphoniques ont été
obtenus par I’addition du diéthyle phosphite sur une imine portant un groupement benzyle qui
pourra étre clivé par la suite par une réaction d’hydrogénation. Cette réaction est peut-étre
catalysée par diverses bases [77,78], ou divers acides de Lewis comme le chlorure de
diméthylaluminium [79], le tri-fluorure de bore [80], le tétrachlorure d’étain [81], ou juste en
chauffant. Beaucoup d’exemples de cette réaction sont décrits dans la littérature et plusieurs

revues y sont en partie consacrées [82].
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R"
\ O

m R" P?
N_ R cdl, N om
\( + HP(O)(OEt) ) ——— N\(R'

R CeHe
40-45°C R

Schéma l 13 : la réaction de Pudovik [82]

1.2.4.2 Réactions pour I’obtention des acides a-aminophosphoniques

Il existe plusieurs méthodes pour synthétiser les acides a-aminophosphoniques rapportées
dans la littérature [83-86]. Le moyen le plus courant consiste a fabriquer d’abord les a-
aminophosphonates, qui sont des intermédiaires clés, puis a les hydrolyser pour donner les
acides a-aminophosphoniques correspondants, tandis qu’il existe également d’autres moyens

de fabriquer des acides a-aminophosphoniques tels que 1’utilisation de 1’acide phosphoreux.

1.2.4.2.1 Une voie directe

1.2.4.2.1.1 La réaction de Moedritzer et lrani

Moedritzer et Irani ont développés une nouvelle procédure pour la synthése des acides a-
aminophosphoniques en se basant sur la réaction de Kabachnik-Fields. en 1966, Ils ont préparés
des acides a-aminométhylphosphoniques en impliquant un acide phosphoreux, formaldéhyde

et une série d’amines (schéma | 14) [87].

R; NH, + nCH,0 + nHP(O)(OH), —— > R; N(CH,P(O)(OH),), + nH,0
(avec n=1,2 ou 3)
Schéma | 14 : Réaction de préparation des acides a-aminométhylphosphoniques
d’aprés Moedritzer-Irani

Cette methode est moins générale que les autres, mais elle présente 1’avantage de permettre
I’obtention des acides aminophosphoniques directement sans passer par I’étape d’hydrolyse des

esters aminophosphonates.
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1.2.4.2.1.2 Voie indirecte

Il existe plusieurs facons de préparer les acides a-aminophosphoniques, dont l'une
consiste a hydrolyser les a-aminophosphonates. Il s'agit d'une voie de synthése trés courante et
simple, en particulier lorsque les aminophosphonates ont étés fabriqués. L'étape de purification

(recristallisation) de cette réaction est relativement simple et efficace [88].

Cette méthode implique généralement de porter au reflux I'acide chlorhydrique concentré avec
du a-aminophosphonate pendant plusieurs heures. Lors du refroidissement de la réaction, le
solide d'acide a-aminophosphonique précipitera au fond du récipient de réaction. Cependant,
étant donné que l'acide chlorhydrique concentré créera des conditions fortement acides pour la
réaction, cette méthode ne peut pas étre utilisée pour les composés qui contiennent des groupes

fonctionnels sensibles aux acides.
1.2.4.3 Méthodes de syntheése d’autres phosphonates
1.2.4.3.1 Réaction de Michaelis-Arbuzov

Cette réaction est découverte pour la premiere fois par Michaelis en 1898 [89] et largement
explorée en détail par Aleksandr Arbuzov, la réaction de Michaelis—Arbuzov est la plus utilisée,

elle consiste a faire additionner un trialkylesphosphite sur un halogénure d’alkyle [90].

Rl
X 1_ 1 -
R O\ /R Chauffage R’ ? X
R2 + /P_O —— \—p=0 + J
R'-0 & R!
\Rl

R! et R?= alkyle ou aryle, X=Cl, Br, I, F

Schéma | 15 : Réaction de Michaelis-Arbuzov

Le mécanisme réactionnel de cette voie de synthése comprend deux étapes principales : la
premiere étape est une substitution nucléophile de I’halogénure par le phosphite de trialkyle et
la deuxieme, I’halogénure libéré a chaud doit attaquer 1’'un des groupes alkoxy pour former le

phosphonate désiré et un halogénure d’alkyle [91].
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&
OR O0—R X 0
(\\ A |3) A ||
RO—PI + R—X— " »|R—P—OR|——> R'/p\ + R—X
oR OR rRo R
Phosphite Phosphonate

Schéma | 16 : Le mécanisme réactionnel de la réaction de Michaelis-Arbzov
1.2.4.3.2 Réaction de Michaelis-Becker

Les phosphonates peuvent également étre synthétisés par la réaction de Michaelis— Becker
(schéma | 17)décrite pour la premiére fois en Cette réaction est réalisée par 1’alkylation du
dialkylphosphite avec des halogénures d'alkyles, en présence d’une base forte dans un solvant

apolaire et basse température [89].

] /¢ NaHITHF O
o POR), , R — T(Ro)z
0°C R

Schéma | 17 : Réaction de Michaelis-Becker
1.2.4.3.3 La réaction de Mitsonobu

Cette réaction est basée sur I’amination nucléophile d’un hydroxyphosphonate. Elle peut
étre réalisée par une réaction one-pot entre un alcool, un azodicarboxylate, de la
triphénylphosphine et un nucléophile (ici NH3). Elle conduit a ’azoture correspondant avec une
inversion de configuration. L’azoture est ensuite réduit en amine par traitement avec de la
triphénylphosphine et une hydrolyse aqueuse avec un rendement entre 70 et 90% selon les

substituants [92].
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HO (I)H EtO,CN=NCOEt c|>H
Yp— +  PPh3NH; > 7—P=0
F|) © CH,Cl, /o
R OH R OH
CeHs| PPh,
OH
. b —P=0
ji=o = i
R OH OH

Schéma | 18 : Réaction de préparation des acides phosphoniques d’aprés Mitsonobu

1.2.4.3.4 Réaction d’Abramov et Pudovik

Les réactions de Pudovik et Abramov représentent les plus importants modes de
phosphorylation des composés organiques par la création d’un dérivé tétra-coordonné avec une
liaison P-C [93]. La réaction d’Abramov consiste en I’addition d’un di ou trialkylphosphite sur
le groupement carbonylé pour 1’obtention des a-hydroxyphosphonates. (Schéma | 19(a)). Dans
la réaction de Pudovik les a-aminophosphonates sont obtenues par I’addition d’un di ou
trialkylphosphite a la liaison C=N- d’imines (schéma | 19(b))[94].

1
O S A ) |C|) OR*
R)kR + % _o ——= Ho <
. v RN AR (a) Abramov OR5
RZ
. Rl
NR Vi
)J\s + A _o Base H/
=
Ry R, Rs o \/ (b) Pudovik
H

Schéma | 19 : Réaction d’Abramov et Pudovik
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1.3 Geénéralités sur les activités biologiques
1.3.1 L’activité antioxydante

L’oxygene est indispensable a la vie des organismes aérobies ou les mitochondries,
"poumons" de la cellule, qui en utilisent d’une part comme substrat de la chaine respiratoire
pour la production de I'énergie sous forme d’ ATP, et d’autre part impliquées dans la modulation
de la fonction cellulaire (différenciation, prolifération) et jouent un rdle dans les réactions
inflammatoires et dans la signalisation en tant que seconds messagers [95]. Ce métabolisme
induit des effets néfastes dans 1’organisme via la formation de radicaux libres et d’especes

oxygénées activees ROS et de 1’azote RNS en équilibre avec les systémes antioxydants [96].

L’évolution de cette oxydation semble étre la cause de plusieurs maladies telles que le diabete,
le cancer, les infections inflammatoires, les maladies cardiaques et accélerent le processus de

vieillissement [97].
1.3.1.1 Les radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule, possédant un électron
célibataire sur sa couche périphérique. Extrémement instable, cette propriété rend ces éléments
tres réactifs du fait de la tendance de cet électron a se ré-apparier, déstabilisant ainsi d’autres
molécules. Les molécules ainsi transformées deviennent a leur tour d’autres radicaux libres et
initient ainsi une réaction en chaine. C’est typiquement ce qui se passe lors de la peroxydation
lipidique.

Dans les phénomeénes de stress oxydant prenant place dans les milieux biologiques, les radicaux
libres qui interviennent, partagent pour caractéristique celle d’avoir un électron célibataire sur

un atome d’oxygene ou d’azote. Ceci leur confére la dénomination d’especes réactives de

I’oxygéne (EOR ou ROS) ou de I’azote (EAR ou RNS) [98].
1.3.1.1.1 Principaux radicaux libres

Dans les cellules, il convient de distinguer les radicaux primaires qui jouent un role
particulier en physiologie. Les autres, dits radicaux secondaires, se générent par réaction de ces
radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule [50]. On distingue alors deux

grands groupes de molécules réactives impliquées dans le stress oxydant pouvant étre de nature
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radicalaire ou non. La réactivité d’un radical libre varie d’un radical a un autre et dépend de

I’environnement ou ils se trouvent [99].
e Les espéces réactives de I’oxygeéne (ERO)

Les radicaux dérivés de lI'oxygéne representent la classe la plus importante d'especes
radicalaires genérées dans les systémes vivants. Ce sont des molécules trés réactives qui sont

constamment produites par des réactions enzymatiques dans les cellules [100].

Tableau | 1: Espéces réactives d'oxygéne d'intérét biologique

Les especes réactives Réactivité

de I’oxygeéne (ERO)
L’anion radical Geéneré dans les mitochondries et dans le systéme
superoxyde (027) cardiovasculaire.

radical perhydroxyle Celui-ci est obtenu aprés protonation du radical superoxyde en
HO; milieu pH < 4.8
Radical hydroxyle HO®  le peroxyde d’hydrogéne peut réagir directement avec des ions
métalliques (fer ou cuivre) par la réaction de Fenton H.0, + Fe?*
— HO™+ Fe* OH"
Radical peroxyle ROy’ Reactif et formé a partir de lipides, de protéines, d'ADN, de
sucres etc. pendant les dommages oxydatifs
Peroxyde d’hydrogéne Formé dans notre corps par un grand nombre de réactions et
H202 produit des especes puissantes comme HO*®
L’oxygeéne singulet 10,  Tres réactif, formé lors de la photosensibilisation et certaines
réactions chimiques
L’ozone O3 Peut réagir avec diverses molécules pour former I’oxygene

singulet 10,

o Les radicaux dérivés d’azote (ERN)

Contrairement aux ERO, il y a peu de données sur l'altération induite par les espéces
réactives d’azote [101], ils sont considérés comme une sous-classe des radicaux libres qui sont

générés par la réaction de I’oxygene avec ’azote.

Page 25



ZAOUT Samiya Chapitre I : Revue bibliographique

Tableau | 2 : Especes réactives d'azote d'intérét biologique

Les espéces azotées (ERN) Réactivité

Oxide nitrique NO*® Neurotransmetteur et régulateur de pression sanguine,
peuvent produire des oxydants puissants pendant les états

pathologiques

Peroxynitrite ONOO" Formé de NO?® et superoxyde, hautement réactif
Acide peroxynitrique Forme protonée de ONOO"

ONOOH
Dioxyde d’azote NO? Formé lors de la pollution par le dioxyde atmosphérique

1.3.1.1.2 Les sources des radicaux libres
Les sources de production de radicaux libres sont classées en deux catégories

e Les sources endogénes

Les radicaux libres sont produits par divers méecanismes physiologiques, la plupart des
radicaux libres se forment au cours du métabolisme dans les mitochondries, lors de la défense
(antibactérienne et antiinflammatoire), La régulation des fonctions cellulaires létales telle la
mort cellulaire programmée (apoptose), fait appelle aussi a la production endogénes des
radicaux libre [102].

e Lesions métalliques

Les ions métalliques, comme le fer et le cuivre sous leurs formes réduites, sont des

remarquables promoteurs de processus radicalaires in vitro : ils transforment I’H2O2 en OH" par

la réaction de Fenton [103,104].
e Les sources exogenes

L’organisme humain est soumis a 1’agression de différents agents extérieurs capables de
donner naissance a des espéces oxygenées réactives. Ces facteurs environnementaux incluant

les agents exogeénes (toxines, pesticides, herbicides, métaux lourds, fumée de cigarettes), et les
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composés induits par la prise de certains médicaments, par les rayonnements UV ou lors d’un

coup de chaleur [105,106].
1.3.1.2 Stress oxydant et pathologies
1.3.1.2.1 Stress oxydant

Le stress oxydant se définit comme étant le résultat d’un déséquilibre de la balance entre
les especes oxydantes et les systemes de défense (antioxydants), que ce soit par une
augmentation de la production d’oxydants et/ou par une diminution des défenses antioxydantes.
Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, citons la surproduction endogeéne d’agents pro-
oxydants d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou méme une
exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants. Celui-ci peut favoriser la survenue
de pathologies (cancers, maladies cardiovasculaires, maladies dégénératives) ainsi qu’un
vieillissement prématuré [107]. Une des principales fonctions déclenchées par le stress oxydatif
est la mort cellulaire programmée ou apoptose. Avec comme conséquence, 1’apparition de
dégats souvent irréversibles, dont les cibles biologiques les plus vulnérables sont les protéines,
les lipides et I’acide désoxyribonucléique [108,109].

1.3.1.2.2 Pathologies associées au stress oxydant

Déterminer le statut de stress oxydant d'un individu devient actuellement un sujet
prioritaire en termes de prévention de maladies. En effet, de nombreuses études indiquent qu'il
existe une association entre l'altération des systemes de défense antioxydants et le
développement de plus de 200 physiopathologies différentes comme I'athérosclérose ou le
cancer mais également le SIDA, les maladies inflammatoires, le diabete et le vieillissement
[97,100,105,110].

A Théorie radicalaire du vieillissement

Le vieillissement s’accompagne d’une altération globale de I’ensemble des fonctions
physiologiques et d’une sensibilité plus importante vis-a-vis de certaines maladies. La théorie
radicalaire du vieillissement explique que les phénomenes de dégénerescences liées au
vieillissement sont dus a 1’accumulation d’éléments oxydés et a leurs conséquences sur
I’organisme comme la peroxydation lipidique ou la carbonylation des protéines Ainsi, plus
I’age augmente, plus les attaques radicalaires sur les différentes cibles biologiques seront

importantes [111-113].
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B L’inflammation

Les ERO comme le peroxyde d’hydrogéne sont capables d’activer des facteurs de
transcription comme la protéine NF-KB (Nuclear Factor-Kappa B) qui est impliquée dans la
réponse inflammatoire [114]. Egalement, les produits avancés de 1’oxydation des protéines
précurseurs de I’amyloide agissent comme médiateurs du stress oxydatif. On retrouve aussi une
corrélation entre I’inflammation et le stress oxydatif par une augmentation parall¢le entre le

taux de CRP (C-reactive protein) et de malonyl-dialdehyde [115,116].

C Le processus de cancérisation

Le stress oxydant joue un role particulier dans les différents processus de cancérisation. La
réaction d’un ROS avec une base nucléique induite une modification de I’ADN. L’ ADN humain
est constamment soumis a ’action des radicaux libres a raison de 20 altérations par jour.
L’organisme a développé de nombreux systémes, notamment enzymatiques, dédiés a la
reconnaissance et la réparation de ’ADN (DNA polymerase). Cependant, ces systémes sont
parfois insuffisants, ce qui conduit a la création de protéines mutantes, L’apparition de tumeurs
survient lorsque la balance protection/mutation tourne en faveur des cellules tumorales
[117-119].

D Maladies neurodégénératives

Bien qu’il constitue seulement 2% de la masse corporelle, le cerveau humain consomme
environ 20% de I’oxygeéne apporté par le systéme respiratoire. Cela le rend plus vulnérable, que
d’autres organes, au stress oxydant[120,121].

Le stress oxydant intervient dans le processus de la mort cellulaire que 1’on va retrouver dans
les maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson ou
la maladie de Charcot [121]. En d’autres mots, 1’accumulation constante des espéces réactives
oxygénées (Reactive Oxygen Species, ROS) et azotées (Reactive Nitrogen Species, RNS)
entraine inévitablement des dommages importants aux neurones. Ce stress est causé par
differents facteurs sous-jacents tel que le dysfonctionnement mitochondrial, la perturbation de
I’homéostasie de certains métaux (Cu, Fe, Zn) et leurs fonctions dans 1’agrégation du peptide,

ou encore la neuroinflammation [122,123].
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E Lediabete

Le diabéte du type 2 ou diabete non insulino-dépendant se caractérise notamment par une
hyperglycémie chronique liée & une diminution de I’absorption du glucose au niveau des tissus
adipeux et musculaires [124]. L’hyperglycémie, les dyslipidémies et les anomalies
hémodynamiques sont a I’origine d’une production accrue d’espéces réactives de 1’oxygene.
Cela méne a un stress oxydant et une diminution de la compliance vasculaire, ce qui peut
conduire & des microangiopathies et macroangiopathies qui caractérisent le diabete du type 2,

a savoir la rétinopathie et 1’insuffisance coronaire [125].

Dans cette maladie, le stress oxydatif est superposable a I’hyperglycémie. Ainsi, plus la
glycémie est élevée et prolongée, plus le stress oxydatif est intense et donc plus 1’effet sera
néfaste pour 1’organisme. Cela va provoquer une augmentation de la dégradation du glucose
qui, par accroissement du potentiel de membrane mitochondriale, va augmenter la synthese de
radicaux libres [126].

1.3.1.3 Les antioxydants

Un antioxydant est une molécule naturelle ou synthétique, qui est capable d’inhiber
I’oxydation d’autres molécules en intervenant a différents stades du processus d’oxydation.
Cette définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de substances, comprenant des
enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi de petites molécules hydro- ou
liposolubles. Cette grande variété physico-chimique autorise la présence d’antioxydants dans
tous les compartiments de 1’organisme, qu’ils soient intracellulaires, membranaires ou
extracellulaires [127]. 1l peut agir de différentes facons : piéger les composés qui initient la
réaction radicalaire, piéger les ions métalliques tels que Fe?*, neutraliser I’anion superoxyde
pour éviter la formation de peroxydes, terminer la réaction de propagation dans la réaction
radicalaire mise en place ou réduire la concentration en Oy [128]. lls ont la capacité de
contrecarrer les effets néfastes des radicaux libres dans les tissus, ils sont donc sensés pour
protéger contre le cancer, les maladies cardiaques et plusieurs autres maladies métaboliques
[129]. Les systémes antioxydants peuvent é&tre classés selon leur mode d’action, leur

localisation cellulaire et leur origine [130].
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1.3.1.3.1 Différents types des antioxydants

L’organisme possede des systémes endogenes dédiés a ’action protectrice antioxydante.
Cependant, cette ligne de défense est facilement saturée. De nombreux antioxydants exogenes
sont également présents dans I’alimentation apportant un soutien significatif dans la lutte
antioxydante. Nous les trouvons dans les fruits (pommes, poires, fruits rouges...), les 1égumes
(brocoli, oignon...), les boissons (café, thé, ...) ainsi que dans les épices, le cacao ou encore les
ceréales. Ces antioxydants sont surtout connus pour leur capacité a réagir directement avec les

radicaux libres en les « neutralisant » par réaction de réduction [131].

A Le systéme antioxydant enzymatique

Ce sont des enzymes ou protéines antioxydantes élabores par notre organisme a 1’aide de
certains minéraux. Elles sont présentes en permanence dans 1’organisme mais leur quantité
diminue avec I’age [132]. Ces enzymes existent a 1’état endogéne permettent de protéger les
cellules contre les radicaux libres produits de maniére physiologique au cours du métabolisme
cellulaire normal. Les principaux systemes enzymatiques comprennent les VHB (SOD), la

catalase (CAT) et plusieurs formes de glutathion peroxydases (GSHPX) [133].

B Systémes antioxydant non enzymatiques

La défense antioxydante est composée d’antioxydants endogénes, qui sont synthétisés par
le corps, et d’antioxydants exogenes, obtenues a partir de 1I’alimentation sous forme de fruits et
Iégumes riches en vitamine C, vitamine E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion et

acide lipoique.
e Systemes antioxydant endogéne non enzymatiques
Les systéemes antioxydants non-enzymatiques endogenes incluent de nombreux thiols dont
le majoritaire est le glutathion, largement présent sous forme réduite, qui est capable de réagir,

in vitro, avec les radicaux HO’, RO>", RO, 10,, ONOO", des radicaux centrés sur le carbone,

mais aussi I’acide hypochloreux HOCI [134].

e Systéemes antioxydants exogénes non enzymatiques

Les antioxydants exogenes, vu leur efficacité, leur faible codt et leur disponibilite, sont

largement utilisés dans les aliments comme additifs dans le but de prévenir la rancidite.
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Cependant, leur sécurité est trés discutée car ils génerent un besoin de recherche comme
matiéres de substitution a partir de sources naturelles comme antioxydants de la nourriture.
Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydants in vivo ont était proposés. Elles

incluent :

- Lesvitamine comme, la vitamine E, la vitamine A, et la vitamine C [135] ;

- Lesoligo-éléments, ce sont une classe de nutriments nécessaires, en quantité tres faible,
a la vie d’un organisme. L apport par 1’alimentation, en quantité raisonnable, est crucial.
En effet, ils n’agissent pas directement contre les ROS, mais ils sont nécessaires aux
enzymes décrites précédemment. Un apport excessif en oligo-éléments peut entrainer
de sérieux dysfonctionnements, par exemple le sélénium (Se) et le zinc (Zn) [99] ;

- Les antioxydants de synthese, Il existe de nombreux antioxydants synthétiques dont les
squelettes sont souvent dérivés des antioxydants naturels pour une utilisation pratique,
les antioxydants doivent remplir les conditions suivantes : Ils ne doivent pas étre
toxiques, ils doivent étre hautement actifs a des faibles concentrations (0.01-0.02%) et
doivent étre présents a la surface ou dans la phase grasse de I’aliment. Parmi les
polyphénols de synthése, on peut citer a titre d’exemple : la 3,3’, 5,5"-Tetra-t-butyl-

biphenyl-4,4"-diol qui a montré un effet protecteur des cellules neuronales[99].
1.3.1.3.2 Mécanisme antioxydant

Les principaux oxydants dans les milieux biologiques sont les radicaux libres et les métaux

de transition. Les antioxydants désactivent les radicaux libres via trois mécanismes
o Transfert d’atome d’hydrogéne

L’antioxydant agit avec le radical libre par transfert d’un atome d’hydrogéne via la rupture

homolytique de la liaison
AH+R — A+ RH.

Les produits de cette réaction sont la forme réduite (RH) du radical néfaste, et le radical A«
(forme oxydée de I’antioxydant). Bien que cette réaction donne naissance a un autre radical
libre, celui-ci est généralement stabilisé par plusieurs facteurs tels que les effets de résonance,

la conjugaison, et des liaisons hydrogénes [138].
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e Transfert mono-électronique d’électron

Dans ce mécanisme, un électron est transféré au radical libre Re. L’anion R et le cation

radical A ainsi formé sont généralement des entités stables.
AH+R — A* + R,

Le potentiel d’ionisation est le facteur déterminant du pouvoir piégeur d’électrons. Un
potentiel bas implique un arrachement facile d’électron et en conséquence une réaction avec le
radical libre [136].

e Chélation des métaux de transition

Le dommage oxydatif est un processus multiphasique impliquant des étapes d'initiation et
de propagation de la chaine radicalaire. Un mécanisme important de I'action antioxydante est
la chélation des métaux de transition, empéchant ainsi la catalyse de la décomposition du

peroxyde d'hydrogene via la réaction de type Fenton [136].
1.3.2 Activité anticholinesterase
1.3.2.1 Définition de La maladie d’Alzheimer

La maladie d'Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative (perte progressive de
neurones) dont le facteur de risque majeur est I’age. Elle s’agit d’une atteinte neurodégénérative
du systéme nerveux central, caractérisée par une atteinte cognitive et comportementale
d’installation et d’aggravation progressive. Sur le plan histologique elle se traduit par des
Iésions neuropathologiques spécifiques : plaques séniles et dégénérescence neurofibrillaire, qui
siegent dans les aires associatives et interrompent la neurotransmission normale. Elles sont alors
associéees a une dégenérescence neuronale qui aboutit a la mort cellulaire. En conséquence, des
déficits en neurotransmetteurs serotoninergiques, noradrénergiques, et surtout cholinergiques,
apparaissent. 1l en résulte initialement une réduction significative de 1’acétylcholine dans
I’hippocampe, puis dans les cortex frontaux, temporaux et pariétaux (régions fortement

associees a la mémoire et aux fonctions cognitives) [137].
1.3.2.2 Traitement de La maladie d'Alzheimer

La MA, connue pour étre associée a la perte progressive de la mémoire, est caractérisée
par une faible concentration d'acétylcholine dans le cadre de I'nippocampe et le cortex du

cerveau. L’inhibition de l'acétylcholinestérase a été utilisee avec succés comme une cible
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thérapeutique pour traiter la MA, mais la résistance aux médicaments montre que la

butyrylcholinesterase reste un sujet de préoccupation dans le traitement de la MA.

La MA représente un enjeu majeur de santé publique étant donné son caractére incurable, la
perte d’autonomie pour les activités de la vie quotidienne et sa forte prévalence. C’est pour cela
que depuis plusieurs années, plusieurs hypotheses ont été elaborées afin de mettre au point un
traitement efficace. Pour I’instant sur le marché il existe seulement deux molécules permettant
d’améliorer la prise en charge : les anticholinestérasiques et les antiglutamates (la mémantine).
Ces traitements sont avant tout symptomatiques et n’influencent pas 1’évolution de la maladie,
c’est a dire qu’ils ne sont pas « disease modifyers ». La mémantine (Ebixa®) est le seul
traitement indiqué chez les patients au stade sévere de la MA ; elle est également préconisée au

stade modérément sévere [138].
1.3.2.3 Les cholinestérases et la maladie d’Alzheimer

Dans la Maladie d’ Alzheimer, les cellules nerveuses se détériorent progressivement, surtout
celles produisant de I’acétylcholine, substance importante pour la mémoire. On a montré qu’il
existe une baisse de la concentration d’acétylcholine dans le cerveau de patients atteints de
maladie d’Alzheimer. Les anticholinestérasiques diminuent I’activité de I’acétylcholinestérase,

enzyme détruisant I’acétylcholine.

L'hypothese cholinergique de la maladie d'Alzheimer a conduit & une thérapeutique
courante et majeure. Cette approche est basée sur la tentative de correction du déclin cognitif
par une manipulation de la neurotransmission cholinergique. Dans les possibles stratégies pour
augmenter l'activité cholinergique cérébrale, I'inhibition des cholinestérases est celle qui est la
plus utilisée[139].

Les ChEs ont été classés en deux types, I'acétylcholinesterase (AChE) et la
butyrylcholinestérase (BChE), sur la base des spécificités de substrat et de l'inhibiteur des

sensibilités distinctes.

L’acétylcholinesterase (AChE), est une protéine exprimée dans le systétme nerveux et
sanguin des eucaryotes supérieurs, si au sein du systeme circulatoire, sa fonction principale, au
sein du systéme nerveux, est parfaitement caractérisée. L'AChE est particuliérement importante

au niveau des jonctions neuromusculaires, puisque son principal rdle physiologique est
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d'hydrolyser l'acétylcholine libérée dans la synapse cholinergique, permettant ainsi la
restauration de I'excitabilité de la membrane post-synaptique [140].

CH CH
H.C . 3 3
NN /l AChE OH CH; —OH
/ V\O \ / |+_/_
H,O \O |

CHj
Schéma | 20 Reaction d’hydrolyse de [’acétylcholine

La BChE, qui est également connue sous le nom de cholinestérase plasmatique ou
pseudocholinestérase, catalyse I'hydrolyse d’une grande variété d'esters de choline
(butyrylcholine, succinylcholine, acétylcholine, acide acétylsalicylique, cocaine et héroine)
[141]. Il est rapporté d'étre impliqués dans la morphogénese, la cétogeneése et la tumorigeneése,
la régulation de la prolifération cellulaire et l'apparition de différenciation au cours du
développement neuronal précoce, comme fixateur a la détoxication de certaines substances
chimiques, et en le métabolisme des lipoprotéines [142]. La BChE pourrait, donc, avoir des
fonctions dans le systéme nerveux normal et pourrait aussi participer aux processus

pathologiques dans les maladies neurodégénératives [143].

L’inhibition de ces enzymes va engendrer une diminution du turnover de I’acétylcholine et donc

augmenter les effets cholinergiques et diminuer les symptomes de la maladie d’ Alzheimer.
1.3.3 Activité anti-amylase (antidiabétique)
1.3.3.1 Lediabete

Le diabete est défini par une hyperglycémie chronique liée soit a un trouble de la sécrétion
de I’insuline, soit a un trouble de I’action de I’insuline, soit les deux [144]. L’insuline est une
hormone produite par le pancréas, revét un caractere essentiel dans la régulation de la glycémie,
puisque c'est la seule hormone ayant une action hypoglycémiante. Une carence ou un défaut
d’insuline entraine une hyperglycémie chronique qui est la cause principale de la survenue des
complications dégénératives de la maladie diabétique mais celles-ci sont néanmoins

susceptibles d’étre évitées ou tout au moins retardees par un traitement [145].
Le diabéte sucré se definit aussi par une hyperglycémie chronique, soit une glycémie a jeun
supérieure a 1,26g/1 (7mmol/1) ou une glycémie supérieure a 2g/1 (11,1mmol/l) a n’importe quel

moment ou lors d’une hyperglycémie provoquée par voie orale a deux reprises. Cette définition
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est fondée sur le seuil glycémique a risque de micro-angiopathie, en particulier a risque de
rétinopathie [146].

1.3.3.2 Classification du diabéte

La classification du diabéte a évolué au cours des 50 derniéres années. En effet, en 1980,
I’OMS considérait, comme la plupart des cliniciens, qu’il y avait deux classes principales de
diabéte, le diabéte insulinodépendant ou diabéte de type | et le diabete non insulinodépendant
ou de type Il ; des « diabétes d’autres types » et le diabéte gestationnel étant aussi reconnus.
Les recommandations de I’OMS de 1999 proposent de supprimer les dénominations «
insulinodépendant » et « non insulinodépendant », pour garder uniquement les termes « type |
et type Il » et détailler les différentes formes de « diabéte d’autre type », tout en continuant
d’individualiser le diabéte gestationnel [147].

1.3.3.3 Traitements du diabéte de type 2

Le but de la thérapie antidiabétique est la stabilisation du taux de glucose sanguin a un taux
le plus proche de la normal et de prévenir 1’apparition des complications de cette pathologie.
Les traitements du diabéte sont de deux types, les non médicamenteux (traitement
hygiénodiététiques) et les médicamenteux (antidiabétiques oraux (ADO) et insulinothérapie).

1.3.3.3.1 Traitements non médicamenteux

La réduction pondérale et la pratique réguliére de 1’activité physique (adaptée et controlée)
ont un effet favorable sur le contréle de la glycémie et I’insulinorésistance. Une alimentation
équilibrée est conseillée pour le traitement du diabete, avec une diminution des apports en
graisses saturées, des sucres et de I’alcool, I’activité physique adaptée aux possibilités de
chaque patient est recommandée chez le diabétique de type 2 (DT2) car elle contribue a une
amélioration de la situation métabolique (insulinosensibilité, niveau glycémique, pression

artérielle, profil lipidique etc...) et pourrait étre utile pour le contréle du poids [148].
1.3.3.3.2 Traitements médicamenteux

En genéral, les ADO sont prescrits apres un échec des regles hygiéno-diététiques durant 3 a
6 mois. Il existe 5 classes d’ADO, le traitement étant adapté a chaque patient diabétique. Ces

classes de médicaments se distinguent par leurs modes d'action :
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e L’amélioration de la sensibilité des cellules des muscles et du foie a I’insuline
(favorisant leur utilisation du sucre) ; la metformine (famille des biguanides et les
glitazones (ou thiazolidinediones).

e La stimulation de la production d’insuline ou l'apport de celle-ci ; Ces médicaments,
dits insulinosécréteurs, stimulent la libération d'une plus grande quantité d'insuline par
le pancréas ; les sulfamides hypoglycémiants et les glinides.

e La diminution de I’absorption des sucres par ’intestin; les inhibiteurs d'alpha-
glucosidase et d’alpha-amylase.

e L’élimination des sucres par l'urine; les inhibiteurs du SGLT2 (les gliflozines)
[149,150].

1.3.3.3.3 Insulinothérapie

En cas d’échec du traitement antidiabétique oral chez le DT2, il apparait nécessaire
d’instaurer I’insulinothérapie précocement pour préserver le capital insulinosécrétoire résiduel
[151]. 11 est recommandé actuellement d’utiliser des associations d’insuline et d’ADO dont les
mécanismes d’action difféerent afin d’obtenir un équilibre glycémique dans des conditions de
sécurité maximale [152]. L’insulinothérapie définitive devient bien évidemment nécessaire en
cas de contre-indication a la poursuite des ADO (insuffisance rénale, hépatique...) [151]. La
régulation de la glycémie chez le patient diabétique doit étre fine et permettre le retour a une

homéostasie glycémique.
1.3.4 Activité inhibitrice d'uréase

Les uréases sont présentés dans de nombreuses bactéries, champignons, algues, plantes,
ainsi que dans les sols, en tant qu'enzyme du sol. L'enzyme bactérienne revét une importance
particuliére car il a été démontré qu'elle constitue un puissant facteur de virulence pour certaines
espéces. Helicobacter pylori est la seule bactérie capable de coloniser de fagcon persistante
I’estomac humain. L’infection au long cours au contact de la muqueuse gastrique provoque
diverses pathologies gastriques comme les ulcéres gastroduodénaux et les cancers gastrigques.
Pour résister au stress acide rencontré dans sa niche, H. pylori posséde une réponse d’urgence

qui dépend de 1’uréase [153].

L'uréase est une enzyme clé dont bénéficie la bactérie Helicobacter pylori en rendant

possible sa persistance dans I'environnement acide de 1'estomac, lors de I’infestation, elle est
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trés active et capable d’hydrolyser I'urée normalement dans I’éstomac en libérant de
I’ammoniac. Cet ammoniac neutrlise le micro-envirennement de la bactérie, ce qui rendra le

milieu plus accueillant a cette bactérie [154].
1.3.5 Activité anti-inflammatoire
1.3.5.1 Rappel sur ’inflammation

L’inflammation est la premiére ligne de défense de 1I’organisme qui se met en place suite
a une menace, a une agression d’origine physique (froid, chaleur..) ou chimique (acide, base..),
a une infection due a des bactéries ou a des virus, a une réaction immunitaire primaire ou
secondaire (qui est la conséquence de la réintroduction dans 1’organisme d’un antigéne) et enfin
a une nécrose.[155,156]. Elle va avoir pour but de permettre 1’élimination de 1’agent agresseur
et des débris cellulaires, ainsi que de la réparation des tissus [157]. De plus, elle est souvent
suivie par une dilatation des vaisseaux sanguins permettant la migration de cellules et de
certaines molécules du sang vers les tissus ou l'agression a été localisée, provoquant ainsi

rougeur, chaleur, cedéme et douleur [158].
1.3.5.2 Types d’inflammation

Il existe deux types d’inflammations : de courte durée (inflammation aiguée), ou se

pérennise (inflammation chronique) qui nécessite un contréle médicamenteux.
1.3.5.2.1 L’inflammation aiguée

C’est une réponse inflammatoire immédiate Suite & une agression par un agent
pathogéne, de courte durée et d’installation brutale. Dans les conditions normales,
I’inflammation aigue guérit spontanément ou avec un traitement. Par contre, des séquelles de
la réaction peuvent exister si la destruction a été significative. Elle est caractérisée par quatre
phénomenes typiques qui sont I’cedéme, la douleur, la chaleur et la rougeur, elle peut également
s’accompagner d’atteintes fonctionnelles régionales selon la gravité de 1’agression et peut étre
ainsi divisée en 3 phases : phase vasculaire, phase cellulaire et phase de résolution et de

cicatrisation [159].
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1.3.5.2.2 L’inflammation chronique

L’inflammation chronique se développe si I’agression persiste ou dans les tissus soumis
a des réactions auto-immunes, ou I’antigéne ne peut étre éliminé, elle dure quelque mois ou des
annees voire méme se prolonger le long de la vie de I’individu a la différence de ce qui se passe
dans I’inflammation aigue, les phases vasculaires et cellulaires ne se succédent pas mais
coexistent toute au long de I’évolution de I’inflammation. Des phénomeénes de tentatives de
réparation et de destruction tissulaire sont également présents. Le macrophage constitue
I’essentiel de I’infiltrat cellulaire vers le site d’inflammation. La présence de lymphocytes dans
I’infiltrat est habituelle. Tandis que le polynucléaires éosinophiles est caractéristique des

inflammations chroniques allergiques et parasitaires [160].
1.3.5.3 Les anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoires sont des substances qui agissent sur la douleur et le gonflement
qui apparaissent suite & une agression d’un agent pathogene. Elles sont utilisées lorsque la
réaction inflammatoire se prolonge de fagcon anormale (inflammation chronique) et entraine des
dommages aux tissus. Elles bloquent la sécrétion ou I’action de certains médiateurs chimiques
de I’inflammation (comme les prostaglandines) et donc diminuent la sensation de douleur mais

aussi ’inflammation.

Il existe deux grands types d'anti-inflammatoires. Les antiinflammatoires non-stéroidiens et les

antiinflammatoires stéroidiens
1.3.5.3.1 Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

C’est une des classes thérapeutiques les plus utilisées dans le monde en raison de leurs

propriétés anti-inflammatoires, antalgique, antipyrétique et antiagrégant plaquettaire [161].
Cette classe est trés vaste, elle contient par exemple : du diclofénac, I’ibuproféne, 1’aspirine et
I’indométacine [162].

Ils présentent une grande hétérogenéité chimique, mais ils sont tous capables d’inhibés de
maniere non sélective la cyclo-oxygénase (cyclo-oxygéne est formé de plusieurs isocyclo-

oxyane) par contre il y a des anti-inflammatoires qui agissent sur cyclo-oxygene précis.
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Malheureusement, ils sont également associés a de nombreux effets délétéres car leur utilisation
prolongée provoque des troubles gastro-intestinaux (comme les saignements intestinaux), le

dysfonctionnement plaquettaire et I’hypertension associée au dysfonctionnement rénal [163].
1.3.5.3.2 Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS)

Les anti-inflammatoires stéroidiens ou les glucocorticoides constituent une classe de
médicaments qui sont des dérivés synthétiques de la cortisone. Parmi eux, on peut citer : le

méthylprednisolone, le bétaméthasone, la prednisone et la prednisolone

Ils représentent le traitement le plus efficace utilise pour les maladies inflammatoires
chroniques telles que I’asthme, ’arthrite rhumatoide, les maladies inflammatoires de I’intestin

et les maladies auto-immune [164].

Comme les glucocorticoides endogenes, les AIS se lient a leurs récepteurs au niveau du
cytoplasme formant un dimeére (récepteur + corticoide) qui se lie sur les genes appropriés, ce
processus conduit a une transcription accrue des genes codants pour les protéines anti-
inflammatoires teles que la lipocortine 1 et I’interleukine 10, et une inhibition de 1’expression
de plusieurs genes codants pour les protéines pro-inflammatoire dont les cytokines, les

enzymes, les récepteurs et des molécules d’adhésions [165].

Il est a noter que 1’utilisation de ces corticostéroides a des inconvénients. Ils sont bien connus
pour provoquer I'hyperglycémie, une sensibilité accrue aux infections, des troubles
psychiatriques, des troubles aigués tels que I’hypertension artérielle, dérégulations de la
biosynthése des glucocorticoides a la fin du traitement, insomnie, ulcere gastroduodénal, alors

que les troubles chroniques sont : ostéoporose, cataracte, prise de poids [166].
1.3.6 Facteur de protection solaire (SPF)
1.3.6.1 Le rayonnement solaire

La fusion nucléaire du soleil libere une énergie colossale qui nous parvient 8 minutes
plus tard sous forme d'ondes electromagnétiques que I'on appelle également rayonnement
solaire. Le rayonnement solaire est indispensable a la vie mais il peut étre extrémement
dangereux pour la santé humaine. Une trop longue exposition au soleil peut étre a l'origine de

nombreuses et diverses réactions cutanées.
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Le rayonnement solaire UV est un rayonnement électromagnétique non ionisant, formé de
photons, et défini par des longueurs d’ondes situées entre 100 et 400 nm. Ces trois types de

rayonnements UV sont classés en fonction de leur longueur d’onde.
- UVC: 100-280 nm
- UVB: 290-320 nm
- UVA: 320-400 nm

Ils n’ont pas la méme activité biologique ni le méme pouvoir de pénétration de la peau, la
pénétration des rayons UV augmente avec la longueur d’onde (UVA > UVB > UVC) tandis
que I’énergie diminue avec la longueur d’onde (UVA < UVB < UVC) [167].

1.3.6.2 Lapeau

La peau est I’organe le plus vaste et le plus lourd de notre corps (environ 3,5 kg en poids et
1,5 m2 de surface pour un individu de75 kg), elle protege également les cellules du
rayonnement [168,169]. Elle est structurée en trois couches superposées de la plus externe a la

plus profonde : I’épiderme, le derme et I’hypoderme [170].

Epiderme

Derme

)

[Vaisseaux sanguins =
S S S - y
& nerfs —

Hypoderme

Figure I 1 : Composition des différentes couches de la peau [171]
1.3.6.3 Effets néfastes du soleil sur la peau

Le soleil est indispensable a la vie sur terre, il est bon pour notre santé et notre moral.

Mais, il est aussi responsable de nombreux effets néfastes pour la peau et la santé. A court
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terme, ces effets peuvent étre un signe d’alarme d’une surexposition au soleil, mais a long
terme, ils sont la conségquence d’une accumulation chronique, au cours de toute la vie, des
dommages provoqués par le soleil. On cite par exemple: La photosensibilisation, le
carcinomes, les coups de soleil, le coup de chaleur, le vieillissement cutané prématuré, le

mélanomes, la iminution des défenses immunitaires [172].
1.3.6.4 La photoprotection

La photoprotection correspond a ’ensemble des moyens naturels et/ou artificiels

capables de s’opposer aux effets délétéres du soleil. On distingue :
1.3.6.4.1 La photoprotection naturelle

Les multiples mécanismes de barriere contre les effets directs des radiations UV sont
génétiquement déterminés. Chaque personne conditionne une résistance naturelle a I’exposition

solaire, variable d’un individu a I’autre.

- L’épaississement de la couche cornée ;

- Lebronzage;

- Le systeme pigmentaire ;

- Lapilosité ;

- Les systéemes de réparation de I’ADN [173,174].

1.3.6.4.2 La photoprotection cosmétique

La photoprotection active ou topique, destinée a éviter 1’érythéme actinique, est assurée
par deux classes de substances : les écrans (filtres minéraux ou inorganiques) et les filtres
organiques. Ces substances sont incorporées dans des excipients permettant d’obtenir des

formes liquides (eau, huile), des formes pateuses (lait, creme, gel) et des formes solides (sticks).
e Les filtres UV chimiques (ou organiques)

Les filtres chimiques sont des molécules organiques (benzophénes, aminobenzoates)
comportant des liaisons © formant un systeéme conjugué. Ils peuvent se présenter sous forme
solide ou liquide et peuvent étre lipophiles, hydrophiles ou encore totalement insolubles sans

les milieux de formulation dans lesquels ils sont introduits [175].
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e Les écrans minéraux

IIs sont aussi parfois appelés filtres chimiques, du fait de leur mécanisme d’action. Ces
filtres se présentent sous la forme de poudre dont les particules renvoient la lumiére par des
phénomenes de réflexion ou de diffraction (scattering). Ce sont des oxydes métalliques, de
granulométrie variable. Plus leur taille est petite, moins ils absorbent dans I’'UVB. Les écrans
minéraux sont tres efficaces. Ils sont capables de réfléchir ’ensemble des radiations allant des
UV aux IR. lls agissent donc comme véritable barriére qui empéche 1’énergie photonique

d’atteindre les téguments [176].
o Lesfiltres d’origine naturelle

Quelques extraits végétaux ont été recommandés en complément de filtres solaires plus

efficaces : extrait d’alo¢s, extraits de reine des prés, de camomille, de millepertuis.

Les huiles de germe de blé, d’avocat, d’amande douce et de ricin ainsi que les huiles minérales
sont dépourvues d’activités filtrantes. Elles ont surtout des propriétés surgraissantes et n’ont
pas d’activité préventive. En revanche, elles peuvent avoir une certaine activité curative, sur le

développement de I’érythéme [177].
1.3.7 L’activité antimicrobienne

Les infections humaines en particulier celles impliquant des micro-organismes :
bactéries, champignons ou virus, sont la cause des maladies les plus fatales et des épidémies les
plus répandues. Ces maladies infectieuses affectent des millions de personnes dans le monde

entier.

Un grand nombre de médicaments ont été découverts jusqu'ici pour lutter contre cette situation
mais la résistance aux antibiotiques est un probléeme qui continue a défier le secteur de la santé.
La découverte de nouveaux antibiotiques et de nouvelles stratégies thérapeutiques est

nécessaires pour relever ce défi.
1.3.7.1 Genéralités sur les bactéries

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classés parmi les procaryotes, car
ils ne possedent pas de membrane nucléaire. Ce caractere les distingue d’autres organismes

unicellulaires classés parmi les eucaryotes (champignons, algues, protozoaires). Elles sont
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divisées en bactéries proprement dites (Bacteria) et bactéries primitives (Archaea). Toutes les
bactéries rencontrées en pathologie appartiennent aux Bacteria.

Les bactéries ont généralement un diamétre inférieur a 1pm. On peut les voir au microscope
optique, a I’état frais ou apres coloration. Leur forme peut étre sphérique (cocci), en batonnet
(bacilles), incurvée (vibrions) ou spiralée (spirochétes). Les détails de leur structure ne sont

visibles qu’en microscopie électronique [178].
1.3.7.2 Familles en fonction de Leur paroi : comparatif Gram + et Gram —

Les bactéries sont divisées en deux grandes familles en fonction de leur paroi cellulaire.
C’est a I’aide d’une coloration dite coloration de Gram que 1’on parvient a différencier ces
bactéries, elles seront alors soit Gram positives ou Gram négatives. Structurellement c¢’est
I’épaisseur du peptidoglycane qui permet ce classement : si le peptidoglycane est épais et riche,
il s’agit d’une bactérie Gram +, s’il est fin et composé en majorité de lipides, nous sommes
chez une bactérie Gram — [178].

1.3.7.3 Les antibiotiques
1.3.7.3.1 Généralités

Les antibiotiques sont des agents dont la toxicité sélective résulte d'un mode d'action
specifique. Ils agissent a faible dose pour inhiber la croissance des micro-organismes ou pour
les détruire. Ils peuvent étre produits de maniére naturelle par des champignons et des bactéries

ou obtenus par synthese et hémisynthése [179].
1.3.7.3.2 Criteres de classification
La classification des antibiotiques est multiple, elle peut se faire selon :
e L’origine
Selon la nature chimique car il existe des organismes (naturel) ou produits par synthése

(synthétique) et souvent une structure de base sur laquelle il y a une hémisynthese définissant

ainsi une famille d'antibiotiques (Ex : p-lactamines).
e Lesite d'action spécifique a chacun :

- Inhibition de la synthése protéique comme par exemple (aminosides, cyclines, phénicolés,

acide fusidique, macrolides, oxazolidinones, mupirocine, synergistines).
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- Inhibition de la synthése de la paroi bactérienne comme par exemple (p-lactamines,
glycopeptides, fosfomycine).

- Action sur la synthese des acides nucléiques comme par exemple (quinolones,

nitroimidazolés, rifamycines, sulfamides triméthoprime).
- Action sur les membranes comme par exemple (polymyxines, daptomycine).
e Spectres d’activité antibactérienne :

Le spectre d’activité d’un antibiotique représente I'ensemble des especes bactériennes sur
lesquelles un antibiotique agit et permet de prévoir son potentiel ainsi que ses limites. Le spectre
est propre a chaque antibiotique, et peut varier dans le temps suite a I’apparition de résistance

bactérienne. lls peuvent étre a spectre large ou a spectre étroit.

- Les antibiotiques a spectre large sont efficaces sur un grand nombre de types d'agents
pathogenes. Ainsi, I'antibiotique sera actif sur une grande partie de tous les cocci et tous les
bacilles. lls sont utilisés lorsque la bactérie n'est pas identifiée et que la pathologie peut étre due

a différents types d'agents pathogenes.

- Les antibiotiques a spectre étroit sont efficaces sur un nombre limité d'agents infectieux leur

permettant de cibler une pathologie en particulier.
e Les modalités d'action :

Les antibiotiques présentent deux grands modes de fonctionnement. Certains attaquent le
peptidoglycane de la paroi bactérienne ce qui cause une déstabilisation de la bactérie et entraine

sa mort. Il s’agit de /’action bactéricide, autrement dit qui tue les bactéries.

D’autres agissent sur le systéme protéique de la bactérie : en se fixant sur la sous unité 50s du
ribosome bactérien entrainant une inhibition de la synthése protéique. La bactérie ne meurt pas
mais ne peut plus se développer ni se multiplier, on parle de bactériostatique. L’antibiotique

est donc capable d'inhiber la multiplication des bactéries sans les tuer [180].
1.3.7.4 Résistance bactérienne aux antibiotiques

La résistance bactérienne est retenue lorsqu'un antibiotique perd sa capacité a inhiber
efficacement la croissance bactérienne. Autrement dit, les bactéries continuent de se multiplier
en présence de concentrations thérapeutiques d’antibiotiques. Selon 1’Organisation Mondiale
de la Santé (OMS), "la résistance aux antibiotiques est en train de devenir une urgence de santé
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publique en des proportions encore inconnues”. Généralement, Deux types de résistances

existent : la résistance naturelle et la résistance acquise.
1.3.7.4.1 La résistance naturelle

On parle de résistance naturelle lorsque toutes les souches d’une méme espéce sont
résistantes a un antibiotique. Cette résistance peut étre une caractéristique intrinséque de
I'organisme (par exemple les particularités structurales des parois cellulaires de certaines
bactéries) qui les rendent naturellement résistantes. La résistance naturelle peut également étre
obtenue au moyen d'une mutation dans son propre ADN chromosomique. Il existe différentes
formes de résistances naturelles, comme le manque d’un systéme de transport intrins€éque a un
antibiotique, 1’absence de récepteur pour un antibiotique donné, ou, comme dans le cas des
bactéries Gram -, la paroi cellulaire est recouverte d'une membrane externe qui établit une
barriere impermeéable contre certains antibiotiques de poids moléculaire élevé comme les

glycopeptides [181]
1.3.7.4.2 La résistance acquise

Elle est définie comme une résistance d'un micro-organisme a un médicament
antimicrobien auquel il était précédemment sensible. Cette résistance provient de I’utilisation
intensive d'antibiotiques a des fins humaines, vétérinaire et agricole, causant leur libération
continue dans I'environnement et I'évolution des génes résistants [182], Elle peut provenir d’une
mutation chromosomique de génes impliqués dans les processus physiologiques normaux ou
les structures cellulaires de la bactérie, d’une acquisition de genes de résistance étrangers a
partir d’une autre source au moyen de plasmides, de bactériophages ou de transposons ; ou
d'une combinaison de ces deux mécanismes. Contrairement a la résistance naturelle, la
résistance acquise ne concerne que certaines souches ou sous-populations d’une espéce

bactérienne particuliéere. Elle est impreévisible sur le plan individuel [183].
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1.1 Introduction

Ce chapitre est consacré aux différentes techniques d’analyse physico-chimiques utilisées
pour identifier les dérivés a-aminophosphonates synthétisés a partir d’une série de trois
aminophénols ainsi que les réactifs et les méthodes expérimentales utilisées au cours des tests
d’applications pour évaluer in vitro les activités biologiques.

1.2 Meéthodes analytiques et appareils

11.2.1 Point de fusion

La détermination du point de fusion est une donnée physique importante d'une substance.
Les points de fusion des produits préparés ainsi que les produits de départ sont déterminés en
capillaire a I’aide d’un fusiométre BUCHI Melting point B-540.

11.2.2 Chromatographie

Les chromatographies analytiques (CCM) ont été effectuées sur des plagues Merck en
aluminium recouvertes de gel de silice 60 F 254 (épaisseur 0,2 mm) et révélées par une lampe
UV réglée sur 254 nm.

11.2.3 Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR)

L’analyse par la Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR) a été effectuee
au sein de notre laboratoire (le Laboratoire d’Electrochimie des Matériaux Moléculaires et
Complexes « LEMMC »). Un spectrométre du type Perkin EImer FT-IR IR JASCO-4200 a
double faisceau en mode réflexion totale atténuée (ATR) est utilisée pour I'obtention des
spectres IR, avec une résolution de 4 cm™. Les transmissions reportées sont exprimées en
nombre d’ondes (cm™) Entre 4000 et 600 cm™,

11.2.4 Spectrophotométrie ultraviolet visible UV-Vis

Les propriétés optiques des produits synthétisés ont été déterminé par la
Spectrophotométrie UV-vis a, les spectres d’absorption UV-Vis, sont enregistré a 1’aide d’un
spectrophotometre JASCO V-650 au sein de notre laboratoire ( le Laboratoire d’Electrochimie
des Matériaux Moléculaires et Complexes « LEMMC »), dans la région 200-800 nm a
température ambiante, les mesures ont été effectuées dans des cuves en quartz de 1cm de trajet
optique contenant des solutions des molécules synthétisées (5-MAPH, 5-HNAP, 4-HNAP) dans

I’éthanol.

Page 65



ZAOUT Samiya Chapitre Il : Analyses et methodes expérimentales

11.2.5 Résonance magnétique nucléaire (RMN)

L’analyse par la résonance magnétique nucléaire RMN a été effectuée au Centre de
Recherche Scientifique et Technique en Analyses Physico-Chimiques (CRAPC). Les spectres
(RMN) monodimensionnelles du proton *H, du carbone '3C et du phosphore 3!P, et
bidimentonnelles hétéronuclaires *H-13C HSQC, 'H- *C HMBC ont été enregistrés sur un
appareil Bruker Avance 400 MHz a la température ambiante, sur une solution (solvant : DMSO-
d6), en utilisant le tétraméthylsilane (TMS) et I’acide phosphorique comme références internes
pour les RMN H, 13C et *!P. Les déplacements chimiques (8) sont indiqués en partie par million
(ppm). La multiplicité des signaux est rapportée a 1’aide des abréviations : singlet (s), doublet
(d), triplet (t), quadruplet (g), multiplet (m).

11.2.6 Ladiffraction des rayons X sur monocristal

L’analyse par diffraction des rayons X sur monocristal a été effectuée a L’Unité de
Recherche Chimie de I’Environnement moléculaire et Structurale « URCHEMS » de
I’Université freres Mentouri, Constantine-1. Les données de diffraction des rayons X ont été
acquises sur un diffractometre CCD Bruker APEX Il a 296K en utilisant une source de
rayonnement Mo Ko monochromatisée a cristaux de graphite (0,71073 A). La collecte des
données, l'indexation avec réduction et les corrections d'absorption ont été effectuées a l'aide
des programmes APEX2, SAINT et SADABS, respectivement [1]. Les structures ont été
résolues par des méthodes directes (SIR92) [2] et réfiées par des techniques de moindres carrés
a matrice compléte sur F2 avec SHELXL-2014 [3].

11.3 Méthodes d’évaluation des activités biologiques

11.3.1 L'activité antioxydante

Beaucoup de tests sont utilisés pour évaluer I’activité antioxydante des molécules. La
plupart de ces tests sont basés sur la coloration ou la décoloration d’un réactif dans le milieu
réactionnel. Ces méthodes sont trés difficiles a standardiser et il n’existe pas de test idéal. Afin
d’avoir une indication précise du potentiel antioxydant d’un échantillon, une possibilité est de
combiner plusieurs méthodes. Le plus souvent la combinaison entre les réponses de tests
différents et complémentaires pour avoir une idée plus ou moins précise sur la capacité
antioxydante de 1’échantillon a tester. Par contre, I’ensemble des méthodes permettant d’évaluer

le pouvoir antioxydant in vitro peuvent étre divisées en 2 groupes :
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1) Les méthodes basées sur le transfert d’un atome d’hydrogéne ou (Hydrogen Atom
Transfert) HAT [4,5].

2) Les méthodes basées sur le transfert d’un électron « Single Electron Transfert (SET) » [6].

Les résultats présentés dans ce travail sont établis a 1’aide des sept techniques suivantes : DPPH,
ABTS, GOR, CUPRAC, FRAP, phenanthroline et Inhibition du blanchiment du -caroténe. Le
choix de ces méthodes se justifie par leurs simplicités et leurs rapidités. Elles sont également
moins couteuses. Des modifications ont été, cependant, apportées afin de les optimiser et de les
adapter a notre étude.

11.3.1.1 Matériels et réactifs
11.3.1.1.1 Instrument utilisé :
Un lecteur de microplague a 96 puits de volume 250 ul pour chaque puits (EnSpire Multimode
Plate Reader perkin, USA).

11.3.1.1.2 Réactifs
Pour I’évaluation de I’activité antioxydante, nous avons utilisé les réactifs, regroupés dans le

tableau suivant :
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Tableau Il 1: Structures chimiques et propriétés physiques des réactifs utilisés pour

déterminer [’activité antioxydante

Test Réactifs Formule M(g/mol)

DPPH 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl | C1gH12N50s 394.32
(DPPH)

ABTS Acide 2,2'-azino-bis(3- | C18H18N406S4 514,62

éthylbenzothiazoline-6-

sulphonique)

Persulfate de potassium K2S208 270,32

GOR 4-[(3,5-Di-tert-butyl-4- C29H4102 421.64
oxocyclohexa-2,5-dien-1-

ylidene)methyl]-2,6-di-tert-
butylphenoxyl(Galvinoxyl)

CUPRAC Acetate d’ammonium C2H/NO2 77.08
chlorure de cuivre(ll) Cu Clz, 2H20 170.48
Neocupronin C1sH12N2 208.26

FRAP Acide trichloroacétique(TCA) | CoHCI0: 163.39
Ferricyanure de potassium KzFe(CN)e 329.24
Chlorure de fer FeCls 162.2
Hydrogénophosphate de | Na2HPOg4 141,96
sodium
Hydrogénophosphate NaxHPO4 141.96
disodique
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Phenanthroline | Benzo[b][1,10]phenanthroline | C16H10N20 246.26
-7-ol (Phenanthroline)
Chlorure de fer FeClz 162.2

p-carotene [3-caroténe CaoHss 536.87
linoleic acid C18H3202 820.44
Monopalmitate de | Ce2H122026 1283.63
polyoxyéthyléne sorbitane
(Tween 40)

Standards Hydroxytoluéne butylé (BHT) | C1sH240 220.35
Butylatedhydroxyanisole C15H2402 254.46
(BHA)
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11.3.1.2 Pouvoir de piégeage du radicale DPPH

La méthode DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) est largement utilisée pour mesurer 1’activité
antioxydante d’un composé synthétique ou un extrait de plante. Le principe de cette méthode
est de mesurer la capacité d’inhibition du radical stable DPPH" (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
(Figure 11 1) selon la méthode de Blois [7].
Le DPPH (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyle) est un radical stable possédant une couleur violette
en solution (maximum d’absorbance a une longueur d’onde de 517 nm) et virant au jaune
lorsqu’il est capturé par un antioxydant. En effet, son passage a la forme non radicalaire, apres

saturation de ses couches électroniques s’accompagne de la disparition de la coloration violette
[8,9].

: N NONOZ + AH —— N NONOZ+ A

O,N

Radical DPPH DPPH réduit

Figure 11 1 : Réduction du radical DPPH" par R-H, ou (RH) est un composé capable de céder
un H au radical DPPH

La réaction de transfert d’hydrogéne de 1’antioxydant vers le DPPH" est suivie par la
spectrophotométrie visible en enregistrant la décroissance de la bande d’absorption du DPPH’

a A=517nm (diminution de la coloration violette) [8,9].

Le dosage spectrophotométrique a été effectué dans des microplaques de 96 puits. On utilise le
radical stable 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) comme réactif, 40 pl de différentes
concentrations des produits synthétisés ont été ajoutés a 160 pl de solution de 0.4 mM de DPPH
dans MeOH. Aprés une période d’incubation de 30 min a I’obscurité et a température ambiante,
I’absorbance a été lue contre un blanc (MeOH) a 517 nm. Les résultats ont été enregistrés en

termes de pourcentage d’inhibition (I %) calculé selon la formule suivante :

I% — ABlanc_Aéchantillon X 100 [”1]

ABlanc

Ou : ABgianc est I’absorbance de la solution témoin contenant tous les réactifs a I’exception de
I'échantillon.

A schantillon €st 1’absorbance de 1’échantillon.
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Les résultats sont la moyenne des analyses en triplicata, ils ont été enregistrés en moyenne +
écart type. La concentration de produit fournissant 50% d’activité de piégeage des radicaux
(ICs0) a éte calculée a partir du graphique de DPPH. La valeur de 1I’ICsg exprimée en (ug/mL)

est calculée et compareée a celle du BHT et BHA.

11.3.1.3 Pouvoir de piégeage du radicale ABTS*

L'ABTS" est un radical libre stable, il est tres utilisé pour évaluer le pouvoir antioxydant des
fluides biologiques, des huiles essentielles, des extraits ou bien des composés synthétiques
[10,11]

Le radical ABTS préformé est généré par 1’oxydation de la molécule stable d’ABTS avec le
persulfate de potassium (K2S20g) [12].Cette formation se traduit par 1’apparition d’une

coloration verte bleu intense (Figure 11 2).

CoHs CoHs
NH,* N K220 NH,* N
038 i 038
3 S>=N'N=< D\NH; (potassium persulfatel 3 S>=N'N=< ]@\NH{'
i S SOy - % S SOy
I |
CoHs CoHs
ABTS ABTS+: Bluish-green

Figure 1l 2 : Génération d’ABTS™ par I'oxydation d'ABTS avec K»>S,0g

En présence d’un donneur d’hydrogéne (agent antioxydant), le passage du radical ABTS a la
forme non radicalaire s’accompagne de la disparition de cette coloration mesurée a une

longueur d’onde de 734 nm [13].

Page 71



ZAOUT Samiya Chapitre Il : Analyses et methodes expérimentales

ABTS 229 ABTS** + AOH

( (
O'SQ:FN’N:%DSO, OJS\(:[: —N’N:<::©\so'
).+

Figure Il 3 : Formation de I’ABTS™" par échange d'électron en présence du persulfate de

potassium et réduction du radical formé par la molécule antioxydante en donnant un He

Généralement, ’ABTS ™ réagit avec les antioxydants dans 30 minutes. Il est soluble dans

les solvants aqueux et organiques et n'est pas affecté par la force ionique. L’analyse
spectrophotometrique de I’ABTS a été effectuée selon la méthode de Re et al [12]. Le radical
ABTS a été produit par la réaction entre 7 mM d’ABTS dans I’H20 et 2.45 mM de persulfate
de potassium, le mélange a été stocké dans I’obscurité a température ambiante pendant 12h.
L’oxydation d’ABTS a commencé immeédiatement mais I’absorbance n’était pas stable avant
6h de temps.

Avant ['utilisation du radical ABTS, la solution a été diluée par I’éthanol jusqu’a
I’obtention d’une absorbance de 0.708 a 734 nm. Ensuite, 180 ul de la solution d’ABTS™" ont
été ajoutés a 20 ul de la solution de produits synthétisés dans 1’éthanol a différentes
concentrations.

Apres 10 min, I’absorbance a été mesurée a 734 nm, en utilisant un lecteur de microplaques de
96 puits. Les pourcentages d’inhibition ont été calcules pour chaque concentration par rapport
a I’absorbance du blanc (EtOH). La capacité de piégeage de ’ABTS™ a été calculée, le calcule
est similaire a celui effectue pour le DPPH. Le BHT et le BHA sont utilisés comme controle

positifs.
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11.3.1.4 Pouvoir de piégeage du radicale Galvinoxyl (GOR) :

L'évaluation du pouvoir antioxydant d’a-aminophosphonates synthétisés est réalisée par
le test GOR, qui est considérée comme un radical phénoxy stable peut étre réduit par des
capteurs de radicaux libres donneurs d’hydrogéne. La décoloration de GOR est directement
proportionnelle a la capacité des molécules bioactives a reduire ce radical phénoxy.

La concentration de produit et d’étalon nécessaire pour atteindre le principe de méthode de
piégeage des radicaux phénoxy ont été déterminées selon la méthode de Shi, Noguchi et Niki
[14].

Ce test est une technique de décoloration, dans lequel le radical de Galvinoxyl qui a une
coloration jaune, sous sa forme oxydée et absorbe a 428 nm, mais lorsqu’il est réduit par un
antioxydant ou une espéce radicalaire, sa coloration diminue et devient transparente (Figure 11
4).

Le dosage spectrophotométrique a été effectué dans des microplaques de 96 puits. Cette
méthode consiste a mélanger 40 pl de produits synthétisés a différentes concentrations avec
160ul (0,1 mM Galvinoxyl) (4 mg dans 100 ml MeOH). Le mélange obtenu est incubé
pendant 120 minutes a température ambiante. La lecture de 1’absorbance se fait a 428 nm
contre un blanc (MeOH). La capacité de piégeage du GOR a été calculée, le calcule est
similaire a celui effectue pour le DPPH. Le BHT et le BHA sont utilisés comme contrdle
positifs.

t-Bu t-Bu AH t-Bu t-Bu

'0 0 s, HO 0

t-Bu t-Bu t-Bu t-Bu

Figure Il 4 : Réaction de la réduction de radical galvinoxyl en présence d 'un antioxydant

(AH)

11.3.1.5 Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

Le dosage de CUPRAC est économique, rapide, stable, sélectif et approprie pour une variété
d'antioxydants. Ce test est basé sur les modifications des caractéristiques d'absorption du
complexe néocuproine (Nc) cuivre (Il), le neocuproine (2,9-dimethyl-1 ,10- phenanthroline),
est un compose organique hétérocyclique et est un agent chélatant. Lorsque ce complexe est

réduit par un antioxydant, le potentiel de réduction de I'échantillon ou de I'étalon convertit
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efficacement Cu *2 en Cu *1, changeant ainsi I'absorbance maximum, comme le montre la

figure 11 5. Ce complexe de cuivre réduit donne une absorption maximum a 450 nm.

— — o4 - .
N N AOX A OX oxydé N N
HaC \CU/ CHj N Y H5C X / CHs .
NIV VAN 1
Réactif CUPRAC / Bleu claire Produit jaune-orangé

Figure 11 5 : Réaction de CUPRAC par une molécule antioxydante

L’activité antioxydante par réduction cuprique de nos produits a été déterminée par la
méthode CUPRAC selon la méthode de Apak et al [15]. Sur une microplaque de 96 unités des
solutions ont été ajoutées : 60 pl de la solution S1 (S1: 1,927 g Acétate d’ammonium (ACNHa)
+ 25 ml (H20)) et 50 pl de la solution S2 (S2 : 0,039 g (Neocuproine) dissoudre dans 25 ml
(EtOH)) et 50 pl de la solution S3 (S3 : 0,042625 g (CuCl2, 2H20 dans 25 ml H20)) et 40 ul
de produits synthétisé€s a différentes concentrations. Apres une heure du temps et a I’aide d’un
lecteur de microplaques, I’absorbance a été enregistrée contre un blanc (MeOH) a 450 nm. Le

BHA et le BHT ont été utilisés comme des références antioxydantes.

11.3.1.6 Capacité de réduire I’ion ferrique (Pouvoir réducteur ou FRAP)
La méthode FRAP est basée sur la réduction de I’ion ferrique (Fe 3*) en ion ferreux
(Fe?*). Cette méthode évalue le pouvoir réducteur des composés [16]. La présence des
réducteurs (AH) provoque la réduction de Fe3*/ complexe ferricyanure a la forme ferreuse. Par
conséquent, le Fe?* peut étre évalué en mesurant et en surveillant 1’augmentation de la densité
de la couleur bleue cyanée dans le milieu réactionnel a 700 nm (figure 11 6). En effet, le systéme
FeCls/KsFe(CN)s confére a la méthode de la sensibilit¢ pour la détermination «

semiquantitative » des concentrations des antioxydants, qui participent a la réaction redox [17].
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Figure 11 6 : Réaction de test FRAP (Ferric Reducing-Antioxydant Power)

Cette méthode consiste a mélanger 10 pl des produits synthétisés a différentes
concentrations avec 40 ul de tampon phosphate 0.2 M a pH 6.6 et 50 ul d’une solution de
KsFe(CN)es a 1% (m/v). Le mélange obtenu est incubé pendant 20 minutes a 50°C, puis 50 pl
d’acide trichloracétique (CC13COOH) a 10% sont ajoutés pour arréter la réaction. On additionne
40 pl d’eau distillée et 10 pl de chlorure de fer (FeCls) a 0.1%. La lecture de I’absorbance se
fait a 700 nm contre un blanc MeOH et DMSO. Les résultats permettent de calculer la
concentration efficace (Aos), la concentration du produit correspondant a une absorbance égale
a 0.5 est obtenue par la courbe de régression linéaire ou logarithmique. L’activité du produit est
enfin comparée a celle des antioxydants de synthese (témoin positif), butylhydroxytoluéne
(BHT) et le butylhydroxyanisole (BHA).

11.3.1.7 L’activité de la Phénanthroline
L’activité de la phénanthroline et I’activité du pouvoir réducteur (FRAP) s’appuient sur le
méme principe car la méthode de phénanthroline est un cas particulier de la méthode de FRAP.
L’activité de la phénanthroline c’est une méthode colorimétrique. Ce test est base sur la
réduction de Fe™® (FeCls) en Fe* en présence d’un composé antioxydant donneur d’électrons,
le fer ferreux Fe*® résulte forme avec la 1,10-phénanthroline un complexe trés stable
intensément coloré en rouge-orange appelé ferroine, I’augmentation de I’absorbance de ferroine

est mesurée a Amax = 510 nm [18].
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Figure 11 7 : Réaction de la 1,10 phénanthroline avec le Fe 3* aprés son oxydation en Fe 2*

par un antioxydant

Le pouvoir réducteur est déterminé par une simple mesure de I'absorbance a 510 nm, Cette
méthode consiste a mélanger 10 pl de produits synthétisés a différentes concentrations avec une
solution FeCl30.2%, (0.02g de FeClz dans 10ml de H20), 30 ul phénanthroline 0.5%, (0.05g de
1,10-phénanthroline dans 10ml de MeOH) et enfin 110l MeOH. Le mélange obtenu est incubé
a ’obscurité pendant 20 min a 30°C. La lecture de I’absorbance se fait a 510 nm contre un blanc
MeOH. Les résultats permettent de calculer la concentration efficace (Aos), concentration du
produit correspondant a une absorbance égale a 0.5, obtenu par la courbe de régression linéaire
ou logarithmique. L’activité de produits est enfin comparée a celle des antioxydants de synthése

(témoin positif), butylhydroxytoluéne (BHT) et le butylhydroxyanisole (BHA).

11.3.1.8 Test de blanchiment au B-caroténe-acide linoléique
Ce test est I'une des méthodes rapides de screening de 1’activité antioxydantes, reposant
principalement sur le principe selon lequel I’acide linoléique, qui est un acide gras insaturé, est
oxydé par les espéces réactives de I’oxygene produites par I’eau oxygénée. L’oxydation de
celui-ci, dans un systéme d’émulsion aqueuse g@génére des radicaux peroxydes, et
hydroperoxydes conjugues, ces derniers vont oxyder la molécule du f-caroténe hautement

insaturé (Figure 1l 8). Entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge [19].
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Figure 1l 8 : Structure de la molécule du p-caroténe

Le blanchissement du B-caroténe, ralenti en présence d’antioxydants, est mesuré par un
suivi spéctrophotométrique a 470 nm. L’absorbance est ainsi lue au temps 0 puis au bout de
deux heures. Cette méthode est sensible, ceci étant da a la forte absorption du B-carotene mais
est plus lente que celle du DPPH.

La méthode décrite par Miller en 1971 [20], a été employée avec une légére modification,

la méthode a été améliorée grace a I'utilisation de microplaques a 96 puits.
Une émulsion de B-caroténe/ acide linoléique été préparée par solubilisation de 0,5 mg de B-
caroténe dissoute dans 1 ml de chloroforme puis ajouté a un volume de 25ul d'acide linoléique
et de 200 mg de Tween 40. Apres évaporation du chloroforme, 100 ml d’eau oxiginé sont
ajoutés. L’émulsion résultante est rigoureusement agitée. 40ul de différents échantillons
(produits synthétisés ou standard) a différentes concentrations sont placés dans une plaque a 96
puits en présence de 160 pl d’émulsion.

Les microplaques sont alors mises en incubation a 1’obscurité pendant 120 min a 50°C et
I’absorbance a été mesuré a (t =0 min et t =120 min a 470 nm) grace a un lecteur microplaques.

Le BHA et le BHT ont été utilisés comme standards.

A=) —A(s=
0/ — _ (t=0) —“1(t=120)
1% =1 (Ao(t=o>—Ao(t=1zo)) x 100 [11.2]

11.3.2 Activité anti-enzymatiques

11.3.2.1 Instrument utilisé :
Un lecteur de microplaque a 96 puits de volume 250 pl pour chaque puits (EnSpire
Multimode Plate Reader perkin, USA).
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11.3.2.2 Réactifs utilisés

Tableau Il 2 : Structures chimiques et propriétés physique des réactifs utilisés dans [’activité

anti-enzymatique.

L’activité Réactifs Formule M(g/mol)
Anti-Alzheimer | ACI (Acetylthiocholine iodide) | C7H16INOS 289.18
BuCI(S-Butyryl CoH20INOS 302.23
thiocholine iodide)
5,5"-Disulfanediylbis(2- C14H8N20sgS> 396.34
nitrobenzoic acid) (DTNB)
Sodium bicarbonate NaHCO3 84.01
Galantamine C17H21NO3 287.36
Antidiabétique | Amidon (CsH100s)n
lodure de potassium Kl 166,00
lodine 2 253.81
acide chlorhydrique HCI 36.46
Acarbose C25H43NO1s 645,60
Anti-ulcere Urée NH2CONH> 60.06
Hydroxyde de sodium NaOH 40.00
Hypochlorite de sodium NaOCI 74,44
Phenol CeHsOH 94.11
sodium nitroprusside dehydrate | Naz[Fe(CN)sNQO],2H | 297.95
20
Thiourea(Thiocarbamide) H2NCSNH: 76.12
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Tampon de] Sodium  phosphate  dibasic | Na2HPOs, 2H20 177.99
phosphate dihydrate
Sodium phosphate monobasic | NaH2PO4, 2H,0 156.01
dihydrate

11.3.2.3 Activité anticholinestérase
Les anticholinesterasiques diminuent 1’activité de cholinestérase, enzyme qui catalyse la
réaction d'hydrolyse d'un ester de la choline (acétylcholine, butyrylcholine) en choline et en
acide acétique. Leur action favorise donc 1’élévation de la concentration d’acétylcholine dans

le cerveau.

Une grande variété de méthodes ont été développées au cours des derniéres années pour la

quantification de I’activité inhibitrice d’acétyl-butyrylcholinéstirase [21].

Les activités inhibitrices de I'Acétyle-cholinestérase et de la Butyryl-cholinestérase ont été
mesurées en modifiant 1égérement la méthode spéctrophotométrique développée par Ellman et
al [22]. Les enzymes AChE de I’anguille électrique et BChE de sérum de cheval ont éte utilises,
tandis que I’1odure d’acétylthiocholine et le chlorure butyrylthiocholine ont été utilisés comme
substrats de la réaction (AChE et BChE respectivement). Les hydrolyses de ces substrats ont
été contrblées par analyse spectrophotométrique de la formation d’anion 5-thio-2-nitrobenzoate
jaune résultant de la réaction du DTNB (I’acide 5,5’-dithio-bis 2- nitrobenzoique) avec la
thiocholine libérée par I'nydrolyse enzymatique de I'iodure d'acétylthiocholine ou du chlorure
de butyrylthiocholine a une longueur d'onde de 412 nm, en utilisant un lecteur de microplaque
de 96 puits.
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Figure 11 9: Mécanisme d’action de la méthode d’Ellman

L'éthanol a été utilisé comme solvant pour dissoudre les composés d'essai O et les contrdles,
un volume de : 130 pL du tampon de phosphate de sodium (100 mM, pH = 8), 10 uL de dérivés
synthétisés a différentes concentrations, et 20 pL de I’enzyme AChE (5.32 x 1072 U), ont été
incubés pendant 15 min a 25°C, puis 20 uL. de DTNB (0.5 mM) ont été ajoutés. La réaction est
ensuite initiée par I’addition de 20 pL d’iodure d’acétylthiocholine (0.71 mM).

L’analyse de I’activité inhibitrice BChE a été déterminée suivant les mémes étapes de celles
de ’AChE, en utilisant ’enzyme BChE (6.85 x 107 U) et le substrat chlorure butyrylthiocholine
(0.2 mM). L’hydrolyse de ces substrats a été surveillée par spectrophotométrie de la coloration
jaune de 5-thio-2-nitrobenzoate formé par la réaction de DTNB avec la thiocholine, libérée par
I’hydrolyse enzymatique de I’iodure d’acétylthiocholine ou de chlorure de butyrylthiocholine.

La Galantamine a été utilisé comme témoin positif.

L’absorbance a été mesurée a 1’aide d’un lecteur de microplaque a une longueur d’onde de
412 nm. Le pourcentage d'inhibition de I'AChE ou BChE a été déterminé par comparaison des
vitesses de reaction d'échantillons par rapport a I'échantillon témoin (éthanol dans du tampon

phosphate, pH 8) en utilisant la formule :

l% — Acontrole ~Aéchantillon X 100 [”3]

Acontrole
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OU : Acontrole€St l'activité de I'enzyme sans échantillon d'essai et A¢chantinon €St l'activité de

I'enzyme avec I'échantillon de test.

11.3.2.4 Activité inhibitrice de I’a- amylase
Une augmentation inattendue des niveaux de glucose dans le sang provoque une
hyperglycémie chez les patients atteints le diabete de type 2 en raison de I'nydrolyse de I'amidon

par l'a-amylase et de I'absorption consécutive de glucose par 1'a-glucosidase intestinale [23].

L’amylase de mammifere, sécrétée par la glande pancréatique et de la salive comme étant
une enzyme glycolytique a travers le suc pancréatique dans I’intestin, est I’enzyme clé qui
catalyse la premiére étape du processus digestif des hydrates de carbone (glucides). Ces
enzymes catalysent 1’hydrolyse des oligo- et polysaccharides « glucides alimentaires » non
absorbables en monosaccharides absorbables au niveau de I’intestin. Des chercheurs ont
développé des inhibiteurs de ces enzymes dans le but de ralentir I'absorption des glucides dans
I’intestin donc le glucose passe plus lentement dans le sang, réduisant ainsi I'hyperglycémie et

I'nyper-insulinémie postprandiale [24,25].

Les potentiels inhibiteurs de l'a-amylase ont été étudiés en faisant réagir différentes
concentrations des produits avec une enzyme a-amylase et une solution d'amidon, selon la
méthode décrite par (Zengin G et al. 2014) [26], avec quelques modifications. Un mélange de
25 ul de produits synthétisés et 50 ul de tampon de phosphate de sodium 0,02 M (pH = 6,9)
contenant l'enzyme o-amylase (solution a-amylase 1U/ml) a été incubé pendant 10 min a 37°C.
Ensuite, 50 ul d’amidon 0.1% ont été ajoutés au mélange réactionnel. Le mélange a été incubé
pendant 10 min a 37°C. Aprés incubation, on a ajouté 25ul d’HCl (IM) et 100ul d’IKI.
L'absorbance a été mesurée a 630 nm. L'acarbose a été utilisé comme témoin positif. Les

résultats ont été exprimés en pourcentage d'inhibition et calculés en utilisant I'équation [11.4] :

(Ac_Ae)_(As_Ab)
(Ac_Ae)

%INH = 1 — | ] x 100 [11.4]

ou : Ac=Absorbance [Amidon+IKI+HCI+Vol de solvant de produit+Vol tampon Enzyme] ;
Ae=Absorbance [Enzyme+Amidon+IKI+HCL+ Vol de solvant de produit] ;
As=Absorbance [Enzyme+produit+Amidon+IKI+HCI] ;
Ap=Absorbance [produit+IKI+125ul de tampon].
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Figure 11 10: Schéma de la microplagque 96 puits pour [’activité a- amylase

11.3.2.5 Evaluation de I’activité anti-uréase

L’Hélicobacter pylori (H. pylori) est un bacille responsable d’une infection chronique trés
répandue dans le monde. Elle va se retrouver dans le lac gastrique extrémement acide. Pour se
protéger de cette acidité gastrique, H. pylori produit une uréase qui est une enzyme responsable
de la rapide hydrolyse de I’urée en ammoniac. Cet ammoniac neutralise le microenvironnement
de la bactérie, ce qui rendra le milieu plus accueillant a cette bactérie, et par conséquent,
provoque des troubles gastro-intestinaux, en particulier 1’ulcére et le cancer gastrique. La
recherche d’inhibiteurs a ces enzymes est donc trés importante pour traiter ces infections [27—
29].

L'activité inhibitrice de I'uréase a été déterminée en mesurant la production d'ammoniac par

la méthode de I'indophénol, comme décrit par Weatherburn [30].

Le tableau Il 3 résume les méthodes de préparation des différentes solutions :
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Tableau 11 3 : méthode de Préparation des solutions pour le test d’inhibition d uréase

Solution Méthode de préparation

Tampon de phosphate 0,078 NaH:PO4,2H.O dans 50 ml H,O +0,1780 ¢

PH=8,2 (Na2HPO4,2H,0) dans 100 ml H.O

Solution enzymatique [ mg d’enzyme d’uréase du haricot vert dans 1ml de tampon
(PH=8.2).

le substrat Uree 0,2553 g Urée dans 25 ml tampon (PH=8,2)

Le réactif basique 0,2553 g Urée dans 25 ml tampon (PH=8,2)

Le réactif phénoliqgue 2 g Phenol (CsHsOH) dans 25 ml H.O +
25 mg Naz[Fe(CN)sNO],2H20 dans 25 ml H,0

Un mélange de 25 pl de solution enzymatique de 1U/ml (uréase de haricot Jack), 10 ul de
produits synthétisés et 50 pl du substrat d'urée a été incubé a 30°C pendant 15 min dans une
plaque a 96 puits. Ensuite, 45 pl de réactif phénolique et 70 pl de réactif basique ont été ajoutés
dans chaque puits. Aprés 50 min d'incubation, I'absorbance a été mesurée a 630 nm a l'aide d'un
lecteur de microplaques a 96 puits. La thiourée a été utilisée comme inhibiteur standard. Les
résultats ont été donnés en pourcentage d'inhibition (%) de I'enzyme a chaque concentration du

composé testé. L'activité d'inhibition de l'uréase a été calculée a l'aide de I'équation 2 suivante :

l% — Acontrole ~Aéchantillon X 100 [“5]

Acontrole

11.3.3 Inhibition de la dénaturation des protéines

L’activité anti-inflammatoire in vitro des a-aminophosphonates synthétisés a été étudiée en
utilisant la technique d’inhibition de la dénaturation de 1’albumine selon la méthode de
Kandikattu K, (2013) avec de légeres modifications [31]. Le principe consiste a I’inhibition de

dénaturation du BSA provoquée par la chaleur (72°C) par les produits synthétisés.
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11.3.3.1 Instrument utilisé
Spectrophotomeétre a cuve HELIOS EPSILON (Thermo scientifique)

11.3.3.2 Réactifs utilisés
1- Tampon Tris-HCI 0.05M pH 6,6
2- BSA (bovine sérum albumine)

3- Ibuproféne de sodium (Standard)

11.3.3.3 Préparation de la solution protéine
0,2 g de BSA est dissoute dans 100 ml de tampon de Tris-HCI (1,2144qg est dissous dans
200 ml de I’eau bi distillée, le pH de solution TRIS a été ajusté avec une petite quantité de I’HCI

37% a pH 6.6) sous agitation douce.

11.3.3.4 Préparation des échantillons
Dans des tubes a essai contenant 1mL de solution aqueuse de concentrations variables des
produits testés on ajoute 1 mL de solution d’albumine préparé. Le témoin en absence des
produits est préparé avec 1 mL de la solution de BSA et 1 mL du solvant utilise pour les dérivés
aminophosphonates synthétisés (le résultat obtenu correspond a la dénaturation totale du BSA
en absence de substance inhibitrice) ainsi pour chaque concentration de produits synthétisés un
blanc produit est préparé dans le quel 1mL de produit est ajouté a 1 mL de Tris-HCI (ce blanc

a pour but de soustraire I’absorbance des produits des résultats obtenus).

L’ibuproféne connu pour ses propriétés anti-inflammatoires est utilisé comme standard,

différentes concentrations de I’ibuproféne (forme injectable) sont préparées dans 1’eau distillée.

Les tubes contenus d’échantillons a tester, le standard et le témoin ont été incubés dans une
utive a 37°C pendant 15 minutes, puis dans un bain marie a 72°C pendant 5 min. Aprés

refroidissement la turbidité est mesurée a 660 nm dans un spectrophotomeétre a cuve.

La dénaturation des protéines inhibées par les esters a-aminophosphonates synthétisés a

été exprimée en pourcentage en utilisant la formule [11.6] :
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I % — TtestTrTcontrﬁle X 100 [I |6]

test

Teontrale = la transmittance de controle.
Tiest = la transmittance de 1’échantillon testé.

11.3.4 Essai de I’activité hémolytique in vitro des esters a-aminophosphonates

synthétises

L’étude de la toxicité et 1I’évaluation de la DL50 (appelée aussi dose létale 50%), reste
la premiere étape avant de rechercher les activités pharmacologiques des nouvelles substances.
Dans notre étude, nous avons utilisé le test d’hémolyse des globules rouges pour évaluer in
vitro la toxicité des dérivés étudies selon le protocole expérimental utilisé dans les travaux de
Malagoli (2007) [32].

11.3.4.1 Matériels
Spectrophotometre a cuve HELIOS EPSILON (Thermo scientifique).

11.3.4.2 Réactifs
1- Sérum salé
2- Globule rouge d’un donneur sain

3- 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP

11.3.4.3 Préparation de la suspension de globules rouges

Un prélevement sanguin est réalisé sur des tubes héparines. Le sang est centrifugé
pendant 10 min a 3000 trs/mn. Apres trois lavages, le culot érythrocytaire est préparé avec une
solution de sérum salé (10%, v/v). (1 mL de culot obtenu est solubilisé dans 99 mL du sérum

salé).
11.3.4.4 Préparation des échantillons des molécules synthétisées

Des différentes concentrations des composés synthétisés sont préparées dans le sérum
salé. Le mélange réactionnel (1200 pL) consistait de 600 pL de solution d’échantillons a
différentes concentrations et 600 puL de suspension de globules rouges, au lieu de I’échantillon
a tester 600 uL d’eau distillée a été ajoutée a un tube qui contient 600 pL de la suspension (tube

totalement hémolysé). Tous les tubes ont été incubés 37 ° C pendant 30 min.

A la fin de I’incubation, les tubes ont été centrifugées a 2500 tr / min pendant 5 min et

I’absorbance des surnageants a été utilisé pour mesurer I’absorbance de 1’hémoglobine libérée
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a 540 nm, a l’aide d’un spectrophotométre UV-Visible double faisceau contre un blanc

contenant le sérum.

D’autres tubes des tests blancs sont préparés dans les mémes conditions expérimentales
qui contiennent 600 pL des produits de différentes concentrations et 600 uL de sérum salé. Le

pourcentage d’inhibition de I’hémolyse a été calculé selon la formule [11.7] :

% hémolysé = = x 100 [11.7]
cp

Ou A, et A, sont les absorbances de I’échantillon et du contrdle positif, respectivement.

11.3.5 L’activité de protection solaire (SPF)

L’activité photo protective c’est la capacité d’un produit a protéger la peau contre les
rayonnements UVB et UVA. Cette activité est déterminée par le facteur de protection solaire
également dénommé I’indice de protection (IP) ou SPF (Sun Protection Factor). L’SPF est une
mesure de I’efficacité photoprotectrice vis-a-vis des effets a court termes des rayonnements UV
qui indique le niveau de protection des produits contre les dommages induits par les UV [33].
Le facteur de protection solaire est un indice qui permet de classer les produits de protection
solaire en quatre catégories (tableau Il 3). Ainsi, plus I’indice SPF est élevé plus la protection

solaire contre le coup de soleil est importante [34].
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Tableau Il 4 : Catégories de protection affichées sur les produits solaires en fonction des
facteurs de protection mesureés, selon la Recommandation de la Commission Européenne 2006

Catégorie Facteur de Facteur de Facteur de Longueur
Indiquée protection protection protection d’onde critique
indiqué solaire mesuré  UVA minimal minimale

Recommandé recommandée

« Faible 6 6-99 1/3 du facteur de 370 nm
protection » 10 10-149 Protection
« Protection 15 15-19,9 Solaire indiqué
moyenne » 20 20 - 24,9 sur I’étiquette
25 25-299
Haute » 30 30-49,9
« protection » 50 50-59,9
« Trés haute 50+ 60 <

protection »

Le facteur de protection solaire SPF in vitro a été déterminé selon les méthodes décrites
par Mansur (1986) [35]. Les esters a-aminophosphonates synthétisés ont été dilués dans
I’éthanol pour obtenir une concentration de 2 mg/ml. L’absorbance a été effectué a des
longueurs d’onde comprises entre 290 et 320 nm avec des intervalles de 5 nm et la valeur du

SPF est calculée par I'application de I'équation mathématique [11.8].

320

200 EEXI(A)x Abs (2)  [11.8]

SPF spectrophotometric = CF x Z
ou : EE : spectre de I'effet érythémal ;
| : spectre d'intensité solaire ;
Abs : I'absorbance du produit ;

CF : facteur de correction (= 10).

Les valeurs de (EE()) x I(X)) sont des constantes déterminées dans le (tableau Il 5).
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Tableau 11 5 : Fonction normale de produit utilisée dans le calcul de la SPF [36]

290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0837
320 0,0180
Total 1

11.3.6 Activités Antimicrobiennes

La résistance aux antibiotiques est un probléme qui continue a défier le secteur de la sante.
La découverte de nouveaux antibiotiques et de nouvelles stratégies thérapeutiques est
nécessaires pour relever ce défi. Pour cela, nous avons testé 1’effet antibactérien des produits
finaux obtenus sur quatre souches bactériennes. Cette étude a été réalisée au CRBT Constantine
et au EPSP de Medjana-BBA. Le test de sensibilité des bactéries est réalisé par deux méthodes
différentes : la méthode de diffusion en milieu gélosé, appelée encore la méthode de diffusion
en puits, (analyse qualitative) et la méthode standardisée de micro-dilution (la méthode des

concentrations minimales inhibitrices (CMI), (analyse quantitative).

Les CMI des esters a-aminophosphonates synthétisés contre les microorganismes testés ont
été déterminées par la méthode de microdulition en bouillon selon le protocole de NCCLS
(2002). Seules les molécules qui ont montré une activité par la méthode diffusion en puits ont
fait I’objet d’une évaluation de leur activité par la méthode de dilution pour une détermination

de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et bactéricide (CMB).
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11.3.6.1 Matériels et réactifs

- Le bouillon nutritif est utilisé pour la vérification de la vitalité des bactéries.

-La gélose nutritive est utilisée pour la conservation des souches, c¢’est un milieu adéquat pour

la majorité des bacteéries.

-La gélose Mueller Hinton est utilisée dans les tests de sensibilité des bactéries a différentes

molécules synthétisées.

-Le bouillon Mueller Hinton est utilisé dans les tests de micro-dilution pour déterminer la CMI

de molécules testées.

- Les produits synthétisés (5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP) et le standard la gentamycine
(gent10).

11.3.6.2 Les germes a tester
L'activité antibactérienne, les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et les
concentrations minimales bactéricides (MBC) ont été déterminé contre 4 souches bactériennes
de réferences issues de la collection ATCC (American Type Culture Collection) dont deux
bactéries Gram-positives (Staphylococcus aureus (N°ATCC 6538), Bacillus subtilis (N°ATCC
6633)) et deux Gram- négative (Escherichia coli (N°ATCC 8739), Pseudomonas aéruginosa
(N° ATCC 27853)).

11.3.6.3 Technique de diffusion en milieu gélosé « la technique de diffusion en
puits »

Le test de sensibilité antibiogramme est avant tout un outil de décision thérapeutique en
classant les bactéries : sensibles, intermédiaires ou résistantes. C’est une méthode de mesure
qualitative permettant de tester 1I’existence du pouvoir antimicrobien. Le principe de la méthode
repose sur la diffusion du composé a effet antibactérien en milieu solide dans une boite de pétri,
aprés un certain temps de contact entre le produit et le microorganisme cible. L’activité
antibactérienne sur la cible est appréciée par la mesure de la zone d’inhibition, et en fonction
du diamétre d’inhibition. La lecture des résultats se fait aprés incubation a 37°C pendant 18h,
par la mesure de diametre de la zone d’inhibition (DZI) en millimétre de la croissance
bactérienne. Selon Ponce et al [37], le diamétre de la zone d’inhibition renseigne sur la

sensibilité d’une bactérie donnée :
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Résistante : DZI < 8mm ;

Sensible : DZ1 =9-14 mm ;

Trés sensible : DZI = 15-19 mm ;
Extrémement sensible : DZI > 20 mm.

L’¢évaluation in vitro de I’activité antibactérienne des produits synthétisés a été réalisée par la

technique de diffusion en puits, en procédant comme suit :

11.3.6.3.1 Solubilisation des produits a tester
Les composés synthétisés ont été criblés in vitro pour leur activité antibactérienne contre
quatre souches bactériennes (Gram-négatifs et Gram-positives) en utilisant la méthode de la
technique de diffusion en puits [38-40]. En bref, des quantités des composés a tester (5-HMAP,
5-HNAP, 4-HNAP) ont été dissous dans du DMSO dans trois flacons différents pour obtenir
des solutions ayant des concentrations de 100 mg/mL.

Le DMSO est un solvant organique incolore de formule brute C2HsOS, utilisé en chimie
pharmaceutique pour sa capacité a solubiliser de nombreuses molécules organiques [41]. Le

DMSO est utilisé tout seul comme contrdle négatif.

11.3.6.3.2 Préparation des pré-cultures
Les souches a tester ont été suspendues dans du bouillon nutritif puis incubées a 37°C afin
de vérifier leur viabilité. Apres 24h, des gouttelettes de la suspension ont été ensemencées sur

gélose nutritive puis incubées pendant 18 a 24h a 37°C.

11.3.6.3.3 Préparation de I'inoculum
Apres incubation, des colonies bien isolées sont mises en suspension dans 1’eau

physiologique jusqu’a une densité optique de 0,08 a 0,1 a 625nm soit environ 108 CFU/ml [42].

11.3.6.3.4 Mode opératoire
On prépare la gélose de Mueller-Hinton (MH) qui doit étre séchée (absence compléte
de I’eau a sa surface), puis on procéde a un ensemencement par la technique d’écouvillonnage
qui consiste a tremper d’abord un écouvillon stérile dans la suspension et a ensemencer par la
suite la gélose par cette derniere. On laisse sécher de 3 a 5 min, puis on pratique des puits a

I’aide d’une pipette pasteur stérile (il faut éloigner les puits de 1 cm minimum du bord de la
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boite de Pétri). Le fond des puits est obturé par une goutte de gélose Mueller Hinton pour limiter
la diffusion des solutions des produits sous la gélose. Ensuite, on injecte 50 ul de produit a
tester et le DMSO (témoins négatifs) dans les puits. En suit, un disque de 1’antibiotique
gentamicine est utilisé comme control positif. Aprés diffusion (20 mn), les cultures sont
incubées dans des étuves a la température de 37°C pendant 24 h, et les auréoles d'inhibition
sont mesurées a 1’échelle millimétrique a I’aide d’une régle. Le diamétre du puits (6 mm) est

inclus dans les tableaux des résultats.

11.3.6.4 Définition de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est la concentration minimale d’un échantillon permettant d’inhiber la croissance
bactérienne aprés un temps d’incubation de 18 a 24 heures. Cette concentration est déterminée
par la méthode standardisée de micro-dilution utilisée par le Comité national des normes de
laboratoire clinique, NCCLS (National Commitee for Clinical Laboratory Standards) décrit par
celiktas et al [43], elle consiste a disperser 1’agent antimicrobien en concentration variable de

facon homogeéne et stable dans le milieu de culture du germe étudié[44,45].

Tous les tests ont été réalisés dans un billon Mueller Hinton, les souches bactériennes ont
été cultivées pendants 18-24h dans ce billon.

Nous avons utilisé dans ce test des microplaques stériles a 96 puits [46], pour déterminer la
CMI des esters synthétisés par la méthode de microdilution en milieu liquide selon les
recommandations de CLSI [47] et NCCLS [43]. Une gamme de concentrations décroissantes
par des dilutions géométriques allantes de 100 a 0,19 mg/mL a été préparée, en utilisant cette
méthode de dilution en série, la concentration a été réduite de moitié a chaque fois.

Un volume de 100 pL de chaque dilution a été deposeé dans les puits des microplaques. Les
premiers puits de la microplaque ont servi comme contrbles négatifs, ils ont été remplis
uniquement par le milieu de culture (contréle de la stérilité). Tandis que le dernier puits
représente le contréle positif, rempli uniquement par la suspension bactérienne (contréle de la
croissance. 100 pL de chaque concentration de molécules testées ont été déposés dans chaque
puits contenant 100 pL de I’inoculum contenant 106 cellules/mL préparées dans le bouillon
Mueller Hinton pH = 7,2 £ 0,2. La lecture a été effectuée apres 24h d’incubation a 37°C a I’ceil
nu, et la CMI correspond a la plus faible concentration du produit testé pour laquelle aucun

trouble visuel n’est observé.

11.3.6.5 Détermination de La Concentration Minimale Bactéricide CMB
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La CMB est déterminée a partir de la CMI. Les puits ne présentant aucune croissance visible
a I’ceil nu aprés incubation sont vidés et les contenus sont repiqués sur de la gélose coulée dans

des boftes de Pétri de 9 cm de diamétre.

11.3.6.6 Evaluation du pouvoir bactéricide et bactériostatique
L'action d'un antibactérien sur les souches bactériennes peut étre caractérisée par deux
parametres tels que la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale

bactéricide (MBC). Selon le rapport CMB/CMI, nous avons apprécié 1’activité antibactérienne.

- Lorsque le rapport CMB / CMI = 1, l'antibiotique est dit « bactéricide absolu ».
- Si le rapport MBC/MIC < 4, I'effet était considéré comme bactéricide.
- Si le rapport MBC/MIC > 4, I'effet a été définie comme bactériostatique [48].

11.3.7 Etudes statistiques

Toutes les données expérimentales de 1’évaluation des activités biologiques obtenues
représentent la moyenne de trois essais + écart type (SD), réalisés a 1’aide du logiciel Excel
2013 de régression linaire.

Les coefficients de corrélation des courbes ont été déterminés avec le logiciel Microsoft Office
Excel 2013, ainsi que les histogrammes et les courbes.
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1.1  Introduction

Les composés a-aminophosphonates constitués une catégorie intéressante de composés
organophosphorés, ils ont une importance significative grace a leur large spectre
d’applications biologiques [1]. La combinaison de la partie aminophosphonate avec les
phénols difféeremment substitués donne l'acces a une grande variéte de structures susceptibles
d’avoir des propriétés biologiques et pharmacologiques intéressantes [2], en tant qu’agents
antioxydants [3,4], antibactériens [5], antifongiques [6], anticancéreux [7].... etc. Dans cette
étude, nous nous sommes intéresses en particulier par la synthése et la caractérisation d’une
série de trois nouvelles molécules appartenant a la famille des esters a-aminophosphonates a

partir d’aminophénols analogues, comme réactifs de base.

Les trois composes sont obtenus par une simple réaction de phosphonylation des
aminophénols convenables en présence du benzaldéhyde et du triéthylphosphyte. 11 s’agit de
la réaction directe & trois composants de Kabachnik-Fields (phospha-Mannich) [8]. La
synthese des esters aminophosphonates nécessite des températures relativement élevées et des
catalyseurs acides. Dans notre travail, on a choisi, 1’acide chlorhydrique HCl comme
catalyseur, vu son efficacité dans ce type de réactions méme a des faibles quantités, et le

rendement élevé des produits obtenus.

Ce chapitre, est consacré a la présentation de la synthése des molécules visées, effectuée
selon la réaction de Kabachnik-Fields et a la discussion des résultats de la caractérisation de
ces molécules obtenues par les différentes méthodes physicochimiques d’analyse et par les
méthodes spectroscopiques, telles que 1’UV-vis, FT-IR, RMN !H, 3C et 3P, et ’'RMN
bidimensionnelle hétéronucléaires *H-*C HSQC, 'H- *C HMBC, ainsi que la résolution

structurale par diffraction des rayons X sur monocristal.

I11.2  Synthese des molécules ciblées

111.2.1 Réactifs et solvants utilisés

Tous les produits chimiques utilisés dans ce travail sont des produits commercialisés de
type, Sigma-Aldrich ou Fluka, ils sont utilisés sans traitement préalable. Les caracteres
physicochimiques principaux des reactifs utilises sont regroupés dans le tableau 111 1.
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Tableau I11 1: Caracteres physicochimiques principaux des réactifs utilisés

Réactifs Pureté Formule brute M (g/mol) Densité  Structure chimique
2-amino-4- 98% C7H9NO 123.15 "o
methylphenol
HoN
(2-A4MP)
2-amino-4- 98% CsHsN203 154.12 -
: Vi
nitrophenol Ho@w\
(2-A4NP) }
2-amino-5- 96% CsHsN203 154.12 - .
. Vi
nitrophenol HZNAG—N*\
(2-A5NP) "
Triethylphosphyte 98 % CeH1503P 166.16 5.74
(TEP) /- >p_o
Ve \

benzaldéhyde 99 % C7HsO 106.12 o\\ :::

Tableau I11 2: Caracteres physicochimiques principaux des solvants utilisés

Solvants Formule brute M (g/mol) Pureté T d’ébullition
L’eau distillée H20 18.00 100°C
Acide chlorhydrique HCI 36.46 36% 61°C
éthanol C2H60 46.07 99.9% 79 °C

111.2.2 Synthese des molécules ciblées :

De nombreuses stratégies ont été développées pour synthétiser des a-aminophosphonates
de différentes natures. Chacune de ces stratégies possede une certaine limite d’utilisation
[2,9]. La réaction de Kabachnik-Fields constitue sans aucun doute le meilleur choix pour la
synthese de ce type de composés organophosphorés a partir de trois réactifs simples : un

aldéhyde, une amine et un di- ou tri-alkylphosphites.
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R

~
0 ?Et NH
|| acide 1J\ -0
1 +RNH2 + Eto/ \OEt —> R -
R H | SOEt
OFEt

Schéma 111 1: Schéma de la réaction a trois composants de Kabachnik-Fields utilisé pour la

synthese des a-aminophosphonates

La réaction de Kabachnik-Fields a été rapportée en 1952 par le chimiste soviétique Martin
Izrailevich Kabachnik [10] et le chimiste américain Ellis K. Fields [11]. Elle peut étre
considérée comme une variante de la réaction de Pudovik, découverte en 1950 [12]. La
réaction de Kabachnik-Fields peut également étre considérée comme un cas spécifique de la
réaction de Mannich, dans laquelle I’atome de phosphore nucléophile remplace 1’énolate pour
mettre en ceuvre I’addition nucléophile sur la liaison double C=N. Par conséquent, il peut
parfois étre appelé la réaction phospha-Mannich [13]. Actuellement, la réaction de
Kabachnik-Fields semble étre la méthode la plus efficace pour préparer les a-

aminophosphonates.

11.2.2.1 Synthese du composé diethyl {[(2-hydroxy-5-methylphenyl)amino]
(phenyl)methyl}phosphonate, 5-HMAP

Dans un ballon bicol a fond rond de 250 mL on solubilise 0,1 mole de 2-amino-4-
méthylphenol (1.256 g) et 0.1 mole de tres ethylphosphite (1.775 mL), dans 20 mL d’éthanol,
ensuite apres 10 min d’agitation a froid 0.1 mol de benzaldehyde (1.031mL) et trois goutes de
I’acide chlorhydrique 36% ont été ajoutés, enfin le mélange a été¢ chauffé a reflux pendant 4
heures sous agitation. L’évolution de la réaction a été controlé par CCM en utilisant un
systéme d’élution constituée d’acétate d’éthyle/n-hexane (3/2) & la fin de la réaction on
obtient un melange de couleur marron clair, puis ce mélange a été laissé refroidir a
température ambiante. Aucun précipité n’a été formé durant la période de refroidissement.
L’évaporation du solvant en excés donne des monocristaux de couleur marron claire (figure
I11 1) avec un rendement de 80 %. Aprés un pic up, nettoyage avec d’huile de paraffine, les
cristaux sont préts a étre analyses par les RX. Le schéma Il 2, montre la séquence
réactionnelle de la synthése effectuée.
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OH o) H
N OC,Hs 0. O~
H5C20_P \O
\ HO /N
H

+ OC,H;g

Schéma Il 2: Schéma réactionnel de synthése dela polécule : diethyl {[(2-hydroxy-5-
methylphenyl)amino] (phenyl)methyl}phosphonate, (5-HMAP)

111.2.2.2 Synthese de la molécule diethyl {[(2-hydroxy-5-nitrophenyl)amino]
(phenyl)methyl}phosphonate, 5-HNAP

Dans un ballon de 250ml, on introduit 0.1 mole (1.573 g) de 2-amino-4-nitriphenol et 0.1
mole (1.775 mL) de triethylphosphyte dissoute dans 20 mL d’éthanol. Ensuite, on met le
mélange sous agitation. Aprés 10 minutes d’agitation on ajoute 0.1 mol (1.031mL) de
benzaldéhyde gout a gout et trois gouts d’HCI 36%. Enfin on porte le mélange a reflux
pendant 4 heures. Apres on laisse le mélange refroidir et on élimine 1’exces de 1I’éthanol par
évaporation a 1’air libre. Apres le séchage total de 1’éthanol, des monocristaux de couleur

jaune sont récupérés avec un rendement de 75 %.

0

N\ 4

N—O

OH Oy __H
X OC,H _/
NH, / 2''5 O§ /O
\ HO N
oo B}

Schéma 111 3: Schéma réactionnel de synthese dediethyl {[(2-hydroxy-5-nitrophenyl) amino]
(phenyl methyl}phosphonate (5-HNAP)

Page 101



ZAOUT Samiya Chapitre 111 : Synthese et caractérisation

111.2.2.3 Synthése de diethyl {[(2-hydroxy-4-nitrophenyl)amino]
(phenyl)methyl}phosphonate, 4-HNAP
La molécule 4-HNAP a été synthétisée selon la méme procédure, on fait réagir 0.1 mole
de 2-amino-5-nitrophenol (1.605mg) avec 0.1 mol de triéthylphosphite (1.031 mL) dans 20
mL d’éthanol, aprés 10 minutes d’agitation on ajoute 0.1 mol de benzaldéhyde (1.775 mL) et
trois gouts d’HCI 36%. Apres 4h d’agitation a reflux le mélange réactionnel est laissait a I’air
libre pour étre séche. Apres séchage total on observe la formation des monocristaux jaune, le

rendement de ce produit est 85 % (tableau 111 7).

o
+
O=N

OH @) H
X OC,H /
NH; 2 SN
HsC,O—P PN
O + HO /N

Schéma 111 4: Schéma réactionnel de synthése de diethyl {[(2-hydroxy-4-
nitrophenyl)amino] (phenyl)methyl}phosphonate, 4-HNAP

111.2.3 Mécanismes réactionnels

La synthése des molécules a-aminophosphonates, 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP, se fait
selon la réaction de Kabachnik—Fields, optimale pour la syntheése des composés a-
aminophosphonates, grace a la disponibilité aisée des matiéres premiéres et aussi a sa

réalisation facile et simple.

Jusqu’a ces derniers temps, il n’y avait pas d'accord clair et un point de vue uniforme des
chercheurs sur le mécanisme de cette réaction, et les résultats proposés étaient souvent
incohérents. Beaucoup de contradictions dans I’interprétation du mécanisme de la réaction
Kabachnic-Fields ont été surmontées apres des recherches complexes basées sur 1’utilisation
de méthodes cinétiques, spectrales et synthétiques [14-17]. Le nombre de publications qui
décrivent les variations des procédures de la réaction de Kabachnik-Fields est énorme. La
plupart de ces protocoles sont considérés par les auteurs comme des protocoles "verts". Pour
cette raison, nous n'avons pas l'intention d'examiner de maniére exhaustive toutes les données

de la littérature.
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Le premier mécanisme implique une réaction initiale de 1’amine avec le composé
carbonyle pour donner une imine, suivie de I'ajout du phosphite a la liaison C=N (comme dans

la réaction de Pudovik) pour fournir le a-aminophosphonate (voie I).

AN AN R,P(O)H (H) ITIHRV
RNH, + C—=0 - » “conp 2POH R,P—C—
/ -HOo |
Schéma lll 5: Voie I, de la synthése des o-aminophosphonates a travers la formation d 'une

imine lors de la réaction

Une autre possibilité impliquerait la formation d’un intermédiaire a-hydroxyphosphonate.
Selon cette proposition, un phosphite de di- ou tri-alkyle réagirait avec le composé carbonyle
pour donner un a-hydroxyphosphonate (la réaction d'Abramov), suivi d'une substitution du
groupe hydroxyle du a-hydroxyphosphonate par une amine pour fournir [’a-

aminophosphonate (voie I1).

N 7 ™ 7 K
R'NH
R,P(OH + C=0 —> R,P—C— ~ 3 R,P—C—
/ ‘ - H,0 ‘

Schéma 11 6: Voie Il de la synthése des a-aminophosphonates, a travers la formation d’'un

intermédiaire a-Hydroxyphosphonates lors de la réaction

Ces mécanismes dépendent de la nature des substrats ; souvent, la basicité de 1’amine
permet de déterminer la voie que suit la réaction. Des amines peu basiques comme I’aniline,
qui peuvent agir comme donneurs de proton dans des liaisons hydrogenes, favorisent la
formation de I’imine, alors que les amines alkylées comme la cyclohexanamine ne forment

pas d’imine[13,18].

Aucun de ces mécanismes ne s’est encore avéré sans ambiguité, et le raisonnement
disponible n’est pas rarement controversé et s’appuie sur des preuves indirectes.
Pour prédire le chemin de nos réactions, nous avons proposé, sur la base des résultats d’études
de la modélisation moléculaire grace au logiciel Gaussien 09 qui permettent la détermination
des indices de la réactivité chimiques de chaque réactif (la dureté et la mollesse) via les
énergies HOMO-LUMO.

111.2.3.1 Calculs pour prédire le mécanisme réactionnel
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L’étude du mecanisme réactionnel de la synthése de nos molécules a été réalisée en
utilisant le programme Gaussien 09, les résultats obtenus sont visualisés au moyen du logiciel
GaussView 5.0.8 [19]. Les calculs ont été effectués au niveau DFT « density functional theory
» avec la base standard 6-31G (d,p). Nous avons utilisé la fonctionnelle B3LYP dans laquelle
I’énergie d’échange est calculée par la méthode de Becke a trois paramétres et la corrélation
par la méthode de Lee, Yang et Paar [20-22]. Aprés optimisation de la géométrie des réactifs,
on a calculé leurs gaps énergetigues LUMO/HOMO ainsi que leurs indices de réactivité
globaux dérivant de la DFT telle que le potentiel chimique électronique p et I’indice
d’¢lectrophilicité globale @ pour déterminer le transfert électronique durant la réaction

phosphamanich de kabachnik-field.

Dans cette partie, nous avons réalisé une étude theorique de la réaction des aminophénols
avec le benzaldéhyde et le triéthylphosphite, nous avons discuté, du point de vue basé sur les
orbitales et par les indices de réactivités globaux, que le chemin de la réaction de formation

des a-aminophosphonates de ce travail, suit la voie de formation d’une imine Voie I.

Les énergies (en a.u) des orbitales frontieres (LUMO et HOMO), sont présentées dans le
tableau 111 3.

Tableau 111 3: Les énergies (en u.a) des orbitales frontieres (LUMO et HOMO) ou ampl :
aminophénol, ben :benzaldehyde et TEP :Triéthylphosphite

Réactifs ELUMO | EHOMO HOMOampi- HOMOgen;-
LUMOgen; LUMOrep
Triéthylphosphite (TEP) | -0.01026 | -0.30368 - 0.26287
Benzaldéhyde -0.08141 | -0.27313 - -
2amino-4-methylphenol | -0.01566 | -0.20776 0.12635 -
2amino-4-nitrophenol | -0.10757 | -0.24538 0.16397 -
2amino-5-notrophenol | -0.10402 | -0.23505 0.15364 -

D’apres la théorie des orbitales frontieres, lors de I’interaction entre deux molécules, les
orbitales frontiéres a considérer sont ’THOMO de I’une et la LUMO de I’autre, choisies de

telle sorte que 1’écart énergétique AE qui les sépare soit le plus faible possible [23].
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Les résultats suggerent un transfert électronique d’aminophénols (ampl) vers le
benzaldehyde en donnant un écart énergétique correspondant a la combinaison HOMO @mpiy /
LUMOpenz) inférieur a celui correspondant & la combinaison HOMOpenz) / LUMO(Tep). Les
valeurs des énergies 4E (u.a), La dureté n, ainsi que I’indice d’électrophilicité globale o de

chaque réactif sont mentionnés dans le tableau 111 4.

Tableau I11 4: Parameétres de prédiction du mécanisme réactionnel.

Réactifs AE(u.a)= La dureté Uindice
Ewumo)-EHomoy  H (u.a) = 1/12 (ELumo- d’électrophilicité
EHomo) globale w(u.a)
TEP 0.29342 0.14671 0.08397376
benzaldehyde 0.19172 0.09586 0.1639091
2amino-4-methylphenol 0.1921 0.09605 0.0649616
2amino-4-nitrophenol 0.13781 0.068905 0.22598814
2amino-5-notrophenol 0.13103 0.065515 0.21935523

D’aprés les résultats mentionnés dans le tableau Il 4, on observe que la dureté du
benzaldéhyde est inférieure a celle du TEP, ce qui implique que le TEP est plus dur que les
autres réactifs nucléophiles (amines), il est donc plus stable et moins réactif. C’est le réactif
nucléophile le plus faible par rapport aux aminophénols, le benzaldéhyde est la molécule la
plus molle et plus réactive ; c’est le réactif électrophile. C’est celui qui doit subir une attaque
nucléophile [24]. D’autre part les aminophénols sont des réactifs plus nucléophiles que le
TEP. lls vont attaquer les sites électrophiles (benzaldéhyde) mieux que le TEP, de plus, les
indices d’électrophilicité globale des aminophénols sont supérieurs a celui du TEP, ce qui
confirme que les aminophénols sont plus nucléophiles expliquant ainsi 1’attaque nucléophile
des aminophénols. Enfin, on peut conclure que les gaps HOMO / LUMO, les valeurs des
potentiels chimiques eélectroniques et les indices d’électrophilicité globale devinent un
transfert électronique des aminophénols vers le benzaldéhyde ce qui est en bon accord avec le

mécanisme proposeé selon la voie de la formation d’une imine in situ.

D’apres cette étude, il est clair que : La voie |, représente le chemin essentiel de notre
réaction, dans la premiére étape, I'aminophénol (réactif plus nucléophile) attaque le carbone

de la fonction carbonyle de lI'aldehyde (réactif électrophile). Le résultat est un zwitterion, qui
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réagit par réarrangement d'un atome dhydrogene et I'élimination ultérieure d'eau ce qui
conduit a la formation d’une imine. Dans I'étape suivante, le TEP est ajouté a I’imine. Ce qui

conduit en fin de compte & la formation de I’ester a-aminophosphonate.

Le mécanisme de formation des esters a-aminophosphonates détaillé se décompose en

succession d’étapes suivantes :

- Protonation, en milieu acide (HCI), du benzaldéhyde.

- Attaque nucléophile par les doublets libres de 1’azote de la fonction amine et la
formation d’une imine.

- Attaque nucléophile par les doublets libres du phosphore du triethylphosphite est la

formation de 1’a-aminophosphonate.
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Schéma 11 7: Mécanisme réactionnel proposé pour la formation des ester o-
aminophosphonates 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP
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I11.3 Caractérisation des produits synthétisés
111.3.1 Détermination des propriétés physiques des produits synthétises
111.3.1.1 Analyse chromatographique par CCM

L’avancement des réactions de synthése a été suivi par chromatographie sur couche mince
(CCM) sur plaques de gel de silice 60 F254 (Merck) (40-63 pum) en utilisant un mélange
d’acétate d’éthyle / n-hexane (2/3, V/V) comme ¢luant. L’analyse des plaques sous une lampe
UV permet d’estimer la fin des réactions, la nature de la réaction, réversible ou irréversible et
de confirmer si les produits obtenus sont purs ou non. Dans notre cas, 1’apparition d’une seule
tache, pour chaque produit synthétisé, différente de celle du produit de départ, constituée un
critere de confirmation de 1’obtention de nouveaux produits, alors que la disparition de 1’'un

des produits de départ confirme que la réaction est irréversible, elle est totale.

La CCM nous a permis de déterminer le rapport frontal Rf, de chaque produit. Le rapport
frontal (Rf) est un paramétre caractéristique de chaque espéce, facile a déterminer en tant que
rapport de la distance parcourue par 1’espéce isolée et celle parcourue par 1’éluant, sa valeur

dépende de la polarité de la substance, d’éluant et de I’adsorbant.
Rf = hauteur de la tache/ hauteur du front du solvant [11. 1]

Tableau 111 5: Rapports frontaux des produits des produits analysés par CCM, de départ et

les composes synthétisés

2amino-4-methylphnol 0.52
2amino-4-nitrophenol 0.46
2amino-5-notrophenol 0.26
5-HMAP 0.91
5-HNAP 0.71
4-HNAP 0.61

Les résultats présentés dans le tableau Il 5, indiquent que les composés séparés sont
différents entre eux-mémes et avec ceux des produits de départ, les valeurs de Rf bien

différentes révelent la différence de polarité de ces composés, et indiquent que les produits
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synthétisés sont moins polaires que les réactifs de départ, ils sont purs et faciles a séparer,

leur polarité suit 1’ordre croissant suivant :
5-HMAP (rf=091) < 5-HNAP (rf=0,71) < 4-HNAP (rf=061)

111.3.1.2 Aspects générales des molécules synthétisées

Les résultats obtenus montrent que les a-aminophosphonates synthétisés sont des solides

monocristaux de couleur jaune et marron clair (figure 111 1), avec un bon rendement, allant de
75 a 85% (Tableau I11 7).

Figure 111 1: Etat physique et couleurs des a-aminophosphonates synthétisés

111.3.1.3 La solubilité des a-aminophosphonates synthétisés
La solubilité est un paramétre physique caractéristique de la maticre, c’est la capacité d'un
soluté a se dissoudre dans un solvant, pour former un mélange homogene. Nous avons étudié
la solubilité des dérivés a-aminophosphonates synthétisés dans des solvants a polarités
différentes, le tableau Il 6, regroupe les résultats des tests de solubilité effectués.
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Tableau I11 6: Solubilité des produits synthétises dans les solvants organiques principaux et

dans [’eau
solvant 5-HMAP 5-HNAP 4-HNAP
DMSO tres soluble tres soluble trés soluble
DMF tres soluble tres soluble tres soluble
éthanol soluble soluble soluble
méthanol soluble soluble soluble
acétone soluble soluble soluble
chloroforme trés soluble soluble soluble
Ether de pétrole insoluble insoluble insoluble
n-hexane insoluble insoluble Peu soluble
dichlorométane soluble peu soluble soluble
Acétate d’éthyle peu soluble peu soluble peu soluble
H>O insoluble insoluble insoluble
111.3.1.4 Points de fusion des a-aminophosphonates synthétisés

Le point de fusion est un critére de pureté d’une substance solide qui présente un point de

fusion bien net.

La mesure de points de fusion a donné les résultats portés dans le tableau Il 7, ils

montrent que les produits synthétisés sont différents a celle du produit de départ, ceci

confirme que les produits obtenus ont des structures chimiques différentes a celles de produits

de départs.
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Tableau I11 7: Caracteres principaux des produits synthétisés.

Produits Formule brute = M (g/mol) Couleur Rendement T¢(°C)
2-A4MP C7H9NO 123.15 marron - 136
2-A4NP CeHsN203 154.12 marron - 144.0
2-A5NP CeHsN203 154.12 jaune - 208.5
5-HMAP CigH24NO4P 349.36 marron claire 80% 156
5-HNAP C17H21N206P 380.33 jaune 75% 214
4-HNAP C17H21N206P 380.33 jaune 85% 190

111.3.2 Propriétés spectroscopiques des produits synthétisés
11.3.

2.1

Analyse par la spectroscopie infrarouge (FT-IR)

L'analyse par la spectroscopie FT-IR est primordiale pour la confirmation des structures

moléculaires des molécules préparées, les mesures FT-IR ont été réalisées entre 600 et 4000

cm~L. Nous avons analysé les produits de départs et les produits synthétisés afin de pouvoir

comparer les différents spectres caractéristiques des composés impliqués dans la synthese

correspondante. Les figures 111 (2, 3, 4), illustrent les spectres IR des composés synthétises :
5-HMAP, 5-HNAP, 4-HMAP et ceux des aminophénols correspondants.
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Figure 111 2: Spectres infrarouge caractéristiques des molécules 5-HMAP et 2amino-4-

methylphnol (2-A4MP)
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Figure 111 3 : Spectres infrarouge caractéristiques des molécules 5-HNAP et 2amino-4-
notrophenol (2-A4NP)
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Figure 111 4 : Spectres infrarouge caractéristiques des molécules 4-HNAPet 2amino-5-
notrophenol (2-A5NP )

Le tableau Il 8, regroupe les pics IR apparaissant sur les spectres caractéristiques des
molécules étudiées, ainsi que leurs possibles attributions. Nous les avons classées, ci-dessous,
en deux familles, I’une regroupant les liaisons existant initialement dans les molécules de

départs et I’autre regroupant les nouvelles liaisons dans les molécules synthétisées. En effet,
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dans le cas de formation d’un nouveau produit, on observe un déplacement des pics et

I’apparition ou la disparition d’autres. Les vibrations IR associées aux groupes fonctionnels

principaux et caractéristiques sont résumées dans le tableau Ill 8 et représentées sur Les

figures ci-dessus.

Tableau I11 8: Principaux pics caractéristiques des vibrations IR des produits synthétisés et

leurs produits de départ correspondant, avec : Phe. (phénol), A.pri. (Amine primaire), A.sec

(Amine secondaire), Aliph. (Aliphatique), Ar. (aromatique)

Fréquences cm*

Attributio  2-A4MP  5-HMAP 2-A4NP 5-HNAP  2-A5NP  4-HNAP
Vo_yPhe 3676 3644 3663 3656 3671 3659
Vy_y Apr 3368 et - 3450 et 3373 - 3392 et -
i 3296 3316
Vy_pAse - 3393 - 3412 - 3385
Ve_y Alip - 1125 - 1101 - 1101
[ 28
Yoy Alip 2979-2918  3117-2850 - 3015-2872 - 3063-3023
[ 29
Vg Ar  1996-1651 1969-1654  2174-1663  2134-680  2033-1642  2033-1677
Veoe AT 1600 1616 1581 1587 1590 1590
Vec - 963 - 968 - 881
Alinh
Vp_cn2 - 1309 - 1388 - 1298
Vp_o - 1204 - 1208 - 1194
Vp_o - 963 - 961 985
Vp_o_c - 1014 et 694 - 1054 et 785 1012 et 695

Les spectres enregistrés pour les produits synthétisés, sur les figures Il (2, 3, 4), indiquent

des différences bien claires entre les amines de départ et les composés synthétisés, ce qui

différencie ces spectres C’est surtout la disparition totale de la bande empreinte des amines
primaires, 2-A4MP (3368-3296 cm™), 2-A4NP (3450 et 3373 cm™) et 2-A5NP (3392 et
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3316 cm™) sur les spectres des molécules synthétisées et I’apparition des nouvelles bandes
d’absorption caractéristiques des composés phosphorés. Les spectres IR des a-
aminophosphonates présentent des pics caractéristiques attribués aux vibrations P=0, P-C et
P-O-C, notons que la position des bandes d'absorption P-C et P=0 dépende fortement du type

des substituants,

S. A. Katcyba et all ont rapporté des études plus détaillées sur des spectres vibrationnels de

certains représentants des phosphonates [25].

Comme remarque générale, nous devons souligner que le chevauchement important des
bandes d'absorption complique considérablement I'interprétation des spectres IR. Pour cette
raison, nous présentons ici la tentative de fournir une description plus détaillée des principales
bandes vibratoires a I'aide de I'analyse vibrationnelle DFT et des données expérimentales. De
plus, les fréquences calculées sont mises a I'échelle en utilisant un facteur d'échelle de 0,9614
[26,27].

En raison de la complexité des structures étudiées, toutes les fréquences rapportées
correspondent a des mouvements vibrationnels complexes de plusieurs parties de la molécule,
telle que les parties alkyle, phényle, phosphonate, NH et CH. Dans les molécules diester 5-
HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP, se produit autour de 3400-3000cm™. Les modes de déformation
NH sont trouvés avec les bandes aromatiques (C=C) entre 1600 et 1500 cm™. Il est bien
connu que les interactions complexes et importantes des modes vibrationnels dans la région
1250-750 cm™ dans les spectres IR ne permettent généralement qu'une description cumulative
des bandes dans cette région, tableau Il 8. Les calculs théoriques par DFT confirment
I'affectation que nous proposons et montrent que dans nos systemes, divers modes d'étirement
des phosphonates (P=0O, P-O-C, P-C) sont fortement couplés aux vibrations de (=CH) des

deux cycles benzéniques et aux vibrations des groupes ester éthylique.

Les diesters a-aminophosphonates présentent des bandes caractéristiques de la fonction
P-O-C phosphonate de 1012 cm™ & 1054 cm1 et de 694 cm™ & 785 cm™, ces pics sont absents
sur les spectres des produit de départ [28-30].

Dans la zone allant de 1194 cm™ a 1208 cm® on trouve le pic caractéristique de la liaison

P=0 ces pics sont aussi absents sur le spectre du produit de départ.
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La large bande d'absorption observée vers 3600~3650 cm™ provient de I'étirage de —OH
phénolique du groupe phénol dans les aminophénols et les esters a-aminophosphonates

synthétiseés.

Tous les composés synthétisés présentent des bandes d'absorption du carbone (sp®) a 2979
-3117 cm™,

Les pics a 1510 cm™ et 1604 cm™ caractérisent les vibrations de cycle aromatique [31].

Le pic principal situé entre 1000 et 1200 cm™, présente un intérét particulier. Dans notre
cas, il est attribué a la vibration de la liaison P-CH qui pourrait étre mis a profit pour
confirmer la formation d'une liaison entre le triéthylphosphite et le benzaldehyde.

111.3.2.2 Analyse par la spectrophotométrie UV-visible

La spectrophotométrie d’absorption moléculaire des rayonnements dans le domaine ultra-
violet visible a toujours été une technique de mise en ceuvre facile, en s’appuyant sur la
structure ¢électronique d’un composé ou plutot d’une fraction de ce composé pour mettre en
évidence sa présence (analyse qualitative), ce qui permet la comparaison des spectres des
produits synthétisés avec ceux des produits de départ pour détecter les déférences
significatives entre les Amax des produits de départ et ceux synthétisés. En effet, Amax est une
grandeur caractéristique d’un composé chimique. Elle permettre donc de confirmer la
formation d’une espece chimique en solution, distinguée par des maxima d’absorption et des

absorbances différentes.

Les spectres électroniques d’absorption des produits analysés ont été enregistrés dans
I’éthanol, solvant transparent (non absorbants), a la température ambiante sur des solutions de
méme concentration 10 mg/mL dans des cuves en quartz de trajet optique de 1 cm sur le
domaine total 200 nm — 900 nm, en utilisant un spectrophotométre JASCO V-650 piloté par le
logiciel Spectra Manager.

Le spectromeétre enregistre les longueurs d’onde auxquelles se produit 1’absorption, ainsi
que le degré d’absorption a chaque longueur d’onde. Les spectres résultants sont présentés
sous la forme d’un graphe de I’absorbance (A) en fonction de la longueur d’onde (A). Les
figures 11l (5, 6, 7), représentent les spectres d’absorption des différentes molécules

syntheétisées et leurs produits de départ.

Page 115



ZAOUT Samiya Chapitre 111 : Synthese et caractérisation

e UV-vis de la molécule 5-HMAP

La figure 111 5, représente les spectres d’absorption UV-visible de la molécule synthétisée
5-HMAP et du produit du départ 2amino-4-methylphnol (2-A4MP). Nous constatons que les
deux produits présentent une bande d’absorption intense située aux alentours de 212 nm et
217 nm attribuer a I’amine de départ et a la molécule synthétisés correspondant aux
transitions électroniques ( 1 — 7w *) du noyau aromatique, le spectre de I’amine présente un
épaulement vers 235 nm, une bande d’absorption d’intensit¢é moyenne a Amax = 293 nm
attribuées aux transitions électroniques (n—o *) des chromophores NH et au groupement
phénolique OH de I’amine 2amino-4-methylphnol, tandis que le spectre de la molécule 5-
HMAP, est caractérisé par deux bandes d’absorptions principales, situées a Amax = 244 nm,
et a Amax = 296 nm, ce qui indique qu'il y a des déplacements bathochromes significatifs
correspondants aux nouvelles bandes caractéristiques de la molécule synthétisée par rapport

a I’amine de départ.

3,0 217
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Absorbance
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Figure 111 5: Spectres UV-vis du composé 5-HMAP et son amine de départ, 2-A4MP

enregistrés en éthanol a température ambiante dans une cuve de trajet optique | = 1 cm

e UV-vis de la molécule 5-HNAP
Les spectres UV-vis de la molécule 5-HNAP et de son amine de départ 2-amino-4-
nitrophénol 2-A4NP, sont présentés par la Figure suivante.
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Figure 111 6: Spectres UV-vis de la molécule 5-HNAP et son amine de départ 2-A4NP,

enregistrés en éthanol a température ambiante dans une cuve de trajet optique | =1 cm

Le spectre UV-vis enregistré pour I’amine 2-A4NP est caractérisé par cing bandes
d’absorption : deux bandes d’intensité moyenne Situées a Amax 1 = 207 NM et Amax 2= 224 nm,
une bande trés intense située a Amax 3 = 262 nm et deux bondes larges situées a Amax 4 = 307
nm et Amax 5 = 375 nm. Le spectre de la molécule 5-HNAP, dérivée de cette amine, présente
une bande d’absorption située a Amax = 211 nm attribuée aux transitions électroniques du
noyau aromatique, une bande intense bien définie située a Amax = 264 nm et de deux bondes
relativement larges situées a Amax = 309 nm et Amax = 383 nm. On constate la disparition de la
bande caractéristique de 1’aminophénol de départ 2-A4NP située Amax 2= 224 nm, ainsi que
des déplacements bathochromes des bandes caractéristiques de la molécule 5-HNAP par

rapport a celles de I’amine de départ.

e UV-vis de la molécule synthétisée 4-HNAP
L’amine de départ 2-A5NP utilisé dans la synthése de la molécule 4-HNAP est caractérisé
par les bandes d’absorption de Amax= 206 NM, Amax= 262 NM et Amax= 394 nm attribuées aux
transitions électroniques du noyau aromatique et aux groupements NH, NO2 et OH. Alors que
la molécule obtenue 4-HNAP, est caractérisée par trois bandes d’absorption bien définies, et
différentes de celles de I’amine, la premiére située a Amax= 213 nm attribuée aux transitions
électroniques du noyau aromatique, la deuxieme est d’intensité moyenne Située a Amax= 262

nm et une bande principale intense située a Amax = 384 nm, figures 111 7.
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Figure 111 7: Spectres UV-vis de la molécule 4-HNAP et son réactif 2-A5NP, enregistrés en

éthanol a température ambiante dans une cuve de trajet optique I =1 cm

La comparaison des spectres des produits synthétisés avec ceux des produits de départ
(amines), montre I’apparition et la disparition de nouvelles bandes sur les spectres des
phosphonates synthétisés bien différentes de celles des produits de départs. Ainsi que des
déplacements bathochromes (augmentation de la longueur d’onde Amax) en général, et un effet
hyperchrome (augmentation de I’absorbance), ces déplacements peuvent étre expliqués par la
présence des groupements phosphonates dans les structures moléculaires des produits
synthétisés. L’apparition de ces bandes dans la région UV peut étre assignée aux transitions
n—o* n— m* et — 1 *, ce type de transition est lié a la présence des hétéroatomes N et O.
Les modifications observées sont liées au griffage de nouveaux substituants sur les molécules
de départ qu’a conduit au changement des structures et des masses moléculaires des produits

obtenus.

111.3.2.3 Analyse par la spectrométrie de résonance magnétique RMN
Les molécules synthétisées sont caractérisées par la spectroscopie de résonance
magnétique, nucléaire RMN, cette technique est capable de fournir des informations précises
sur les structures des molécules analysées. Elle est basée sur les propriétés magnétiques de
certains noyaux atomiques. Les spectres RMN H, RMN 2C, RMN 3P sont enregistrés a

I’aide du spectrometre Bruker AC 400. Les déplacements chimiques sont donnés en partie par
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million (6 ppm) et les constantes de couplage (J) en Hertz (Hz). La multiplicité des signaux
est indiquée par les abréviations suivantes : s, singulet ; d, doublet ; t, triplet ; g, quadruplet ;
m, multiplet, massif. Les données spectrales en RMN H sont présentées dans 1’ordre :
déplacement chimique, multiplicité, constantes de couplage, nombre de proton, attribution.

111.3.2.3.1Analyse RMN de la molécule 5-HMAP

e Le spectre RMN *H caractéristique de 5>-HMAP
Le spectre RMN H correspondant aux déplacements chimiques de la molécule 5-HMAP

est représenté par la figure 111 8, il révele les déplacements chimiques suivants :
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Figure 111 8: Spectre RMN *H caractéristique de la molécule 5-HMAP

RMN H (*H NMR (400.13 MHz, DMSO-d6)), & (ppm): 1.03 et 1.20 (2 t, J = 7.0 Hz, 6 H, P-
O-CH,-CHs3), 2.01 (s, 3H, CH3-5""), 3.35 (s, 1H, NH -1) 3.61— 4.12 (m, 4 H, P-O-CH2-CHs),
4.94-5.10 (m, 1H, C-H-1), 6.23 (dd, J = 7.9, 2.0 Hz, 1 H, C-H-4""), 6.38 (d, J = 2.0 Hz, 1 H,
H-6"), 6.55 (d, J = 7.8 Hz, 1 H, H-3""), 7.20-7.28 (m, 1H, C-H-4"), 7.28-7.36 (m, 2H, C-H-3'
et C- H-5"), 7.40-7.46 (m, 2H, H-2' et C-H-6"), 9.27 (s, 1 H, O-H-2"").

Les déplacements chimiques observés d’apres 1’analyse de la molécule 5- HMAP par RMN

'H correspondent a la structure de la figure 1119 :
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H,C
\CH3

Figure 111 9: Structure proposée pour la molécule 5- HMAP d’aprés I’RMN *H

e Spectre RMN 3C caractéristique de la molécule 5-HMAP
Le spectre RMN *3C correspondant aux déplacements chimiques de la molécule 5-HMAP
est représenté par la figure 111 10, il révéle les déplacements chimiques suivants :
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Figure 111 10: Spectre RMN 2 C caractéristique de la molécule 5-HMAP

RMN 23C (*3C NMR (100.75 MHz, DMSO-d6)) sont, &: 16.5 et 16.7 2X (P-O-C-CH3), 21.2
(5"-CHs), 54.3 (C-1), 62.9, 2X(P-O-CH>), 113.1 (C-6"),114.1 (C-3"), 118.1 (C-4"), 128.0
(C-4"), 128.3 (C-2" et C-6"),128.4 (C-5"), 128.6 (C-3' et C-5), 135.3 (C-1"), 137.3 (C-1"),
142.6 (C-2") ppm.
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Les résonances du carbone aromatique et aliphatique protonnés, ont été decrites dans le
spectres RMN 3C & l'aide des corrélations 2D HSQC (figure 111 11), ces déplacements
confirment la structure proposée dans la figure 111 9.
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Figure 111 11 : Spectre RMN de corrélation hétéronucléaire a courte distance HSQC du
composé 5-HMAP, avec les connectivités H-13C observées

e Spectre RMN de corrélation hétéronucléaire 'H-13C HMBC de 5-HMAP
Les principales corrélations HMBC observées dans les spectres du composé 5-HMAP
(figure 111 12) sont présentées par la figure 111 13 :
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Figure 111 12 : Spectre RMN de corrélation hétéronucléaire *H-'*C a longue distance HMBC

du composé 5-HMAP, avec les corrélations les plus significatives observées

Figure 111 13: Principales corrélations HMBC du composé 5-HMAP

Les résultats établis par ’'RMN bidimensionnelles sont en bon accord avec les résultats de

I’RMN monodimonsionnelles.
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111.3.2.3.2Analyse RMN de la molécule 5-HNAP
e Le spectre RMN *H caractéristique de 5-HNAP
Le spectre RMN *H correspondant aux déplacements chimiques de la molécule 5-HNAP

est représenté par la figure 111 14, il révéle les déplacements chimiques suivants :
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Figure 111 14: Spectre RMN *H caractéristique de la molécule 5-HNAP

RMN H (400.13 MHz, DMSO-d6), § (ppm): 1.04 et 1.21 (2't, J = 7.0 Hz, 6 H, P-O-CH,-
CHs), 3.3 (s, 1H, 1-NH), 3.66— 4.15 (m, 4 H, P-O-CH2 —~CHs), 5.30 (m, J = 23.2,9.0 Hz 1H,
CH-1),,6.85(d, J=8.7 Hz, 1 H, CH-6"), 7.32-7.41 (m, 2 H, CH-2" et CH-6'), 7.23-7.54
(m, 3 H, CH-3', CH-4' et CH-5’), 7.23-7.54 (m, 2H, CH-4" et CH-3"), 11.40 (s, 1 H, 2"-
OH) ppm.

Les déplacements chimiques observés d’aprés ’analyse de la molécule 5-HNAP par RMN *H

permettent de proposer la structure présentée la figure 111 15 :
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H,C
CH,

Figure 111 15: Structure proposée pour la molécule 5- HNAP d’aprés [’'RMN

e Spectre RMN 3Ccaractéristiques de 5-HNAP
Le spectre RMN 3C correspondant aux déplacements chimiques de la molécule 5-HNAP
est enregistré a 1’aide de 1’appareil Bruker AC 400 (100.75 MHz, DMSO-d6) et représenté par

la figure 111 16, ce spectre révele les déplacements chimiques suivants :
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Figure 111 16: Spectre RMN 2 C caractéristique de la molécule 5-HNAP
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RMN 3C (**C NMR (100.75 MHz, DMSO-d6)), 8(ppm): 16.4 et 16.7, 2X (P-O-C-CH3),
54,5 (C-1), 63.1,2X(P-O-CH-CHj3), 106.5 (C-3"),113.2 (C-6"), 115.2 (C-4"),128.2 (C-2’ et
C-6"), 128.3 (C-4"), 128.8 (C-3' et C-5°), 135.9 (C-1"), 136.2 (C-1"),140.7 (C-5"), 151.7 (C-

2”).

Les résonances du carbone aromatique et aliphatique protonnés, ont été decrites dans le
spectres RMN 3C a l'aide des corrélations 2D HSQC (figure 111 17), ces déplacements

confirment la structure proposée dans la figure I11 15.
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o
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Figure 111 17 : Spectre RMN de corrélation hétéronucleaire a courte distance HSQC du

composé 5-HNAP, avec les connectivités *H-13C observées

e Spectre RMN de corrélation hétéronucléaire 'H-13C HMBC de 5-HNAP
Les principales corrélations HMBC observées dans les spectres du composé 5-HNAP

(figure 111 18) sont présentées par la figure 111 19 :
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Figure 111 18 : Spectre RMN de corrélation hétéronucléaire *H-'3C & longue distance HMBC

du composé 5-HNAP, avec les corrélations les plus significatives observées

Figure 111 19: Principales corrélations HMBC du composé 5-HNAP

e Spectre RMN 3P caractéristique de 5-HNAP
Le spectre RMN 3P correspondant aux déplacements chimiques de la molécule 5-HNAP est
enregistré a I’aide d’un spectrométre 3'P-NMR (161.9 MHz, DMSO-d6), et représenté par la
figure 111 20. Ce spectre revéle un soule singulet a 6 = 22.45 ppm confirmant ainsi la
présence d’un atome de phosphore dans la molecule 5-HNAP, ce qui correspond a la structure

proposée.
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Figure 111 20: Spectre RMN3!P caractéristique de la molécule 5-HNAP

111.3.2.3.3Analyse RMN de la molécule 4-HNAP
e Spectre RMN *H caractéristique de la molécule 4-HNAP
Le spectre RMN *H correspondant aux déplacements chimiques de la molécule 4-HNAP

est représenté par la figure 111 20, il révéle les déplacements chimiques suivants :
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Figure 111 20 : Spectre RMN H caractéristique de la molécule 4-HNAP

IH NMR (400.13 MHz, DMSO-d6), &: 1.04 et 1.20 (2 t, J = 7.0 Hz, 6 H, P-O-CHo-CH),
3.35 (s, 1H, 1-NH), 3.67— 4.12 (m, 4 H, P-O-CH.- CH3), 5.35 (m, J = 9.0, 23.7 Hz, 1H,CH-
1), 6.69 (d, J = 9.0 Hz, 1H, CH-67),7.26-7.32 (m, 1 H, CH-4"), 7.33-7.39 (m, 2 H, CH-2" et
CH-6), 7.44-7.50 (m, 2 H, CH-3’ et CH-5"), 7.54 (d, J = 2.6 Hz, 1H, CH-3""), 7.58 (m,
J=2.6,8.9 Hz, 1 H, CH-5""), 10.81 (s, 1 H, 2°’-OH) ppm.

Les déplacements chimiques observés d’aprés ’analyse de la molécule 4-HMAP par RMN 'H

permettre de proposer la structure présentée par la figure 111 21.

o CH,  H,C
HsC CH,

™~

Figure 111 21: Structure proposée pour la molécule 4- HNAP d’aprés I'RMN

Page 128



ZAOUT Samiya Chapitre 111 : Synthese et caractérisation

e Spectre RMN %3C caractéristiques de 4-HNAP
Le spectre RMN 3C correspondant aux déplacements chimiques de la molécule 4-HNAP
est enregistré a 1’aide du 1’appareil (**C NMR (100.75 MHz, DMSO-d6) et représenter par la

figure 111 22, ce spectre révele les déplacements chimiques suivants :
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Figure 111 22: Spectre RMN *3 C caractéristique de la molécule 4-HNAP

RMN 13C (33C NMR (100.75 MHz, DMSO-d6)), 5: 16.4 et 16.7, 2X (P-O-C-CH3), 54.1 (C-
1), 63.2 et 63.4,2X(P-O-CH,- CHs), 108.3 (C-37), 109.7 (C-67"), 117.8 (C4°") 128.2 (C-2" et
C-6"), 128.4 (C-4"), 128.9 (C-3" et C-5”), 136.0 (C- 1°), 137.8 (C-57), 142.8 (C-1""), 144.0
(C-2”) ppm.

Les résonances du carbone aromatique et aliphatique protonnés, ont été décrites dans le
spectres RMN 13C a l'aide des corrélations 2D HSQC (figure 111 23) ces déplacements

confirment la structure proposée dans la figure 111 21.
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Figure 111 23 : Spectre RMN de corrélation hétéronucléaire a courte distance HSQC du

composé 4-HNAP, avec les connectivités *H-13C observées

e Spectre RMN de corrélation hétéronucléaire *H-1*C HMBC de 4-HNAP
Les principales corrélations HMBC observées dans les spectres du composé 4-HNAP

(figure 111 24) sont présentées par la figure 111 25.

f1 (ppm)
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Figure 111 24 : Spectre RMN de corrélation hétéronucléaire *H-'C & longue distance HMBC

du composé 4-HNAP, avec les corrélations les plus significatives observées

Figure 111 25: Principales corrélations HMBC du composé 4-HNAP

e Spectre RMN 3P caractéristique de 4-HNAP
Le spectre RMN 3P correspondant aux déplacements chimiques de la molécule 4-HNAP
est enregistré a I’aide d’un spectrométre 3!P-NMR (161.9 MHz, DMSO-d6), et représenter par
la figure Il 26. On constate que ce spectre révele un soule singulet a & = 21,87 ppm
confirmant ainsi la présence d’un atome de phosphore dans la molécule 4-HNAP, ce qui

correspond & la structure proposée.
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Figure 111 26: Spectre RMN3!P caractéristique de la molécule 4-HNAP

L’analyse par la spectroscopie RMN permette de conclure que les nouvelles molécules
esters d'acide a-aminophosphoniques synthétisées ont été entierement caractérisées par la
spectroscopie RMN 1D (*H, 13C et 3'P) et ’'RMN 2D. La RMN *H a montré la présence des
groupes ethoxy (-OCH2CHz3) dans les trois molécules synthétisees, sous forme de deux triplets
vers (6H = 1,03 et 1,20 ppm, 3H chacun, J = 7. 0 Hz) et multiplet dans la région 6H = 3.66-
4.15 ppm (4H), le proton NH apparaissant comme singulet vers (8) =3.35.

Le spectre RMN a 2D HSQC (Heteronuclear Single-Quantum correltion) permet
I’identification des protons attachés a chaque carbone. Les carbones quaternaires ne se
coordonnent pas avec les protons, de méme pour les protons portés par un hétéroatome HX
(X=N, O, P, ...), qui ne donnent pas de signaux. Les résonances du carbone aromatique et
aliphatique protonnés, ont été décrites dans le spectres RMN 3C & l'aide des corrélations 2D
HSQC. Dans les molécules 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP a titre d’exemple, C-1 & 6C =54.3
et C-4"a 128,3 ppm, C-1 a 6C =54,5 et C-4’ a 128,3 ppm et C-1 a 6C =54,1 et C-4’' 4 1284

ppm respectivement.

Le spectre RMN a 2D HMBC donne les corrélations *H-3C a longue distance. Il permet
Iattribution des atomes de carbone non protonés et confirme Iattribution des protons *H-13C

établi par la méthode spectroscopique HSQC. Tous les carbones quaternaires ont été
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correctement assignés en utilisant la corrélation des pics croisés HMBC 2D, le proton
intéressant H-1 (6H = 5,04 ppm) de 5-HMAP, (6H = 5,30 ppm) de 5-HNAP et (6H = 5,35
ppm) de 4-HNAP qui montrent des corrélations 2J et 4J évidentes avec les carbones
quaternaires C-1' (6C = 137,3ppm) et C-2" (8C = 142,6 ppm), C-1' (6C = 135.9ppm) et C-2"
(6C = 151.7 ppm) et C-1' (6C = 136,0 ppm) et C-2" (6C = 144,0 ppm) respectivement. Ce qui

concorde avec la structure de nos composes.

111.3.3 Résolution structurale par diffraction des rayons X sur monocristal

111.3.3.1 Enregistrement des intensités :
La collecte des données cristallographiques a été réalisée a température ambiante (293K) pour
les composés 5-HMAP et 5-HNAP sur un diffractomeétre a quatre cercles Brucker APPEX I
[32], équipé d’un détecteur bidimensionnel CCD sur monocristal, en utilisant la radiation Ka

du Mo.

111.3.3.2 Résolution et affinement de la structure

L’utilisation de la chaine de programme disponible sur I’interface WinGX [33] a
permis la résolution et I’affinement de chaque structure. Le modéle structural a été établi par
les méthodes directes au moyen du programme SIR92 [33] L’affinement des atomes par la
méthode des moindres carrés a 1’aide du programme SHELXL97 [34] a eté effectué en
définissant les facteurs d’agitation thermique comme anisotropes, contrairement aux atomes
d’hydrogene dont les facteurs d’agitation thermique ont ¢té fixés comme isotropes. Les
atomes d’hydrogene appartenant aux groupements amine, hydroxy, aux cycles aromatiques et
groupement éthyle ont été placés par calcul géométrique avec des distances N-H= 0.85 A, O-
H=082AetC-H=093A 09 A, 097 A et 0,98 A respectivement pour les atomes
hydrogénes des cycles aromatiques, CHs, CH> et CH tel que Uiso(H) = xUeq (C, N, O),ou
x=1.5 pour I’atome H du groupement hydroxy et x=1.2 pour les autres atomes H.
L’affinement des atomes d’hydrogene de la molécule d’eau a été effectué en mode rigide
aprés leur localisation sur des cartes de Fourrier différence. Les données cristallographiques
ainsi que les conditions d’enregistrement et d’affinement sont reportées dans le tableau I11 9.
Les coordonnées atomiques, les facteurs d’agitation thermique isotropes et anisotropes, les
parametres géométriques expérimentaux (longueur de liaisons et mesures d'angle) comparés
par rapport aux valeurs théoriques calculées en utilisant (DFT / B3LYP avec la base 6-31G (d,

p)) sont consignés dans les annexes 1 et 2 pour les derives 5-HMAP et 5-HNAP,
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respectivement. Alors que, 1’annexe 3 regroupe seulement les paramétres géométriques

calculées de 4-HNAP.

Tableau 111 9: Données cristallographiques, Conditions d’enregistrement et d’affinement des

molécules 5-H MAP (1) et5-HNAP (I1).

Composé 5-HMAP 5-HNAP
Formule C18H24NO4P C17H21N206P
Mr 349.35 380.33
Température/K 296 296

Systéme cristallin Triclinique Monoclinique
Groupe d’espace, N P-1,2 P2i/n, 14
alA 9.1055(4) 8.0797(5)
b/A 10.4616(4) 15.6659(9)
c/A 10.6677(4) 15.0026(9)
ol ° 98.196(2) 90

B/ ° 105.462(2) 97.211(1)
yl° 107.129(2) 90

VIAS 908.60(6) 1883.9(2)

Z 2 4

Dc (g cm A®) 1.277 1.341

Réflexionsmesurées, indépendantes et 15460/4199/3146 63362/9133/7786
observées [1> 26(1)]

Rint 0.052 0.020
Data/restreintes/parameétres 4199/0/217 9133/0/235
R1/WwWR2 [1>20(1) ] 0.052/0.160 0.041/0.126
Goodness-of-fit on F 1.05 1.04

Apmax, Apmin (8 A3) 0.40/-031 0.67/-0.48
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111.3.3.3 Etude structurale et Analyse des surfaces Hirshfeld
111.3.3.3.1Description structurale du composé 5-HMAP
Le composé 5-HMAP cristallise dans le groupe d’espace centrosymetrique P-1 du

systeme triclinique. L’unité asymétrique du composé¢ comprend une entité¢ symétriquement

indépendante de 5-HMAP (Figure 111 27).

Figure 111 27 : Ortep de ['unité asymétrique du composé [(2-Hydroxy-5-methyl-
phenylamino)-diphenyl-methyl]-phosphonic acid diethyl ester

L’empilement cristallin est formé par des couches de molécule paralléles 5S-HMAP au plan
(bc). Chaque couche est formée par des doubles chaines de molécule 5-HMAP qui se

déploient le long de I’axe a, a ¢=0 et ¥ (Figure 111 28).
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Figure 111 28 : (a)Empilement cristallin et (b) Doubles chaines de la molécule 5-HMAP

La cohésion au sein de I’édifice cristallin de la structure est assuré par deux liaisons
hydrogénes fortes et faibles O-H...O et C-H...O (Tableau Il 10) établie respectivement entre
les atomes d’oxygeéne O1 et O2' des groupements hydroxyle et phosphonate, et des atomes
C18 et O1" du groupement hydroxyle, [Codes de symétrie : (i) —x+1,-y,-z; (ii) x, y, z+1] . De
ce fait les interactions entre les molécules de 5-HMAP forment des chaines dimériques avec

un motif cyclique R2? (16) et R4* (16) qui se déploient le long de 1’axe ¢ (Figure 111 29).
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Figure 111 29 : chaines dimériques de liaisons hydrogéne O-H---O et C-H...O de la molécule
5-HMAP [Code de symmeétries: (i) -x+1, -y, -z; (ii) X, y, z+1]

Tableau 111 10 : Liaisons hydrogénes du composé 5-HMAP (A, °)

D-H...A D-H H...A D...A D-H...A N°
O1-H1...02' 0.8200 1.9000 2.6713(1) 156.00 1
C18-HI8A...Ol" 0.9600 2.6340 3.5360(3) 156.54 2

Codes de symétries : (i) -x+1, -y, -z; (ii) X, y, z+1
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111.3.3.3.2Description structurale du composé 5-HNAP
L’unité asymétrique du composé (2) est formée par une molécule de 5-HNAP
symétriqguement indépendante. Le composé 5-HNAP cristallise dans le groupe d’espace P21/n

du systeme monoclinique.

05

03 /

‘/
Mms

15A , H15B
13 o H18B

o H18C

el
H18A

H17A

Figure 111 30 : Ortep de [ 'unité asymétrique du composé[(2-Hydroxy-5-nitro-phenylamino)-
(phenyl)-methyl]-phosphonic acid diethyl ester

L’empilement cristallin est formé par une succession de couches paralléles a la rangée (101)

(Figure 111 31).
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Figure 111 31: Empilement cristallin de la structure du composé 5-HNAP

La jonction entre les molécules de 5-HNAP appartenant a la méme couche est assurée par
deux liaisons hydrogene forte et faible respectivement de type O-H---O et C-H---O générées
entre les atomes d’oxygéne Ol et O2' des groupements hydroxyle et phosphonate, et des
atomes C8 et O6 groupement nitro, ces liaisons forment des cycles de motifs R%(16) R%(40).
La tridimensionnalité de la structure est assurée par la liaison hydrogene de type C-H...x,
établie entre I’atome C16 et le centre aromatique Cg2 du cycle phényle C9-C14 avec (H16A
--Cg2'1=2.76 A et C16-H16A---Cg2'"" =149 °) [code de symétrie : (iii) 1/2-x, 1/2+y, 3/2-z].
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@ Cg2: C9C10 C11 C12 C13 C14 (c)

Figure 111 32 : (a) Liaisons hydrogeéne et (b) réseau a 2D de la structure du composé 5-
NAPH, (c)Réseau tridimensionnel et liaison hydrogéne de type C-H--x.
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Tableau 111 11 : Liaisons hydrogéne (A,°) de NAPH, Cg2 est le centroide du cycle C9-C14

rings

D-H...A D-H H...A D..A D-H..A N°
O1-Hl1...02' 0.8200 1.8200  2.6436(2) 177.00 1
C8-H8...06" 0.9800 25700  3.5345(2) 170.00 2

C16-H16A...Cg2" 0.9600 2.7600  3.6188(15) 149.00 2

Code de symétries : (i) x+1/2, —y+3/2, z +1/2 ; (ii) —x+1, -y+1, -z+1 ; (iii) —x+1/2, y+1/2, -
z+3/2

111.3.3.3.3Analyse de la structure cristalline

L’étude conformationelle des deux composés 5-HMAP et 5-HNAP, a montrer que pour
les deux composes le benzéne et les groupements 2-hydroxy-5-méthyl-phényle et 2-hydroxy-
5-nitro-phényle sont presque planaires avec une déviation par rapport au plan moyen de
0,0051/0,0031 et 0,0046/0,0033 A respectivement.
L'angle diedre entre les plans contenant le benzéne et les groupes 2-hydroxy-5-méthyl-
phényle/2-hydroxy-5-nitro-phényle est de 86,15 (6) et 89,26 (3) ° respectivement, Figure |11
33.

86.15 (6)°
(a) (b)

Figure 111 33: Angle diedre des molécules (a) 5-HMAP et (b) 5-HNAP entre les cycles
benzene (bleu), (a)2-hydroxy-5-méthyl-phényle et (b)2-hydroxy-5-nitro-phényle (rouge).

89,26 (3)°

Les distances des liaisons P1-O et P1-C8 (tableau Il 12) sont en bon accord avec celles des
structures apparentées [35].
La longueur de la liaison C6-N1 [1,397(2) A (5-HMAP), 1,3818(9) (5-HNAP)] est

intermédiaire entre les distances des liaisons simples C-N et doubles C=N, ce qui montre
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I'influence de la délocalisation des électrons du cycle benzénique. Les angles de liaison O2-
P1-03, 02-P1-O4 et 02-P1-C8 sont plus grands que ceux d’04-P1-O3, 04-P1-C8 et O3-P1-
C8, ce qui indique que I'atome de phosphore adopte une configuration tétraédrique légérement
déformée, qui peut s'expliquer par les effets stériques des groupes ethoxy adjacents.

Tableau 111 12 : Longueurs de liaison (A) et angles (°) sélectionnés des molécules 5-HMAP
et 5-HNAP

Mulecule 5-HMAP 5-HNAP
liaisons/ angles Exp. Theo. | liaisons/ angle Exp. Theo.
P1-02 1.4650(16 1.4975 P1-02 1.4748(6) 1.4948
P1-03 1.5552(16 1.6118 P1-03 1.5646(6) 1.6051
P1-0O4 1.5617(14 1.6162 P1-04 1.5709(7) 1.6161
P1-C8 1.8167(18 1.8599 P1-C8 1.8160(7) 1.8621
04-C17 1.449(3) 1.4569 04-C17 1.4627(12) 1.4568
03-C15 1.464(3) 1.4552 03-C15 1.4501(11) 1.4551
N1-C8 1.444(2) 1.4388 01-C5 1.3468(9) 1.3565
C6-C7 1.385(3) 1.3974 N1-C8 1.4505(9) 1.463
C6-C5 1.402(3) 1.4027 N2-C2 1.4548(10) 1.468
C8-C9 1.518(3) 1.5123 C6-C7 1.3881(10) 1.3909
C9-C14 1.381(3) 1.3974 C9-C14 1.3898(11) 1.3952
02-P1-03 116.23(100  116.1009 02-P1-03 115.99(4) 118.3324
02-P1-04 113.59(9) 114.2882 02-P1-04 113.97(4) 113.9999
03-P1-04 102.65(8)  103.6653 03-P1-04 102.80(4) 102.0805
02-P1-C8 113.70(9) 114.0632 02-P1-C8 113.61(4) 111.2052
03-P1-C8 102.97(8)  100.5683 03-P1-C8 101.34(3) 99.8784
04-P1-C8 106.42(9) 106.6628 04-P1-C8 107.81(4) 110.1504
C17-04-P1  124.31(15  122.7715| C17-04-P1 119.95(6) 121.5998
C15-03-P1  119.61(17  120.7668 C6-N1-C8 121.25(6) 118.824
C6-N1-C8 120.94(15 118.8418 C7-C6-N1 123.99(6) 119.2867
N1-C8-P1 108.79(12  108.117 C7-C6-C5 118.76(6) 119.3003
C9-C8-P1 108.20(12  110.6992 N1-C6-C5 117.21(6) 118.6321
C14-C9-C10 118.2(2) 119.003 N1-C8-C9 115.21(6) 113.7561
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111.3.3.3.4 Analyse des Surfaces Hirshfeld (HS) des composés

L'analyse de surface de Hirshfeld (HS) définie comme la surface limite de densité
électronique entre les molécules dans un cristal, est une méthode trés utile pour analyser et
visualiser les contacts intermoléculaires. L’analyse des surfaces hisrhfeld est complémentaire
a 1’étude structurale par diffraction des RX, elle est devenue un outil indispensable pour
l'analyser et étudier les aspects détaillés de 1’empilement moléculaire ; par exemple : le
polymorphisme et d'autres aspects de I'arrangement supramoléculaire [36]. Les surfaces
moléculaires de Hirshfeld [36-41] dans la structure cristalline sont générées en se basant sur
la distribution des électrons calculée comme la somme des densités électroniques des atomes
sphériques [36-41]. Pour une structure cristalline donnée et un ensemble de densités
électroniques atomiques sphériques, la surface de Hirshfeld est unique [36], cela est d( a son
caractere complémentaire a la visualisation traditionnelle de la structure, ou les interactions ne
sont pas examinées isolément mais plutét dans le contexte de I'ensemble du systéeme. La
cartographie des couleurs des fonctions décrivant les propriétés spécifiques de la surface
Hirshfeld permet une reconnaissance intuitive et une analyse quantitative des interactions

entre les molécules [36-41].

La distance de contact normalisée (dnorm) est définie par les distances internes di et
externes de, et les rayons de van der Waals (ri*®¥) des atomes, tels qu'ils sont donnés par
I'équation [111.2].

di—r?™  d,—ryaw
dnorm - ypvdw rgdw [I I |-3]
4

Permet d'identifier les régions d'importance particuliere pour les interactions intermoléculaires
[36]. La combinaison de de et d; sous la forme d'un tracé d'empreintes digitales 2D [36] fournit
un résumé des contacts intermoléculaires dans le cristal [36] ou d; et de représentent les
distances du point sur le SH aux atomes les plus proches internes et externes a la superficie,
respectivement. Deux fonctions a savoir Shape-index et Curvedness sont utiliser pour une

analyse plus approfondie des interactions ayant lieux a la surface de la molécule :

L'indice de forme « Shape-index » qui est une mesure qualitative de la forme et peut étre
sensible a des changements trés subtils de la forme de la surface, en particulier dans les
régions ou la courbure totale est tres faible. Un attribut important de I'indice de forme est que

deux régions ou l'indice de forme ne differe que par un signe, représentent des paires
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complémentaires de "tampon” et de "moule”. Cela signifie que des cartes d'indice de forme
sur la surface de Hirshfeld peuvent étre utilisées pour identifier des creux (avec un indice de

forme < 0) et des bosses (avec un indice de forme > 0) complémentaires [42—45].

La propriété « Curvedness » est fonction de la courbure quadratique moyenne de la
surface. Les zones plates de la surface correspondent a de faibles valeurs de courbure, tandis
que les zones de courbure nette correspondent a des valeurs élevées de courbure et ont
généralement tendance a diviser la surface en plaques, indiquant des interactions entre les

molécules voisines [42-45].

L'analyse de surface de Hirshfeld comprenant la surface dnorm, la courbure et I'indice de
forme ainsi que les tracés d'empreintes digitales (FP) 2D ont été générées pour les composés
5-HMAP (1) et 5-HNAP (2) et réalisé a l'aide du programme CrystalExplorer 17 [46] afin de
confirmer les interactions intermoléculaires citées ci-dessus et également de fournir des
données quantitatives pour les contributions relatives aux surfaces de Hirshfeld. L'échelle des
propriétés cartographiées sur la surface de Hirshfeld, et en particulier de, varie selon les types
d'atomes et les interactions intermoléculaires présentes dans la structure. Dans la discussion
suivante, la surface dnorm a été dépeinte sur une plage de couleur de (-0,6633 a 1,3285) pour le
composé 5-HMAP (1) et (-0,7364 a 1,5776) pour le composé 5-HNAP (2) la courbure est
toujours mappée sur les surfaces de Hirshfeld entre -0,4 (rouge) et +0,4 (bleu), et I'indice de
forme est toujours mappé entre -1,0 (rouge) et +1,0 (bleu). L'indice de forme est tres sensible
aux changements trés subtils de la forme de la surface ; les informations véhiculées par
I'indice de forme sont en accord avec les tracés d'empreintes digitales 2D. La courbure est la
mesure de « combien de forme », les zones plates de la surface correspondent a de faibles
valeurs de courbure, tandis que les zones de courbure nette correspondent a des valeurs
élevées de courbure et ont généralement tendance a diviser la surface en plaques, indiquant
des interactions entre molécules voisines. Les structures cristallines ont été importées a partir
de fichiers CIF [36-41].

Les surfaces Hirshfeld, la courbure, I'indice de forme et la norme sont indiqués dans la
(figure 111 34). Les valeurs de dnorm ONt été cartographiées en utilisant un schéma de couleurs
rouge-bleu-blanc comme suit: les regions rouges avec les valeurs négatives de dnorm
représentent les contacts intermoléculaires plus courts que la somme des rayons de van der
Waals ; les régions bleues avec des valeurs positives de dnorm représentent les contacts
intermoléculaires plus longs que la somme des rayons de van der Waals ; les régions blanches
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dénote la distance des contacts correspondant exactement a la séparation de van der Waals
avec des valeurs dnorm de zéro [36-41]. Ainsi plus I’interaction est forte plus la tiche est
intense. Les surfaces dnorm des composés 1 et 2 montrent deux points rouges d’intensité forte
et faible indiquant respectivement des contacts étroits dus aux interactions O-H...O (forte) et
CH...O (faible) ces interactions sont labbelées 1 et 2 et correspondent aux liaisons hydrogéne

numéroter dans les tableaux 111 (11 et 10).

L'indice de forme « Shape-index » est trés sensible aux changements trés subtils dans la
forme de la surface ; les informations véhiculées par I'indice de forme sont en accord avec les
tracés d'empreintes digitales 2D. La courbure est la mesure de « combien de forme », les
zones plates de la surface correspondent a de faibles valeurs de courbure, tandis que les zones
de courbure nette correspondent a des valeurs élevées de courbure et ont généralement
tendance a diviser la surface en plaques, indiquant des interactions entre molécules voisines
[36-41].

Les graphes d'empreintes digitales 2D "Deux dimensions™ « 2 Dimensional Fingerprints
Plots 2D-FPs » des interactions des composés, et les surface HS en mode « Curvedness » et «
Shape-index » sont illustrés a la (figure 111 34). Les graphs d'empreinte 2D des deux composés
(1) et (2) montrent un nuage distinct entre les deux extrémités pointue (labelle 1 de la figure
I11 34) correspondant a I'empreinte d’interactions H... H avec respectivement de ~ di = 1,12A
pour le composé 1 et de = di = 1,17A pour le composé 2. Ce nuage se produit lorsque le
contact le plus court est entre trois atomes, plutbt qu'un contact direct a deux atomes.
L’absence de taches de couleurs verte-bleu vers de = di = 1,8A sur le graph 2D-FPs des deux
composés indiquent 1’absence d’interactions de type m-m, cette observation est d’autant
verifiée par I’absence de triangle bleu-rouge sur la surface moléculaire dépeinte en mode «
shape-index » mais aussi dans le mode « curvedness » ou les surface autour des cycles

aromatiques sont bien délimité.

Cependant contrairement au composé (1) la structure cristalline du composé (2) présente
une interaction C-H... @ qui peut étre identifiée sur le tracé d’empreinte digitale 2D-FPs
(étiquette 2 de la figure Il 34) comme un motif distinct d'une paire d'ailes qui est un trait

caractéristique de l'interaction C-H... .
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2D-FPs dnorm Shape-index | Curvedness

(D) -

di
U6 U8 TU 1.2 14 16 18 20 22 28 6 I8

di
U6 U8 TU T2 T2 16 18 20 27 2% 26 28

Figure 111 34 : Surface Hirshfeld dépeinte en mode dnorm, shape index et Curvedness, et le
graph de [’empreinte digitale 2D-FPs des composes 5-HMAP et 5-HNAP

Les graphes 2D-FPs peuvent étre fractionnés, ainsi pour chaque type de contact
correspond une empreinte avec leur contribution relative exprimé en pourcentage ce qui
permet de déterminer le degrés d’importance de chaque interaction et donc de mener une
analyse quantitative des interactions de la surface des composés étudiés. Les graphes 2D-FPs
ainsi que la contribution relative des différentes interactions des composés (1) et (2)
représenté sur (la figure 111 35) indiquent clairement une prédominance d’interactions de type

H...H pour les deux composés avec une contribution relative respectivement de 67.5% et
43.7%.

Les interactions de type O...H/H...O représente le deuxiéme type d’interactions ayant une
contribution importante a la surface et présent avec une contribution relative de 15.9 et 31.5
% pour les composés (1) et (2). On retrouve ensuite les interactions de type C...H/H...C qui

représente un taux de contribution a la surface totale de 14.2 et 21.1% respectivement pour le

Page 146



ZAOUT Samiya

Chapitre 111 : Synthese et caractérisation

composé (1) et (2). Les interactions de type N...H/H...N représente un taux de contribution

totale a la surface de 0.7 et 2.9% respectivement pour les composés (1) et (2), ce faible taux

de contribution en fait I’interaction la moins importante pour les deux composés.

()

ol H.H

67.5%

di|
TUEUSTTU T AR 1820 0T A 26 08

0..H/H..0
159%

di

de

C..HH..C
14.2%

di
TUE U TU T TR T80 IR U6 IR

1.0/

N..HH..N
0.7%

di

TUE UBTTU T TA TG 18 20 27 A I 28

| di

TUR USRS TUTTZ A6 18202028 26 28

0..H/H..0
31.5%

di
UE U8 TU T2 T4 16 T8 20 22 24 26 2%

C.HH..C
21.1%

di

100 1 8 v e e

N..HH..N
2.9%
di

U US TU T2 T4 16 18 20 22 28 26 28

Figure 111 35 : Empreinte Digital 2D-FPs des différents contacts de la surface et le taux de
contribution de la surface totale des composés 5-HMAP (1) et 5-HNAP (2)
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IV.1 Introduction

Pour évaluer et valoriser I’intérét biochimique de nouvelles molécules a-aminophosphonates
synthétisées dans ce travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude de 1’activité antioxydante
par difféerentes méthodes ainsi que leur activité antiinflammatoire, SPF et antimicrobienne.
Nous avons également étudié leur capacité anti-enzymatique notamment, leur activité anti
Alzheimer, antidiabétique et antiulcéreuse. Des tests d’hémolyse ont effectu¢ sur les

molécules synthétisées pour la mise en évidence de leur cytotoxicite.

IV.2 L’activité antioxydante

De nombreuses études ont été réalisées sur le stress oxydant et son impact négatif sur la santé,
notamment par la favorisation de la survenue de pathologies telles que 1’athérosclérose, le
cancer, le diabete du type 2, les maladies neurodégénératives et les maladies rhumatismales.
Ainsi, il est légitime de penser que si 1’on supplémente la population en antioxydants, toutes

ces pathologies pourraient tendre a disparaitre.

Des recherches scientifiques dans diverses spécialités ont été développées pour la syntheése,

I’identification et la quantification des composés d’activité antioxydante efficace.

Les antioxydants exogenes peuvent réagir de plusieurs fagons afin d’inhiber les phénomenes
d’oxydation en utilisant trois principaux mécanismes d’action : soit par piégeage ou réduction
des radicaux libres, ou par la chélation des métaux de transition. En se basant sur ces
mécanismes, et compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature
diversifiée des antioxydants, avec des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes,
I'activité antioxydante ne doit pas étre conclue sur la base d'un seul modéle de test
antioxydant, car il n’y a pas une méthode universelle par laquelle 1’activité antioxydante peut
étre mesurée quantitativement d’une fagon bien précise. Par conséquent, il est difficile de

comparer pleinement une méthode a une autre [1-4].

Actuellement, une grande diversité des méthodes analytiques est disponible pour la
détermination in vitro et in vivo du potentiel antioxydant sur des échantillons d'intérét

biochimique.

Dans ce contexte, les tests les plus utilisés : la capacité de piégeage des radicaux (DPPH,
ABTS et GOR), la capacité réductrice des ions cuivriques(CUPRAC) et ferriques (FRAP et
PHENANTHROLINE) et la capacité de prévention de la peroxydation lipidique par le test du
blanchiment de la beta carotene, ont été appliqués pour évaluer les capacités antioxydantes de
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5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP et comparées a 1’activité des antioxydants standards BHT et
BHA.

De plus, les valeurs d’ICso et Aos, qui font référence a la plus petite concentration
d’antioxydants nécessaires pour 50% de réactivité, ont été calculées. L’efficacité des
propriétés antioxydantes est inversement corrélée avec leurs ICso et Ags. Une valeur ICso ou

Ao inferieures indiquent une activité plus élevée.

IV.2.1 Activité anti-radicalaire
Les capacités de piégeage des radicaux libres ont été mesurées a 1’aide des radicaux DPPHe,

ABTS™ et GORe. Les résultats de ces tests sont exprimés en ICs.

IvV.2.1.1 Activité de piégeage de radical DPPH

Les antioxydants font un don d’électron ou d’hydrogéne pour réduire le radical stable DPPHe
en DPPH-H, forme non radicalaire. La réduction peut étre visualisée par changement de
couleur de violet au jaune et la capacité de réduction du radical DPPHe est déterminée par la

diminution de 'absorbance a la longueur d’onde de 517 nm [5].

La possibilité que les esters a-aminophosphonates 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP font un
don d’¢électron ou d’hydrogeéne pour réduire le radical stable DPPHe en DPPH-H, forme non
radicalaire est mesurée par la diminution de I'absorbance a 517 nm [6]. Les valeurs des
absorbances mesurées nous ont permis de calculer les pourcentages d’inhibition selon

I’équation [IV .1] :

A —-Ag i
IDPPH % — DPPHAD:;};antlllon X 100 [IV l]

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau IV 1.
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Tableau 1V 1: Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des
concentrations des molécules 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP et des standards BHT et BHA

concentration

Inhibition (%)

pg/Ml
5>-HAMP 5-HNAP 4-HNAP BHT BHA
0.78 21.58+0.23 - 1.85+1.41 - -
1.56 40.48+0.31 - 33.31+0.62 - -
3.125 72.61+0.36 - 48.58+0.11 11.69+1.88 28.95+1.16
6.25 91.08+0.02 - 58.52+0.06 22.21+1.30 54.33£1.59
12.5 Sat 33.63+0.17 69.12+1.03 37.12+1.80 76.76x1.65
25 Sat 50.63+0.22 77.76x0.11 52.63%£2.70 84.09+0.35
50 Sat 73.35+£0.17 85.10+0.17 56.02+0.53 87.53+0.82
100 Sat 81.96+0.11 - 83.60£0.23 87.73%£0.15
200 - 87.50+0.12 - 87.28+0.26 88.43+0.23
400 - 88.51+0.17 - - -
I1Cso pg/MlI 2.06£0.01  26.72+0.08 4.27+0.04 22.32+1.19 5.73x0.41
Sat : Saturé, -: Non Mesuré

Les résultats obtenus, ont permis de tracer les courbes de variation du pourcentage

d’inhibition en fonction de la concentration des molécules étudiées 1% = f (C) (Figure IV 1).
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Figure IV 1 : Présentation graphique du pourcentage d’inhibition du radical DPPH des
molécules 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP et des standards BHT et BHA

La figure IV 1 rapporte le pourcentage de I'effet de piégeage des composés testés ainsi que
ceux des standards utilisés BHT et BHA.

D’apres les résultats obtenus, on peut constater que toutes les molécules testées

possedent un pouvoir anti-radicalaire vis-a-vis du DPPHe (Tableau IV 1 et figure 1V 1).

Les résultats montrent que le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPHe est
proportionnel a la concentration des esters a-aminophosphonates synthétisés et des standards
BHA et BHT utilisés. Quand la concentration des composés étudiés augmente dans le milieu
réactionnel, le pourcentage d’inhibition augmente jusqu'a arriver & un plateau qui correspond

a I’inhibition presque totale du DPPHe présent dans ce milieu.

La molécule 5-HMAP posséde un pouvoir de piégeage du radical DPPHe trés
important avec un pourcentage d’inhibition élevé a des faibles concentrations par rapport aux
autres molécules. Une concentration de 6.25ug/mL de chaque molécule testée a permis

d’établir le pourcentage d’inhibition suivant :

(5-HMAP= 91.08%), (5-HNAP= Non Mesuré), (4-HNAP= (58.52%), (BHT= 22.21%) et
(BHA= 54.33%).

Pour mieux évaluer la capacité antioxydante de nos composés vis-a-vis du DPPHe, les
résultats ont été exprimés en ICso ; ce paramétre (Concentration d’inhibition a 50 %) est défini

comme étant la concentration du substrat nécessaire a diminuer de 50 % [’absorbance de la
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solution initiale du DPPH. Les ICsp sont inversement proportionnelles a 1’effet scavenger dont
les valeurs faibles refletent un effet anti-radicalaire important [7,8].

Les valeurs 1Cso moyennes ont été calculées par les régressions linéaires des trois essais
séparés avec un coefficient de corrélation supérieur a 0,95 (R?>0,95) ou l'abscisse est
représentée par la concentration des composés testés et I'ordonnée par le pourcentage
d’inhibition (I%) du radical DPPH, et ont été comparées avec ceux d’antioxydants standards
(BHT, BHA), les ICso des chaque molécule et des standards BHT et BHA ont été représentées

par la figure suivante.

DPPH

Figure 1V 2: Présentation des concentrations inhibitrices 1Cso du radical DPPH exprimées
en umol.mL, (valeur moyenne + S.D pour n=3), les molécules concernées sont: 5-HMAP, 5-
HNAP, 4-HNAP et les standards BHT et BHA

De ces résultats, il apparait que la réduction de 50% du DPPH a été atteinte pour tous les

produits testés.

Les molécules 5-HMAP et 4-HNAP possédent un pouvoir antioxydant supérieur a
celui des standards BHT et BHA avec des valeurs ICso de 2.06, 4.27, 22.32 et 5.73 ug.mL*
pour 5-HMAP, 4-HNAP, BHT et BHA respectivement, alors que la molécule 5-HNAP
présente 1’ICso le plus élevé (ICso = 26.72 pg.mL?) ce qui corresponde & la capacité

antioxydante la plus faible, en revanche cette valeur est comparable a celle du BHT.
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Ces résultats révelent que tous les composés testés sont des puissants agents piégeurs des
radicaux DPPHe. En général, l'activité¢ antioxydante des composés étudiés peut étre classée

dans l'ordre décroissant suivant :
5-HNAP < BHT < BHA < 4-HNAP < 5-HMAP.

1IV.2.1.2 Test de piégeage des radicaux ABTS
Le test de piégeage des radicaux ABTS est I'une des méthodes les plus utilisées pour
déterminer la capacité antioxydante du don dhydrogene et de la rupture de chaine
d’oxydation [9].

Le radical ABTS est un composé soluble dans les solutions aqueuses et organiques. Cette
particularité lui donne I’avantage d’étre testé sur des échantillons hydrophiles et lipophiles. Le
schéma de détermination de I’action antioxydante est également pertinent pour ces deux
classes hydrophiles et lipophiles d’antioxydants tels que ; flavonoides, hydroxycinamates,
caroténoides, esters et antioxydants dans le plasma [10]. Il peut étre généré par 1’oxydation de
la molécule stable d’ABTS avec le persulfate de potassium [11]. Cette formation se traduit
par I’apparition d’une coloration verte-bleu intense. En présence d’un donneur d’hydrogene
(agent antioxydant), le passage du radical ABTS a la forme non radicalaire s’accompagne de

la disparition de cette coloration mesurée a une longueur d’onde de 734 nm.

L'activité des esters a-aminophosphonates synthétises est mesurée et comparée avec les
standards BHT et BHA vis-a-vis le piégeage de radical libre ABTS.

Les résultats montrent que I'absorbance du radical ABTS diminue avec I'augmentation de la
concentration des composés étudiés, Les résultats obtenus pour cette activité sont en accord
avec les observations (Figure 1 annexe 4). En outre, pour chaque test, I’activité antiradicalaire
est estimée selon 1’équation [IV .1] de I’inhibition du radicale DPPH et les résultats sont

regroupés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau

v 2 :

Pourcentages d’inhibition du radical libre ABTS en fonction des

concentrations des molécules 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP et des standards BHT et BHA

% Inhibition du radical ABTS

concentration 5>-HMAP 5-HNAP 4-HNAP BHT BHA

pg/MI

0.78 29.32+0.76 7.87+2.03 Na 35.61+0.75 31.47+1.60

1.56 40.82+2.02 26.37+£3.38 2.00+1.81 58.56+3.22 34.13+1.31

3.125 55.96+0.56 33.34+0.83  31.97+2.00 75.57+2.07 40.28+2.88

6.25 81.33+1.24 64.69+1.91 42.79+249  92.29+1.60 49.71+0.12

12.5 92.64+0.21 62.22+0.19  68.98+2.24  93.15+0.19 63.72+2.02

25 92.76+0.11 90.01+0.76  80.12+2.47  94.06+0.63 78.52+0.80

50 92.53+0.10 92.48+0.67  85.28+1.33 sat 88.81+0.37

I1Cs0 pg/mL 2.55+0.13 4.66+0.11 7.81+0.52 1.55+0.26 7.54+0.67

Sat : Saturé, Na : non absorbé

Les résultats obtenus, permettent de tracer les courbes de la variation du pourcentage
d’inhibition en fonction de la concentration des molécules synthétisées ainsi que celles de
BHT et BHA, 1% = f (C) (figures IV 3). Cette figure montre que toutes les molécules testées

dans cette étude apparaissent d'activité importante de piégeage de radical ABTS.

1001
5-HMAP
804 5-HNAP
S — 4-HNAP
= 601 - BHT
0
< - BHA
£ 404
0\0
204
0' T T
0 20 40
Concentration (ug/ml)

Figure IV 3 : Courbes des pourcentages d’inhibition du radical (ABTS) par les molécules 5-
HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP ainsi que les standards BHT et BHA
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D’aprés les résultats obtenus, on peut constater que tous les composés testés ont une
capacité anti-radicalaire vis-a-vis le radical ABTS significative dose dépendante, le 5-HMAP
et le BHA atteignent rapidement Il'activité maximale a une trés faible concentration a la
différence d’autres produits testés qui nécessite plus de temps et de concentration pour

atteindre le méme niveau.

Une concentration de 25 pg/mL des produits testés conduit a un pourcentage
d’inhibition de : (5-HMAP= 92.8%), (5-HNAP= 90.0%), (4-HNAP= 80.1%), (BHT= 94.1%)
et (BHA= 78.5%), l'ordre décroissant de la capacité inhibitrice des molécules étudiées vis-a-
vis le radical ABTS est le suivant :

BHT < 5-HNAP <5-HMAP < 4-HNAP < BHA.

En outre, les valeurs ICso des composeés et des standards BHT et BHA ont également
été calculées et représentées dans la figure IV 4. Nous rappelons que la concentration
inhibitrice 1Cso est la concentration de 1’échantillon nécessaire pour 1’obtention de 50% de la
forme réduite du radical ABTS. Une valeur faible d’ICso correspond a une activité
antioxydante élevée du composé [5]. Cette valeur est déterminée graphiquement a partir des

droites de pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration des composés étudiés.

ABTS
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Figure 1V 4 : Présentation des concentrations des molécule inhibitrices du radical ABTS ICsg
exprimées en umol.mL™, (valeur moyenne + S.D pour n=3), les molécules concernées sont: 5-
HMAP, 5-HNAP, 4-HNAP et les standards BHT et BHA
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D’aprés les résultats obtenus le 5-HMAP a une meilleure activité inhibitrice d’ABTS
(ICso=2.61g/ml), qui est une valeur inférieure a celle de la BHA (7.5ug/mL) et comparable a
celle de BHT (1.6pg/mL), suivis par le 5-HNAP avec un taux d’ICso de 4.7 pug/mL. Alors que
le 4-HNAP a montré ’activité inhibitrice la plus faible ce qui corresponde a un ICso le plus

élevé (ICso = 7.8 ug /mL).

En général, l'activité antioxydante des composés étudiés peut étre classée dans I'ordre

décroissant suivant :
AHNAP< BHT < 5HNAP < 5HMAP< BHA

1IvV.2.1.3 Activité de piégeage du radical Galvinoxyl (GOR)

La capacité des esters synthétisés a donner des atomes d’hydrogéne a été également étudiée
par un troisieme test qui est en tout point complémentaire aux deux tests DPPHe et ABTSe+ ;
dosage de balayage des radicaux Galvinoxyl. Le radical Galvinoxyl (GORe) est un radical
phénolique relativement stable, peut étre réduit par des capteurs de radicaux libres donneurs
d’hydrogene. Il peut étre réduit de maniére irréversible, en raison de son électron impair, le
radical Galvinoxyl présente une bande d'absorption puissante a 428 nm, dans son état
radicalaire a une faible concentration, une solution de Galvinoxyl apparait en jaune. Sa
couleur est dégradée du jaune foncé en jaune pale en présence d’un antioxydant et par
conséquent son absorbance a 428 est diminué [12]. Les résultats obtenus sont présentés dans
le Tableau suivant.
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Tableau 1V 3: Activité antiradicalaire de GOR par les esters aminophosphonates synthétisés
5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP ainsi que les standards BHT et BHA

% inhibition du radical (GOR)

Concentration pg/mL 5-HMAP | 5-HNAP | 4-HNAP BHT BHA

1.56 11.3+19 | 6.5+0.70 | 13.9+1.0 | 34.7£2.6 | 26.0£2.6

3.125 37.6+1.8 17.2+1.3 | 34.4+3.9 @ 49.2+0.8 | 39.2+0.9

6.25 91.1+0.8 445+29 | 80.9+1.3 | 61.3+0.7 | 54.240.3

125 97.0+0.2 86.7+1.3 | 94.5+0.3 | 68.9+0.3 | 65.0£1.3

25 Sat 95.33+0.2 Sat 70.0£0.5 | 70.2+0.5

50 Sat Sat Sat 70.5+0.6 | 70.3+0.7

100 Sat Sat Sat 71.1+0.7 | 70.6+0.1

I1Cso pg/MI 3.8+0.0 74+0.0 | 4.13+0.1 | 3.3x0.2 5.4+0.06

Sat : saturé

Les résultats sont illustrés sous forme de courbe de pourcentage d’inhibition du radical
Galvanoxyl en fonction des différentes concentrations pour les produits synthétisés et les
standards BHT et BHA.
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Figure IV 5 : Courbes des pourcentages d’inhibition du radical Galvinoxyl(GOR) des
molécules synthétises 5-HMAP, 5-HNAP, 4-HNAP et des standards utilisés (BHT et BHA)

Ces résultats indiquent que tous les produits possedent clairement une activité antiradicalaire

vis-a-vis le radicale phénolique Galvinoxyl (GOR) par excellente, cette activité est

Page 161



ZAOUT Samiya Chapitre IV : Aspects biochimiques des molécules synthétisées

proportionnelle a I’augmentation de la concentration et elle est en accord avec ces

observations (Figure 2 annexe 4).

A partir de la représentation graphique, il apparait que le 5-HMAP a un pouvoir inhibiteur du
radical libre Galvinoxyl(GOR) le plus significatif, avec un départ d’activité a la concentration
de 1.56pg/mL par une inhibition de 11.3%, il atteint son plafonne d’activité¢ 97.0% a une
concentration de 12.5 pg/mL, il affiche également une cinétique plus rapide que celle des

standards commerciaux utilisés pour cette étude le BHT et le BHA.

Pour le 5-HNAP son effet débute a la concentration de 1.56pg/ml avec une inhibition de 6.5%
et donne son activité maximale de 94.5% a la concentration de 25 pg/ml.

Finalement le 4-HNAP présente une activité trés similaire a celle de 5-HMAP, son effet
inhibiteur commence a 13.9% pour la méme concentration de départ (1.56pg/mL), et il atteint

son maximum d’effet a 94.5% a 12.5 pg/mL.

D’une maniére générale, pour la concentration 12.5 pug/ml, la capacité antioxydante du radical

libre Galvinoxyl(GOR) des molécules étudiées suit 1’ordre croissant donné par la s€quence :
5-HMAP 97.0%) > 4-HNAP (94.5%) > 5-HNAP 86.79%) > BHT (68. 9%) > BHA 65.0%).

En outre, les valeurs ICso des composés et des standards ont également été calculées (Tableau
IV 3 et figure IV 6). Nous rappelons que la concentration effectrice 1Csg est la concentration
de I’échantillon nécessaire pour I’obtention de 50% de la forme réduite du radical GOR, et

qu’une valeur faible d’ICsg corresponde a une activité antioxydante élevée du composé.
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Figure IV 6 : Présentation des concentrations des molécules inhibitrices du radical GOR
ICso exprimées en umol.mL™?, (valeur moyenne + S.D pour n=3), les molécules concernées
sont: 5-HMAP, 5-HNAP, 4-HNAP et les standards BHT et BHA

De ces résultats il apparait que tous les composés testés sont des puissants agents piégeurs des
radicaux GOR, et parmi tous les produits testés, le 5-HMAP exerce une bonne activité
réductrice avec une valeur d’ICsp atteignant (3.8 pg/mL), ce qui est trés proche a celle de
références le BHA (3.3 pug/mL) et supérieur au BHT (5.4 pg/mL). Or, en comparaison avec le
5-HNAP et le 4-HNAP on trouve que, le 5-HNAP est le dérivé qui doté d’un potentiel
antioxydant le plus faible, donnant une valeur d’ICso= 7.4 pg/mL. D’un autre coté, les
données enregistrées avec la molécule 4-HNAP ont mis en évidence une valeur d’ICso= 4.1
pg/mL. Ces résultats montrent que le dérivé 4-HNAP posséde une activité plus importante par

rapport au BHA et comparable a celle du BHT.

Les résultats du pourcentage d’inhibition et les valeurs ICsp ont montré que 1’activité
antioxydante Galvinoxyl des esters aminophosphonates synthétisés et les standards

commercialisés augmente dans 1’ordre suivant :
5-HNAP < BHT < 4-HNAP < 5-HMAP < BHA

En conclusion, les résultats de piégeage de nos produits par les radicaux (DPPH, ABTS et
GOR) démontrent que les produits synthétisés peuvent efficacement piéger divers radicaux

libres dans des conditions in vitro. Les résultats de 1’activité antiradicalaire des esters

Page 163



ZAOUT Samiya Chapitre IV : Aspects biochimiques des molécules synthétisées

synthétisés établis par les trois méthodes appliquées, ont dévoilé que le dérivé 5-HMAP
présente une forte activité antioxydante.

Cette activité antioxydante antiradicalaire dépend de la concentration en antioxydant, de la

structure chimique et de Il'interaction entre les antioxydants.

D'autre part, la présence de certains groupements électrodonneurs et électroattracteurs ainsi
que leur position ont un impact sur le pouvoir réducteur des substances [13,14]. La propriété
de piégeage de nos produits peut étre due aux groupements phosphonates, aux groupes
hydroxyle phénolique et aux groupements N-H existant dans la structure chimique qui peut
également neutraliser les radicaux DPPH, ABTS et GOR par donation d'hydrogene. De plus,
lorsqu’on compare les résultats des trois méthodes DPPH, ABTS, et GOR utilisées on
constate que la présence d’un groupement électrodonneur (CHs) en position méta sur le noyau
phénol des a-aminophosphonates a considérablement augmenté l'activité de 5-HMAP par
rapport a 5-HNAP et 4-HNAP substitués en position méta et para par le groupement

électroattracteur NO respectivement.

IV.2.2 Activité reductrice
Le pouvoir réducteur d'un composé peut servir comme un indicateur significatif de son
activité antioxydante potentielle. Différentes études ont indiqué que la capacité de don

d’électrons des composés bioactifs est associée a une activité antioxydante [15,16].

La capacité réductrice des produits synthétisés a ét€¢ mesurée a I’aide des tests de CUPRAC,
FRAP et phénanthroline. Les résultats de ces tests exprimés en Aos, la valeur Aos est définie

comme étant la concentration du substrat qui donne une absorbance de 0,50.

IV.221 Test de I’activité réductrice de I’ion cuprique (CUPRAC)
Le test de CUPRAC (CUPric Reducing Antioxydant Capacity) est I'une des méthodes les plus
utilisées pour déterminer la capacité antioxydante ; le réactif CUPRAC est stable, facilement
accessible et peu couteux. La réaction est effectuée a presque pH physiologique, constituant

un avantage de base pour le dosage réaliste des fluides biologiques [17].

Le test de CUPRAC est basé sur la mesure de I’absorbance du chélate de Cu(l)-
Néocuproine(Nc) formé a la suite de la réaction d’oxydoréduction des antioxydants en clivant

la chaine Cu(ll)-Nc [18]. En effet, en présence d’un agent antioxydant, le complexe cuivre-
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neocuproéne est réduit et cette réaction est quantifiée spectrophotometriquement a une
longueur d’onde de 450 nm [19].

La réduction du cuivre (CUPRAC) des produits synthétisés a été déterminée par la méthode
décrite par Apak et al [17]. La capacité réductrice des molécules 5-HMAP, 5-HNAP et 4-
HNAP et des standards BHT et BHA est exprimée par la variation de 1’absorbance avec la
concentration, I’ensemble des valeurs obtenues est reporté dans le tableau IV 4 et la figure IV

7.

Tableau 1V 4: Pouvoir réducteur cuivrique(CUPRAC) exprimé en absorbance des dérivés a-
aminophosphonates (5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP) et des standards BHT et BHA

Absorbances du test de la réduction du cuivre (CUPRAC)

concentration pug/Mi 5-HMAP 5-HNAP 4-HNAP BHT BHA

1.56 0.15+0.02 | 0.13+0.01 | 0.15+0.01 | 0.11+0.04 | 0.23%0.07

3.125 0.19+0.02 | 0.19+0.03 | 0.25+0.01 | 0.19+0.01 | 0.46%0.00

6.25 0.30+£0.04 | 0.25+0.00 | 0.41+0.01 | 0.33+0.04 | 0.78+0.01

125 0.47+0.01 | 0.45+0.05 | 0.65+0.03 | 0.66+0.07 | 1.34+0.08

25 0.95+0.07 | 0.67+0.01 | 1.23+0.031 | 1.03+0.07 | 2.36%0.17

50 1.91+0.26 | 1.37+0.13 | 2.17+0.03 | 1.48+0.09 | 3.45+0.02

100 3.37+£0.12 | 2.50+0.06 | 3.35+0.16 | 2.04+0.14 | 3.76x0.03
Aoso(g/mL) 12.52+0.85 | 16.84+0.55 | 9.11+0.78 | 9.62+0.87 | 3.64+0.19
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Figure 1V 7 : Capacité de réduction du cuivre par les molécules 5-HMAP, 5-HNAP et 4-
HNAP et les standards BHT et BHA déterminée d’apres la méthode de CUPRAC

Les résultats obtenus montrent que la réduction du cuivre (CUPRAC) de tous les composés
dépend de la concentration. D’autre part, les trois composés ont un potentiel réducteur tres
élevé, a la concentration de 100 pg/mL, l'ordre croissant de la capacité réductrice des

molécules étudiées se traduit par des valeurs de densité optique est le suivant :
BHA (3.76) > 5-HMAP (3.37) > 4-HNAP (3.35) > 5-HNAP (2.50) > BHT (2.04)

Les résultats obtenus nous ont permis ensuite de déterminer la concentration efficace qui
correspond a I’absorbance 0.5 ou la (Aos), (figure 1V 8). Nous rappelons que la concentration

Aosest la concentration de I’échantillon qui correspond a une absorbance égale a 0,5.
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Figure 1V 8 : Résultats des Aosexprimées en umol.mL des molécules 5-HMAP, 5-HNAP, 4-
HNAP et des standards BHT et BHA par la méthode CUPRAC

Il est bien connu que plus la valeur de Aos est faible, plus le composé est plus antioxydant.
Nous remarquons que le 4-HNAP a manifester une forte activité avec une Ags d’environ
9.62+0.87pug/mL suivie par le 5-HMAP. Tandis que le 5-HNAP a montré une faible capacité
a réduire le cuivre. Toutefois, les résultats d’antioxydants standard BHT sont inférieurs a celle
de 4-HNAP et comparable a celle de 5-HMAP. Le BHA a manifesté des capacités de
réduction plus intéressantes par rapport a nos produits. Les résultats obtenus pour cette
activité sont en accord avec les observations (Figure 3 annexe 4).

L’ordre de réduction du cuivre par les différents produits est classé comme suit :

5-HNAP (A05=16.84 pg/mL) < 5-HMAP (Aos=12.52 pg/mL) < BHT Aogs= (9.62 pg/mL) <
4-HNAP (Aos= 9.11 pg/mL) < BHA (A¢5=3.64 pg/mL).

IvV.2.2.2 Capacité des molécules synthétisées a réduire I’ion ferrique FRAP
L'activité réductrice du fer de nos produits est déterminée selon la méthode décrite par Oyaizu
[20], Cette methode est appelée FRAP, elle est basée sur la capacité des antioxydants
donneurs d’électron a réduire le fer ferrique Fe®* de ferricyanure de potassium en fer ferreux
Fe2* [20]. Par conséquent, Fe?* peut étre évaluée en mesurant et en surveillant 'augmentation

de la densité de la couleur bleu vert apparaitre dans le milieu réactionnel a 700 nm. Une
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augmentation de l'absorbance correspond & une augmentation du pouvoir réducteur des

COMpOSEs testes.

Les résultats du pouvoir réducteur des produits testés sont représentés par les absorbances en

fonction des concentrations pour chaque molécule ainsi que les valeurs de la concentration a

I’absorbance 0,5 pour les trois produits et les standards (BHT et BHA), Tableau IV.5.

Tableau 1V 5: Pouvoir réducteur des
standards BHT et BHA sur le fer, déterminé par la méthode FRAP

molécules 5-HMAP, 5-HNAP, 4-HNAP et des

Absorbances du test du Pouvoir réducteur de fer (FRAP)

Concentration pg/mL | 5-HMAP 5-HNAP 4-HNAP BHT BHA

0.39 0.12+0.01 0.15+0.04 | 0.31+0.01 - -
0.78 0.16+0.01 | 0.18+0.01 | 0.39+0.04 | 0.07+0.00 | 0.09+0.00
1.56 0.26+0.01 0.28+0.01 | 0.56+0.04 | 0.08+0.00 & 0.11+0.01
3.125 0.35+0.07 0.28+0.01 | 0.59+0.00 | 0.10+0.01 & 0.18+0.02
6.25 0.58+0.05 | 0.46+0.01 | 0.83+0.00 | 0.13+0.02 | 0.36+0.04
12.5 1.14+0.11 0.59+0.02 | 1.06+£0.02 | 0.22+0.04 & 0.78+0.07
25 1.97+0.22 0.76+0.03 | 1.70+£0.09 | 0.28+0.05 & 1.74+0.07
Aoso(ug/mL) 4.84+0.75 | 7.78+1.30 | 1.84+0.11 >50 8.41+0.67

- : Non Mesuré

La lecture des absorbances des solutions préparées a permis de tracer les courbes : Absorption

= f (concentrations), présentées sur la figure suivante.
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Figure IV 9 : Capacité de réduction du fer des molécules 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP et
des standards BHT et BHA par la méthode de FRAP

Nous remarquons d’aprés cette représentation graphique, que le pouvoir réducteur des esters
a-aminophosphonates synthétisés est proportionnel a la concentration. D’autre part, les trois

composés ont un potentiel réducteur de fer plus élevé que les deux standards BHT et BHA.

A une concentration de 12.5 pg/mL, les 5-HMAP et le 4-HNAP ont un pouvoir réducteur trés
élevé par rapport au 5-HNAP et aussi par rapport aux deux standards (BHT et BHA) avec une
absorbance maximale de 1.14 et 1.06 et 0.59 respectivement. Le standard BHT présente le
pouvoir réducteur le plus faible de tous les produits testés avec une absorbance égale a
0.224+0.04 nm pour la méme concentration de 12.5 pg/ ml, l'ordre croissant de la capacité

réductrice des molécules étudiées se traduit par des valeurs de densité optique :
5-HMAP > 4-HNAP > BHA > 5-HNAP> BHT

Pour mieux évaluer la capacité réductrice de fer de nos composés utilisant la méthode FRAP ;
les résultats ont été exprimés en Ags. La valeur Ags correspond a la concentration qui assure
une absorbance de 0,5 est déterminée a partir des graphes de concentration des produits en
fonction de la densité optique DO. Cette valeur nous a permis d’évaluer et comparer
I’efficacité des différents dérivés, plus la valeur est petite, plus I’effet réducteur du fer est

élevé. Les resultats sont exprimés sur 1’histogramme illustré dans la figure 1V 10.
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Figure 1V 10 : Valeurs des absorbances Ao s des molécules5-HMAP, 5-HNAP, 4-HNAP et
des standards BHT et BHA déterminé par la méthode FRAP

L’effet réducteur des dérivés aminophosphonates présenté par la valeur de concentration a
I’absorbance 0.5 nm (Aos) indique que les valeurs des concentrations Aos sont inférieures a
celles des standards BHT et BHA. Il est bien connu que plus la valeur de Ags, est faible, plus
le composé est plus antioxydant. Selon ces résultats, on constate que le 4-HNAP présente un
potentiel de réduction de fer, le plus intéressant avec une Aos de 1.84 pg/mL suivie du 5-
HMAP avec une valeur Aos de 4.84 pg/mL et du 5-HNAP avec Aos de 7.78 pg/mL, tandis
que les standards BHT et BHA utilisés ont montré une faible capacité a réduire le fer para

port a nos produits.

1VV.2.2.3 Activité antioxydante basée sur ’effet de la phénanthroline
La méthode colorimétrique de phénanthroline a été utilisée pour le dosage du Fe(ll). Cette
méthode est basée sur la réduction de I'ion Fe3* de ferre ferrique (FeCls) en fer ferreux (Fe®*)
en présence d’un composé antioxydant donneur d’électrons. L'ion Fe?* formés réagi ensuite
avec l'orthophénanthroline pour donner un complexe rouge-orangé, appelé complexe «
ferroine ». La phénanthroline est une base de LEWIS : ses électrons libres, portés par les 2
atomes d’azote, peuvent étre partagés avec le Fe(Il) qui se comporte comme un acide de
Lewis. En présence de ces 2 espéces, il se forme un complexe stable rouge-orangé de Fe (11)
coordonné par trois ligands de phénanthroline et il se préte bien a I'analyse colorimétrique a

une longueur d'onde de 510 nm. L’activit¢ phenanthroline des molécules a-

Page 170



ZAOUT Samiya Chapitre IV : Aspects biochimiques des molécules synthétisées

aminophosphonates synthétisées et des standards est déterminée selon la méthode de
SzydlowskaCzerniaka et al [21]. Elle est plus précise et plus simple et elle a une bonne

corrélation avec la méthode FRAP [22].

Les résultats de 1’activité phenanthroline sont représentés par 1’absorbance Ags mesurée en
fonction de la concentration des esters synthétisés et des standards BHT et BHA (Tableau IV
6).

Tableau 1V 6: Pouvoir réducteur des molécules 5-HMAP, 5-HNAP, 4-HNAP, BHT et BHA
sur le fer déterminé d’apres la méthode FRAP

Absorbances du test du Pouvoir réducteur de fer (phénanthroline)

Concentratio | 5-HMAP 5-HNAP 4-HNAP BHT BHA
n pug/mL

0.39 0.45+0.03 0.28+0.02 0.31+0.00 0.47+0.01 0.49+0.01
0.78 0.46+0.01 0.29+0.01 0.35+0.02 0.47+0.01 0.59+0.01
1.56 0.56+0.04 0.35+0.01 0.41+0.00 0.53+0.03 0.73+0.02
3.125 0.56+0.04 0.46+0.03 0.59+0.10 1.23+0.02 0.93+0.01
6.25 0.74+0.04 0.64+0.01 0.74+0.04 1.84+0.01 1.25+0.04
12.5 0.74+0.07 0.92+0.06 1.20£0.05 3.48+0.03 2.10+0.05
25 1.52+0.12 1.41+0.07 1.97+0.16 4.84+0.01 4.89+0.06
Aoso(ug/mL) | 1.09+0.21 | 3.90+0.18 2.49+0.57 2.24+0.17 0.93+0.07

Les résultats obtenus montrent que les différents composés étudiés ainsi que les standards
interférent d’une maniére dose dépendante avec la formation du complexe (Fe?* -

phénanthroline). L'augmentation de [I'absorbance du melange réactionnel indique

I'augmentation du pouvoir réducteur de I'antioxydant (figure 1V 11).
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Figure 1V 11 : Capacité des molécules 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP et des standards BHT
et BHA a réduire le fer selon la méthode de phénanthroline

Le changement de la couleur du milieu réactionnel du jaune au rouge-orangé, indique la
formation des complexes ferroine, ceci et donc un autre résultat qui confirme la capacité de
nos produits a donner des électrons pour réduire le fer ferrique. Suivant les indications de la
figure 5 de I’annexe 4, les esters a-aminophosphonates ont montré une bonne activité

réductrice.

A une concentration de 25 pg /mL, le 4-HNAP a manifester une meilleure activité avec une
absorbance maximale de ’ordre de 1.97nm. Le dérivé 5-HNAP exerce une activité réductrice
inférieure a celle du dérivé 5-HMAP avec une absorbance maximale de 1.41nm et 1.52nm
respectivement a la méme concentration. L’efficacité réductrice des trois esters a-

aminophosphonates et des standards a la méme concentration diminuée dans 1’ordre :
BHA (4.89) > BHT (4.84)> 4-HNAP (1.97)> 5-HMAP (1.52)> 5-HNAP (1.41)

En outre, les valeurs Ao s des composeés et des standards ont également été calculées (figure 1V
12). Nous rappelons que la concentration effectrice Aos est la concentration de 1I’échantillon

qui correspond a une absorbance égale a 0,5.
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Figure 1V 12 : Valeurs des absorbances Aos des molécules 5-HMAP, 5-HNAP, 4-HNAP,
BHT et BHA déterminées en fonction de la concentration par la méthode phenanthroline

D’aprés les résultats représentés par 1’histogramme illustré au-dessus, on constate que 5-
HMAP révéle une capacité antioxydante plus élevée que celle des autres esters avec Ao51.09
pg/ml cette valeur est inférieur a celle de BHT 2.24 ug/ml et trés proche a celle de BHA 0.93
pg/ml. Pour le 4-HNAP 1’ Ags est de I’ordre de 2.49 pg/ml. Cette valeur est plus proche a celle
de BHT. Le 5-HNAP présente ’activité antioxydante la plus faible, leur Aos est de 3.90
pug/ml. Les résultats obtenus restent trés comparables avec ceux affichés par les standards
BHT et BHA (Aos égale 2.24 et 0.93 pg/ml) respectivement.

D’une manicre générale, la capacité antioxydante des molécules étudiées et des standards suit

I’ordre croissant donné par la séquence :
BHT > 5-HMAP > BHT > 4-HNAP > 5-HNAP

En conclusion, les résultats de la capacité réductrice, obtenus par les tests de CUPRAC,
FRAP et phénanthroline, démontrent que les produits synthétisés possedent une activiteé
antioxydante puissante dans des conditions in vitro, par la réduction des ions
cuivriques(CUPRAC) et ferriques (FRAP et la PHENANTHROLINE), et que le dérivé 4-

HNAP présente une meilleure activité antioxydante.
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1VV.2.3 Activités inhibitrices de peroxydation des lipides (le blanchiment de b-caroténe)

Pour compléter I’étude antioxydante, la détermination de 1’activité antioxydante d’un produit
contre la peroxydation lipidique en milieu micellaire, donc lipophile, a été testée. Développée
pour connaitre 1’activité d’un produit pour la protection des membranes biologiques, des
cellules et des tissus contre 1’oxydation [23,24]. C’est la raison pour laquelle beaucoup de
chercheurs de ’activité antioxydante choisissent le test d’inhibition de I’oxydation de I’acide
linoléique couplé a celle du R-carotene comme modele mimétique de la peroxydation des

lipides dans les membranes biologiques [25,26].

Cette méthode est basée sur la réaction de peroxydation d’un autre antioxydant lipophile le -
caroténe qui est un composé physiologique important [27-29], de la famille des caroténoides
est connue pour protéger les acides gras. En outre, le f-caroténe est employé comme agent de
coloration dans les boissons, et sa décoloration réduirait nettement la qualité de ces produits.

I1 présente un pic d’absorbance caractéristique a 470 nm, apparaissant orange.

Des micelles sont créées en réalisant une émulsion d’acide linoléique et de Tween dans 1’eau.
A Dintérieur de ces micelles se trouvent des molécules de B-caroténe natif. L’ajout d’eau
saturée en oxygene et la chaleur (50 °C) entraine 1’oxydation de I’acide linoléique et par
conséquent, du B-caroténe qui se dégrade en rétinal. Puisque le rétinal, qui a perdu une partie
de la forme conjuguée du B-caroténe n’absorbe pas a 470 nm, I’extinction de I’absorbance du
mélange est suivie par spectrophotométrie & 470 nm. La présence d’un antioxydant dans le

mélange réactionnel inhibe 1’oxydation du B-caroténe et entraine un maintien de 1’absorbance.

Pour se renseigner sur la puissance des produits synthétisés a ralentir la vitesse de I’oxydation
des lipides, nous avons réalisé un suivi de la réaction de 1’oxydation de I’acide linoléique par

mesure de I’abaissement de I’absorbance au temps O puis au bout de deux heures.

Les pourcentages d’inhibition de la peroxydation lipidique et le blanchiment de b-caroténe
des esters a-aminophosphonates synthétisés et les molécules de références BHT et BHA sont

représentés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 1V 7: Pourcentage d’inhibition des molécules a-aminophosphonates synthétisés 5-
HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP et standards BHT et BHA, par peroxydation, du [-carotene

% Inhibition, dans le test de blanchissement acide linoléique/B-caroténe

C (ug/mL) 5-HMAP 5-HNAP | 4-HNAP BHT BHA
3.125 32.32+2.67 - - 81.14+0.84  84.23%1.14
6.25 56.26:+0.76 - - 86.0.9+1.04  90.11+0.68
125 86.62t0,48 = 24.96+0.13 38.28+0.45 87.52+4.24  94.59+0.77
25 87.64+0,49  26.32+125 54.35+1.05 91.67+0.52  96.09+0.02
50 88.30+1,86  29.12+0.30 64.10+0.75 94.11#0.42  97.35+1.08
100 sat 41.58+0.89 74.17+0.34 94.41+0.32  99.59+0.14
200 sat 54.10+0.78 81.73+2.94 95.28+3.25 99.762
400 - 61.98+0.48 94.11+4.77 - -
800 - 72.55+0.87 sat - -

ICso pg/mL 543+0.12  169.05+3.02 25.69+0.02  0.91+0.01 1.05+0.03

- : Non Mesuré ; sat : saturé

Les résultats obtenus, permettent de tracer les courbes de la variation du pourcentage
d’inhibition en fonction de la concentration des molécules synthétisées ainsi que celle des
standards BHT et BHA, 1 % =f (C), (figures IV 13).

100 * * 5-HMAP
rP: = 5-HNAP
5 —-— 4-HNAP
5 -+ BHT
E 504 -- BHA
X
04 T T T T
0 50 100 150 200
Concentration (ug/ml)

Figure 1V 13 : Inhibition (1 % = f (C) ) de blanchiment S-caroténe par les dérivés 5-HMAP,
5-HNAP et 4-HNAP et des standards BHT et BHA
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Les résultats montrent que 1’addition des aminophosphonates synthétisés au mélange acide
linoléique/B-carotene empéche le blanchiment de ce dernier, ce qui témoigne leurs fortes
activités antioxydantes. L’activité antioxydante augmente avec 1’augmentation de Ia
concentration et tend a se stabiliser pour des concentrations supérieures a 12.5 ug/ml pour la

molécule 5-HMAH.

Nous remarquons clairement que le produit 5-HMAP présente une trés bonne activité
protectrice contre 1’oxydation du B-carotene par les radicaux peroxydes par rapport a celle du
4-HMAP et 5-HNAP.

Tous les produits testes inhibent le blanchissement du -caroténe a différentes valeurs par le
piégeage des radicaux libre. Le 5-HMAP présente I’activité inhibitrice la plus élevée de
88,30% et la plus proche des standards, BHT 91.67% et BHA 96.09 % suivie de celle de 4-
HMAP avec un pourcentage d’inhibition de 1’ordre de 64.10 % et de 29.12% pour le 5-HNAP

a la méme concentration de 50 pg/mL.

On peut donc résumer 1’ordre décroissant du pouvoir inhibiteur de blanchiment des molécules

synthétisées par la séquence suivante :
BHA > BHT > 5-HMAP > 4-HMAP> 5-HNAP

Pour comparer I’efficacité inhibitrice des produits synthétisés avec celle des standards (BHT
et BHA), les ICso sont calculés et représentés par la figure IV 14, signalons que plus la valeur
est petite, plus D’activit¢ antioxydante a piéger les radicaux libres formés a partir de

I’oxydation d’acide linoléique est élevée.
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Figure IV 14 : Histogramme de la comparaison des concentrations inhibitrices ICso ( pug/mL)

des molécules synthétisées, déterminées par la méthode de blanchissement de [-carotene

Les résultats obtenus pour cette activité sont en accord avec les observations tirées de la
lecture des plaques de dosage de I’activité inhibitrice de peroxydation des lipides (Figure 6
annexe 4).

On remarque que le 5-HMAP est le meilleur piégeur des radicaux libres comparé a ses
homologues 4-HNAP et 5-HNAP. Sa concentration ICsg égale a 5.43 pg/ml suivi par le 4-
HNAP (25.69 pg/ml). Concernant le 5-HNAP, 1’ICso obtenue est de 1’ordre de 169.05 pg/ml.
Cette activité reste toujours inférieure aux 5-HMAP et 4-HNAP, il présente alors une activité
lipidique faible dans la cinétique de blanchissement de [-carotene, ceci probablement

expliqué par la grande spécificité de ce test pour les composés apolaires donc lipophiles [30].

Des études récentes ont mis en évidence que la polarité des agents antioxydants est I’un des
facteurs importants dans les systéemes de biomembranes [31]. On peut donc expliquer
I'activité de nos produits par le paradoxe des phénomeénes polaires comme il est décrit par
Frankel et ses collaborateurs [32].

Etant donné que le test de blanchissement du -caroténe est similaire a un systeéme d’émulsion
de lipides dans I’eau, Frankel et Meyer [33], ont proposé que les antioxydants apolaires
exposent des propriétés antioxydantes plus importantes car ils sont concentrés au sein de

I'interface lipide-eau, permettant ainsi de prévenir la formation de radicaux lipidiques et
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I’oxydation du B-caroténe. Alors que les antioxydants polaires restent dilués dans la phase

aqueuse et sont ainsi moins efficaces dans la protection des lipides.

IV.3 Activité anti-enzymatiques

IVV.3.1 Activité anticholinestérase

La maladie d'Alzheimer est une maladie neurodégénérative du systeme nerveux central qui se
développe progressivement, la mort des neurones au cours de la progression de cette maladie
affecte généralement les niveaux de neurotransmetteurs du cerveau (I'ACh, le glutamate et la
sérotonine) [34].

Actuellement, le seul traitement pour cette maladie est 1’usage des inhibiteurs de
cholinestérases (ChE) ( l'acétyl-butyrylcholinestérase ) [35], la majorité de ces inhibiteurs
présentent une efficacité limitée, des probléemes de biodisponibilité et certains effets

secondaires (troubles gastro-intestinaux, nausees, vomissements et diarrhées) [36].

De plus, plusieurs études démontrent que le stress oxydatif est intimement impliqué dans les
maladies neurodégénératives liées a 1’age. En effet ces études ont examiné les avantages des
antioxydants pour réduire ou bloquer la mort des neurones survenant dans la physiopathologie

de ces troubles.

Etant donné que nos dérivés a-aminophosphonates ont des effets inhibiteurs prometteurs de
stress oxydant et basant sur des recherches antérieures menées sur les a-aminophosphonates
qui ont montré une forte inhibition de I'AChE et BChE [37-39], le 5-HMAP, le 5-HNAP et le
4-HNAP ont ét¢ évalués pour leur capacité inhibitrice de 1’acétylcholinestérase (AChE) et de

la butyrylcholinesterase (BChE). La galanthamine a été utilisée comme contréle positif

La galantamine est largement utilisée comme une substance de référence dans les tests in
vitro du fait de son fort pouvoir inhibiteur de I’AChE [40]. Aujourd’hui, elle est autorisée

dans plusieurs pays Européens comme un des traitements de la MA a des stades avances [41].

Dans cette étude, L’activité enzymatique est déterminée par la couleur jaune formée aprés
réaction de la thiocoline avec I’ion dithiobisnitrobenzoat [42]. La diminution de la couleur
jaune indique la capacité de 1’échantillon testé a devenir un inhibiteur de l'acétyl- et de la

butyrylcholinesterase (figure 7 annexe 4).
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Les resultats du pouvoir anti-Alzheimer des produits testés sont représentés par les
pourcentages d’inhibitions de 'AChE et le BChE pour chaque concentration pour les trois

produits et les standards (BHT et BHA) sont regroupés dans les Tableaux 1V (8,9).

Tableau 1V 8 : Pourcentage d’inhibition de [’acétylcholinestérase par les molécules 5-
HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP ainsi que le standard Galantamine

Le pourcentage d’inhibition de I’Acetylcholinesterase

C pg/mL 5-HMAP 5-HNAP 4-HNAP Galant
200 - 59.14+2.96 48.60+0.35 04.77+0.34
100 67.22+0.14 33.77+5.57 39.03+0.04 91.80+0.20
50 38.54+2.44 18.52+4.36 24 .54+5 .62 85.78+1.63
25 36.97+0.54 8.45+2.65 21.16+2.34 80.69+0.41
125 27.93+3.59 NA 16.35+1.96 68.50+0.31
6.25 4.66+1.65 NA 11.51+0.92 43.77+0.00

3.125 NA NA 8.9+2.27 35.93+2.28
1Cs0 png/mL 64.00+1.80 164.73+2.59 200.58+3.92 6.27+1.15
- Non Mesuré NA : Non Absorbé
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Tableau IV 9 : Pourcentage d’inhibition de la butyrylcholinesterase par les molécules 5-
HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP et le standard Galantamine

Le pourcentage d’inhibition de butylcholinesterase

C pg/mL 5-HMAP 5-HNAP 4-HNAP Galant
200 - 64.77+0.56 Sat 78.95+0.58
100 sat 44.65+1.54 91.77+£2.42 73.57x0.77
50 90,2+32,78 26.30+0.42 55.88+1.85 63.87+2.85
25 86,89+0,57 18.55+2.10 35.39+2.28 45.13£2.60
125 83.93+£1.15 2.79+3.90 16.62+1.68 24.03+£2.94
6.25 70.85+0.29 NA 2.96+1.68 3.99+5.85

3.125 60.25+ 1.14 NA NA 3.26+0.62
1.52 51.47+3.73 - - -
0.78 43.93+2.42 - - -
0.39 31.76+1.17 - - -
I1Cs0 pg/mL 1.52+0.32 135.80+074 43.60+1.66 34.75+1.99
NA : Non Absorbé ; -: non mesuré ; galant : galantamine

Les résultats obtenus, permettent de tracer les courbes de la variation du pourcentage
d’inhibition en fonction de la concentration des molécules synthétisés ainsi que celle de

galantamine 1% = f (C)
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Figure 1V 15 : Pourcentages d’inhibition de [’activité d’acétylcholinestérase par les o-

aminophosphonates synthétisés 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP et le standard Galantamine
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Figure IV 16 : Pourcentages d’inhibition de [’'activité de butyrylcholinesterase par les a-
aminophosphonates synthétisés 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP et le standard Galantamine

Tous les échantillons testés montrent une certaine activité inhibitrice vis avis de
I’acétylcholinestérase (figure 1V 15) et de la butyrylcholinesterase (figure 1V 16) de maniére

dose-dépendante.

Vinutha et ses collaborateurs [43], classent ’efficacité de I’inhibition de I’AChE % par les

molécules testées comme suit:
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- Puissant : le produit provoque une inhibition plus de 50 %.

- Modérée : le produit provoque une inhibition de 30 & 50 %.

- Faible : le produit provoque une inhibition moins de 30%.
Selon cette classification nous remarquons que le 5-HMAP et la Galantamine ont une activité
puissante & la concentration 100 pg/mL alors que le 5-HNAP et le 4-HNAP ont une activité
inhibitrice modérée de I'AChE a la méme concentration. Nous remarquons également le
méme résultat pour le BChE a cette concentration, ou le 5-HMAP et la Galantamine ont une

activité puissante, tandis que le 5-HNAP et le 4-HNAP ont une activité modéree.

La meilleure activité inhibitrice de ’AChE a été obtenue avec la molécule 5-HMAP, qui
présentait une ICso= 64.00 pg/mL étant 2.5 fois plus importante que celle de 5-HNAP avec
une ICso de 164.73 pg/mL. Le 4-HNAP s’est révélé 1’échantillon le moins actif avec une 1Csg
de 200.58 pg/mL.

Parmi tous les composés testés, 1’activité la plus importante de BChE a été enregistrée pour le
5-HMAP qui a montré une activité anti-BChE d’1Cs0=1.52 pg/mL, elle est 22.5 fois plus
importante que celle du médicament standard, la Galantamine, avec une valeur ICso de 1’ordre
de 34.75 pg/mL, suivi par le 4-HNAP qui présente une activité anti-BChE comparable a celle
du Galantamine. L’activité inhibitrice BChE est observée pour la molécule 5-HNAP avec une
IC50 de I’ordre de 135.80ug/mL.

5-HMAP a montré des meilleures activités que les autres molécules. La présence d’une
molécule électrodonneur CHs représente une meilleur activité AChE et BChE que celle

d’électroattracteur comme dans notre cas le NOo.

Le groupement CHz en position méta sur le noyau phénol des a-aminophosphonates pourrait
étre le motif responsable de I’activité anticholinesterase élevée du produit 5S-HMAP par

rapport a ses analogues 5-HNAP et 4-HNAP.

IV.3.2 L’activité antidiabétique (anti-amylase)
L’amylase de mammifere, sécrétée par la glande pancréatique et de la salive comme étant une
enzyme glycolytique a travers le suc pancréatique dans ’intestin, est I’enzyme clé qui

catalyse la premiére étape du processus digestif des hydrates de carbone (glucides).

L’inhibition de cette enzyme conduit a la diminution de la quantité du glucose libéré et par

conséquent la diminution de la quantité absorbée ce qui empéche I’augmentation de la
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glycémie [44]. L’inhibition de 1’a-amylase est un des moyens utilisés dans le traitement du
diabéte du type 2.

Nous avons choisi I'amidon comme substrat, essentiellement en raison de sa disponibilité, son

faible codt, et la commodité de réaliser le dosage par les méthodes photometriques.

L’inhibition de I’a-amylase par les a-aminophosphonates synthétisés et le standard Acarbose

est évaluée et les résultats sont regroupés dans le tableau 1V 10 et la figure 1V 17.

Tableau IV 10 L'inhibition de a-amylase (activité antidiabétique) par las o-
aminophosphonates synthétisés 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP et le standard acarbose

Le pourcentage d’inhibition de a-amylase

Concentration 5-HMAP 5-HNAP 4-HNAP acarbose
pg/ml
400 Sat 73.53+3.01 - 53.05+1.59
200 Sat 30.49+0.86 50.73+0.00 37.21+3.54
100 82.17+0.00 27.18+0.00 38.14+2.36 31.81+2.89
50 69.60+2.83 26.27+0.00 30.73+0.00 10.70+0.96
25 49.08+0.00 25.86+0.00 30.57+0.00 9.46+0.11
125 48.44+0.11 25.61+0.00 29.99+0.00 8.08+0.30
6.25 44.79+0.17 22.47+0.00 29.33+0.00 7.76+x0.17
1Cs0 png/mL 19.71+0.41 272.19+8.26 193.21+4.01 365.09+1.07

Sat : saturé ; - : non mesuré

L’ensemble des résultats obtenus montrent que les esters a-aminophosphonates synthétisés
exercent un fort effet inhibiteur sur 1’activité de 1’a-amylase. Les résultats sont exprimés en
pourcentage d’inhibition qui varie d’un produit a un autre en fonction de sa concentration. On
remarque que chaque produit présente des pourcentages progressifs qui augmentent en

fonction de I’augmentation de concentration dans le milieu réactionnel. (Figure 1V 17).
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Figure 1V 17 : L'inhibition de a-amylase (activité antidiabétique) par les aminophosphonates
5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP synthétisés et le standard acarbose.

Ces résultats montrent que la molécule 5-HMAP présente le pourcentage d’inhibition le plus
élevé, environ 82.17%, a la concentration (100 pg/mL), ce taux d’inhibition est meilleur que
celui du standard «acarbose », 31.81%, en méme temps on constate que I’activité des

molécules 5-HNAP 27.18% et 4-HNAP 38.14% est excellente et comparable a celle de

médicament standard.

De plus, la concentration inhibitrice de 50 % de l'activité enzymatique (ICso) est calculée et

mentionnée dans la figure 1V 18.
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Figure 1V 18 : Taux d’inhibition de [’enzyme a-amylase 1Cso par les molécules 5-HMAP, 5-
HNAP, 4-HNAP et le standard Acarbose exprimé en concentration (ug.mL™)

Les résultats trouvés, montrent une forte activité inhibitrice pour les produits synthétisés (5-
HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP) avec une faible valeur ICso (19.71pg/ml, 272.19ug/ml et

193.21pg/ml, respectivement) comparé avec celle du standard utilisé, lI'acarbose (IC50 =
365.93 pg/ml).

IV.3.3 Evaluation de I’activité anti-uréase

L’infection chronique par Helicobacter pylori (H. pylori) est directement responsable des
maladies gastro-intestinales, en particulier la gastrite, l'ulcére duodénal et peptique, et le
cancer de l'estomac. H. pyloi produit I'urease qui est une enzyme tres active capable
d’hydrolyser 1’'urée normalement présente dans 1’estomac en libérant de ’ammoniaque qui
neutralise le microenvironnement de la bactérie, ce qui rendra le milieu plus accueillant a
cette bactérie [45,46]. A cet égard, les dérivés a-aminophosphonates synthétisés ont été
examinés contre l'activité uréase. Les résultats de I'activité inhibitrice de I'uréase par les esters

a-aminophosphonates synthétisés et par le standard Thiourea sont ressemblés dans le tableau
ci-dessous.
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Tableau 1V 11 : L'inhibition d 'uréase par les a- aminophosphonates 5-HMAP, 5-HNAP et 4-
HNAP synthétisés et le standard acarbose

Le pourcentage d’inhibition de ’urease

Concentration 5-HMAP 5-HNAP 4-HNAP Thiourea
pg/mL
200 5,76+1,63 6,92+0,80 25,12+0,00 98,90+0.05
100 3,26+3,07 4 85+1,58 21,02+2 52 08,49+0.41
50 3,22+3,38 4,60+0,57 19,91+2 83 08,42+0,19
25 3,13+1,46 NA 16,89+7,31 94,17+0,15
12.5 NA NA 12,36+4,15 55,64+4,24
6.25 - NA - 19,85+2,74
3.125 - - - 4,49+0,78
I1Cs0 pg/mL ND ND ND 11.57+0.68

NA : Non Absorbé ; - : Non Mesuré ; ND : Non Défini

Nous remarquons d’aprés ces résultats, que les produits synthétisés ainsi que le
standard Thiourea présentent une activité anti-uréase dose dépendante, ¢’est-a-dire que

plus la dose des échantillons augmente plus 1’activité inhibitrice de 1’'uréase augmente.

Le pourcentage d’inhibition était maximal a une concentration de 200 pg /mL avec le
tau suivant le 5-HMAP 5,76%, le 5-HNAP 6,92 % et le 4-HNAP 25,12%. Une activiteé
inhibitrice minimale de 3,13% pour le 5-HMAP a été notée a la concentration
minimale absorbée de 125 pug / mL et 4.60 % pour le produit 5-HNAP a la
concentration minimale absorbée de 100 pg / mL. Ces valeurs sont clairement
inférieures a celles du standard Thiourea qu’atteint une activité inhibitrice presque
totale a une concentration 200ug / ml (98,90%). De ces résultats on peut observer que
les esters a-aminophosphonates ont une trés faible capacité inhibitrice contre I’enzyme
uréase (voire la figure 8 annexe 4), et tres inférieures a celle de médicament standard

Thiourea.

Page 186



ZAOUT Samiya Chapitre IV : Aspects biochimiques des molécules synthétisées

IV.4  Inhibition de la dénaturation des protéines

La dénaturation des protéines est un processus dans lequel les protéines perdent leur structure
tertiaire et leur structure secondaire, cela se produit généralement lorsque les protéines sont
exposees a un stress externe comme un acide ou une base forte, un sel inorganique concentre,
un solvant organique ou une chaleur [47], et par conséquent perdent leurs fonctions
biologiques. Il est bien connu que la dénaturation des protéines tissulaires est I'une des causes
de I'inflammation [48,49].

En effet, il est prouve que les anti-inflammatoires non stéroidiens inhibent la dénaturation des
protéines, ainsi, tout produit qui empéche la dénaturation des protéines peut étre un anti
inflammatoire. Pour cette raison, I'effet anti-inflammatoire de nos produits a été évalué par la
méthode de dénaturation de la BSA et les résultats ont été comparés a ceux de I'ibuproféne
comme médicament standard (Tableau IV 12).

Tableau IV 12: Activité anti-inflammatoire des molécules 5-HMAP, 5-HNAP, 4-HNAP et de

’ibuprofene exprimée en pourcentage (%)

Molécule Activité anti-inflammatoire (%) a 72°C
C (ug/mL) 1000 500 250 125
5-HMAP 96.11+2.67 74.81+1.37 56.78+0.71 14.68+2.48
5-HNAP Tres sat sat 69.68+0.48 29.89+0.77
4-HMAP 4.07+0.20 Na na na
ibuproféne 100+0.3 100+0.1 92+0.2 61+0.2

sat : saturé, NA : non absorbé

Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation de 1’albumine est calculé en utilisant la formule

l % — TtestTr contrdle % 100 [|V2]

test

L’effet inhibiteur des molécules synthétisées et de l'ibuproféne sur la dénaturation des

protéines, a été exprimé en pourcentage et présenté graphiqguement sur la figure 1V 19.
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Figure 1V 19 : Histogrammes du pourcentage de [’activité anti-inflammatoire de: (a) 5-
HMAP, (b) 5-HNAP, (c) 4-HNAP et (d) ibuprofene en fonction de la concentration C a T=

Toutes les molécules synthétisées et le médicament standard empéchent la dénaturation de

l'albumine de sérum bovin d’une maniére dose-dépendante, a part le 4-HNAP qui présente

une activité inhibitrice trés faible sur la dénaturation des protéines. L'ibuproféne en tant que

médicament anti-inflammatoire standard atteint son inhibition maximale (100 %) a la

concentration de 1000 pg/ml. Dans les mémes conditions, le pourcentage maximal d'effet

inhibiteur des molécules synthétisées, est observé pour la molécule 5-HNAP (trés saturée),

suivi par la molécule 5-HMAP (96.11%) alors que le taux d’inhibition de la molécule 4-

HNAP est de I’ordre de (4.07%).

Nous constatons que la molécule 5-HNAP a une activité anti-inflammatoire nettement plus

élevée que celle du médicament standard. Ces résultats refletent le réle crucial du substituant
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NO- en position méta-aminophynol sur le noyau phénol des aminophosphonates dans le

renforcement de l'activité antiinflammatoire.

Les molécules a-aminophosphonates substituées en position méta, le 5-HNAP et le 5-HMAP
soit par le groupement électroattracteur NO2 ou le groupement électrodonneur CHs,
possédent une activité meilleure que celle de la molécule substituée en position para 4-HNAP
par NO», ceci peut étre expliqué par la possibilité de formation de liaisons hydrogénes sur les
structures substituées en position méta, notons que le groupement NO favorise nettement
I’activité antiinflammatoire de la structure méta-nitroaminophénol par rapport a la structure

méta-methylaminophénol.

A la lumiére de ces résultats, ’ordre décroissant du pouvoir inhibiteur de la dénaturation

protéique des molécules testées peut étre présenté par la séquence :
5-HNAP > IBUPROFEN > 5-HMAP > 4-HNAP

Plusieurs chercheurs ont montré que les agents pouvant empécher la dénaturation des
protéines, seront de bons candidats pour le développement de nouvelles molécules
antiinflammatoires [50,51]. D'aprés les résultats de 1’activité antiinflammatoire, on peut
supposer que les molécules 5-HNAP et 5-HMAP ont pu contrdler la production d'auto-

antigenes en inhibant la dénaturation des protéines.

IV.5 Essai de P’activité hémolytique in-vitro des a-aminophosphonates

L’administration prolongée des molécules bioactives a des doses élevées ou faibles, provoque
des effets nocifs ou toxiques, pour cela la toxicité des molécules bioactives doit étre évaluée
pour déterminer la dose létale 50 (DL50) avant tout usage. Ainsi l'utilisation des médicaments
pourrait affecter les membranes des cellules, spécialement les érythrocytes, induisant I’anémie
hémolytique, ce qui nécessite une évaluation de leur activité hémolytique avant leur
administration. Et méme si des effets toxiques ou hemolytiques sont détectés ceci indique la

probabilité de ces médicaments a exprimer des propriétés cytotoxiques et lytiques.

Afin d’étudier la cytotoxicité des molécules synthétisées sur des érythrocytes humains
(globule rouge humains O+ ou GRH), nous avons réalisé un test de cytotoxicité in vitro selon
le protocole expérimental décrit dans les travaux de Malagoli [52], dans lequel on a passé par
deux étapes, dans la premiére étape on a mis les GRH en contact avec les esters a-
aminophosphonates synthétisés 5-HMAP, 5-HMAP et 4-HNAP a différentes concentrations
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(0.25 mg/ml, 0.50 mg/ml, 1 mg/ml et 2 mg/ml), comparés a un contréle positif et a un
contréle négatif qui contiennent respectivement de (globules rouges+ H20) et (NaCl 0.9%+
globules rouges) pendant 30 min dans un milieu isotonique (NaCl 9%), en mesurant le

pourcentage d’hémolyse a partir des absorbances obtenues par spectrophotomeétre.

Les résultats obtenus pour cette étape sont présentes dans figures IV 20. Ensuite, le taux

d’hémolyse induite par les trois molécules est calculé en utilisant la formule [IV.3] :
% hémolysé = =~ x 100 [1V.3]
cp

Tableau 1V 13 : Evolution du taux d’hémolyse mesurée en fonction de la concentration des

esters a-aminophosphonates synthétisés

Produit hémolyse (%)

C(ug/mL)  0.0625 0.125 0.25 0.5 1

5-HMAP 2.49+0.00 2.81+0,16 2.90+0,06 2.97+0.12  3.25+0.27
5-HNAP 2.57+0.03 4.03+0.91 4.29+0.85 4.97+0.19  9.52+0.78
4-HNAP 2.94+0.36 4.07+0.12 5.03+0.32 6.54+0.31  8.81+2.53

H20 100
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Figure 1V 20 : Evolution du taux d hémolyse dans des tubes contient une suspension

érythrocytaire en présence des esters a-aminophosphonates synthétisés.

D’aprés la figure IV 20, nous pouvons constater que l'activité hémolytique des
molécules synthétisées augmente de la maniére dose-dépendante, mais toutes les molécules
ont un effet hémolytique faible sur les globules rouges humains. Pour toutes les

concentrations testées, les pourcentages d’hémolyse sont compris entre 9.52% et 3.25%.

L’effet hémolytique des différentes molécules testées, aprés 30 minutes de contact

avec les érythrocytes humains a la concentration de 1 mg/ml, peut classer selon la séquence :
5-HNAP > 4-HNAP> 5-HMAP

D’aprés nos résultats, il apparait que les dérivés a-aminophosphonate a base des
aminophenols ont un effet hémolytique trés faible face a des érythrocytes humains isolés,
avec un taux d’hémolyse qui ne dépasse pas 09 % & une concentration de 1 mg/ml. Cette
absence de 1’effet hémolytique observé au niveau de nos produits est probablement liée a la
nature des composés apolaires. Takebayashi et al, est déja signalée I’intervention des

molécules apolaires dans la protection des globules rouges [53].

Malakyanet et al ont réalisé une étude de l'activité antihémolytique par un dommage
oxydatif des membranes des erythrocytes [54], ils ont montré que lorsque ces dérives sont
capables de piéger des radicaux libres, ils peuvent stopper ou empécher 1’hémolyse des
érythrocytes en neutralisant les espéces réactives d’oxygene provenant des irradiations X et
du peroxyde d’hydrogéne, et de ce fait, ces molécules peuvent étre des puissants agents

radioprotecteurs.
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En conclusion, on peut constater que ces molécules ne présentent presque aucun
risque de cytotoxicité et par consequent, elles peuvent trouver des applications dans le

domaine pharmacologique et biologique.

IV.6 L’activité de protection solaire SPF

L'exposition aux rayons du soleil peut entrainer des dommages cutanés, notamment les coups
de soleil, le cancer de la peau, les dommages oxydatifs des cellules de la peau et la photo-
vieillissement. Le facteur de protection solaire (SPF) est une mesure quantitative reflete
principalement la protection contre les UVB [55,56]. Cela aide a évaluer la capacité probable

d'un écran solaire & bloquer le rayonnement UVB.

Celui-ci est mesuré au laboratoire et déterminé par des tests standardisés. Cet indice

représente la protection effective de la peau contre 1’érythéme solaire :

FPS = dose capable de provoquer un érytheme sur la peau protégée/dose capable de

provoquer un érythéme sur la peau non protégée.

L’érytheme solaire est une inflammation de la peau provoquée notamment par les UVB ; et

peu par les UVA.

Différentes méthodes ont été élaborées mais la méthode COLIPA (le COmité de Llaison de la
PArfumerie) proposée par I’industrie cosmétique européenne, en 1994, offre une meilleure
standardisation de la source lumineuse et de la technique d’application de la créme solaire. La
créeme est utilisée a la dose de 2 mg/cmz2. Par exemple, un produit de FPS 15 implique que
I’on peut s’exposer au soleil sans briler 15 fois plus longtemps que sans protection. Ainsi,

plus I’indice est élevé, meilleure est la protection.

Le FPS est généralement divisé en quatre catégories : une faible protection (la valeur du FPS
entre 2 et 15), une moyenne protection (la valeur du FPS entre 15 et 30), haute protection (la
valeur du FPS entre 30 et 50) et trés haute protection (la valeur du FPS est plus de 50) [57].

Dans notre étude, le FPS des molécules synthétisés 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP a été
évalué in vitro par spectrophotométrie UV en appliquant 1’équation mathématique de Mansur
et al [58].

Page 192



ZAOUT Samiya Chapitre 1V : Aspects biochimiques des molécules synthétisées

SPF spectrophotometric = CFx ), 222 EE(A)xI(A)x Abs (4) [IV.4]

Les valeurs du facteur de protection UV des 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP sont regroupees
dans le tableau 1V 14.

Tableau IV 14 : Les valeurs du facteur de protection solaire des dérivés 5-HMAP, 5-HNAP
et 4-HNAP

Produit Réference 1 >-HMAP 5-HNAP 4-HNAP

SPF 44.22+0.35 46.88+0.48 47.50+0.00 47.50+0.00

Les résultats de 1’étude du facteur de protection solaire indiquent que les molécules a-
aminophosphonates synthétisees, sont des bons protecteurs contre les rayonnements solaires,
ils appartenant a la catégorie des produits de haute protection solaire vu que la valeur du FPS
est comprise entre 30 et 50), et ils ont une protection meilleure que celle de la référence

utilisée, Tableau IV 15.

De plus, il est a noter qu’il existe une relation inversement proportionnelle entre le % d’UV

non arrétés et le FPS (Tableau 1V.15).

Tableau 1V 15: la relation entre la % d’UV non arrétés et le FPS

6 1/6 soit 16% 83%
10 1/10 soit 10% 90%
15 1/15 soit 6% 94%
20 1/20 soit 5% 95%
25 1/25 soit 4% 96%
30 1/30 soit 3% 97%
50 1/50 soit 2% 98%
50+ 1/50+ soit + 2% + 98%

La comparaison des valeurs FPS des produits synthétises avec celles indiquées dans le tableau

IV 15, montre que les a-aminophosphonates synthétisés peuvent bloquer plus de 97% des
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rayonnements UV. Cette haute protection peut étre due aux hétéroatomes P, N et O et le cycle
phénolique de la structure des trois molécules. En plus, la propriété antioxydante de nos
molécules potentialise encore la protection UV en modulant la réponse cellulaire et en

piégeant les especes radicalaires oxygénées.

Ces résultats montrent que ces produits peuvent étre utilisés dans les formulations de la

protection solaire.

Il convient de souligner que 1’étude de ’activité anti-UV des composés a-aminophosphonates
n'a été précédée par aucun chercheur, c'est la premiére qu'a été menée sur cette activité, ce qui
ouvre des perspectives prometteuses dans des applications médicinales, fortement demandées
dans la protection contre les rayonnements solaires et le traitement de différents types de

brulures.

IV.7 Evaluation des propriétés antimicrobiennes

IV.7.1 Antibiogramme

Pour surmonter le probléme de résistance des microorganismes vis-a-vis des antibiotiques, la
plupart des travaux sont orientés actuellement vers d’autres agents antimicrobiens possédant

un mode d’action tout a fait spécifique.

Les composés a-aminophosphonates et leurs acides a-aminophosphoniques ont été 1’objet de

ces études biologiques, en raison de leurs propriétés pharmacologiques intéressantes [59,60].

L’étude de Dactivité antibactérienne a été réalisée dans un premier temps par la
technique de diffusion en puits sur milieu Mueller-Hinton gélosé contre des bactéries de
référence Gram-positives et Gram-négatives (antibiogramme). C’est une technique
qualitative, utilisée pour le criblage des activités antimicrobiennes des produits testés, il nous
permet de sélectionner pour chaque souche le produit qui a présenté le plus d’activité

antimicrobienne par I’apparition d’une zone d’inhibition autour des puits.

Le test de sensibilité antibiogramme est avant tout un outil de décision thérapeutique en
classant les bactéries : sensibles, intermédiaires ou résistantes [61]. Les résultats ont été
comparés avec le DMSO utilisés comme controle négatif et 1’antibiotique
standard (gentamicines) (GEN 10ug) qui a été utilisés comme contréle positif, ce choix est dd

a la sensibilité des souches choisies pour cet antibiotique et en raison de leur spectre d'action
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assez large et de leur utilisation fréquente en milieu hospitalier pour le traitement des
infections causées par la plupart des germes de notre étude, et selon aussi leur disponibilité.

D’aprés Ponce et al [62] et Moreira et al [63], le diamétre de la zone d’inhibition

renseigne sur la sensibilité d’une bactérie donnée :
- Résistante : DZI < 8mm.
- Sensible : DZI = 9-14 mm.
- Trés sensible : DZI = 15-19 mm.
- Extrémement sensible : DZI > 20 mm.

L'interprétation de nos résultats est basée sur la comparaison entre les résultats des

tests effectues avec ceux donnés par I'échelle, considérée comme témoin comparatif.

Les diameétres des zones d’inhibitions des esters a-aminophosphonates testés vis-a-vis des
souches bactériennes (Gram+ et Gram-) sont regroupés dans le tableau IV 16, et présentés

graphiquement sous forme d’histogramme, figure 1V 21.

Tableau 1V 16 : Diamétres de zones d’inhibition (mm) de 5-HMAP, 5-HNAP, 4-HNAP pour

une concentration de 100mg/MlI et du contrdle positif gent 10 ug

Souches Zones d'inhibition (mm)
Microbiennes 5-HMAP  5-HNAP  4-HNAP  Gentl0  Control(-)
Pseudomonas 15.00+0.71 R 10.00+0.00 12 R

aéruginosa (N°

ATCC 27853) G-

Escherichia coli 24.00+0.00 7.00+0.00 16.50+0.71 22 R
(N°ATCC 8739) G-
Bacillus subtilis (N°  19.50+0.71  7.00+0.00  9.00+1.41 22 R
ATCC 6633) G+

Staphylococcus 14.00+0.00 R R 32 R
aureus (N°ATCC

6538) G+

G+ : Gram Positif ; G- : Gram Negatif ; R : résistant
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A la lumiére des résultats obtenus, il est clair que les esters a-aminophosphonates présentent
une inhibition de la croissance bactérienne contre au moins deux souches. Ces résultats
montrent une grande hétérogénéité du comportement des souches bactériennes qui, en effet
réagissent différemment vis-a-vis les produits testés, ce qui rend I’interprétation difficile.
Néanmoins, toutes les souches ont présenté une certaine sensibilit¢ aux molécules

synthétisées avec des diamétres compris entre 07 et 24 mm.

Le DMSO n'a eu aucun effet sur les bactéries dans les concentrations étudiées. Alor que
toutes les molécules ont réagi positivement au moins sur une des souches microbiennes
testées ce qui confirme que les molécules synthétisées sont douées de propriétés

antimicrobiennes.

Diametre des zones d’inhibition

en mm
35 E5HMAP  E5HNAP  m4-HNAP  HGentall 32

30

22

25

20

15

10

P aeruginosa E coli B subtilis s aureus

Figure 1V 21: Histogrammes de comparaison des zones d’inhibition avec une concentration
de 100 mg/ml en composés 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP

- Le 5-HMAP donne le meilleur résultat sur Escherichia coli avec un diamétre élevé de
la zone d’inhibition (24mm) a 100mg/ml. 1l exerce une action inhibitrice élevée sur
Bacillus subtilis (19.50mm) par rapport a celle constatée sur Pseudomonas aeruginosa
(15mm) et Staphylococcus aureus (14mm) pour la méme concentration. Par
conséquent Il posséde un large spectre d’inhibition puisque son effet inhibiteur couvre

les bactéries Gram positif et Gram négatif.
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Figure IV 22 : Photos montrant les zones d’inhibitions de la molécule 5-HMAP contre les

souches testées (aromatogramme de 5-HMAP)

- Le 4-HNAP agit differemment sur les souches testées. Son action est variable ; elle
est nulle sur Staphylococcus aureus pour la concentration testée (100mg/ml), faible
sur Pseudomonas aéruginosa 10.00 et Bacillus subtilis 09.00 et intéressante sur

Escherichia coli également a 100mg/ml (16.50).

Staphylococcus aureus

Pseudomonas éruginosa Escherichia coli Bacillus subtilis

Figure IV 23 : Photos montrant les zones d’inhibitions de la molécule 5-HNAP contre les

souches testées (aromatogramme de 5-HNAP)

- Le 5-HNAP est le moins efficace sur les bactéries Gram positifs et Gram négatifs
contrairement aux 5-HMAP. Il n’exerce aucune action inhibitrice sur Pseudomonas
aéruginosa et faible action sur Staphylococcus aureus, Escherichia coli (7.00) et

Bacillus subtilis (7.00) pour une concentration de 100mg/ml.
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Pseudomonas éruginosa Escherichia coli Bacillus subtilis Staphylococcus aureus

Figure IV 24 : Photos des zones d’inhibitions de la molécule 4-HNAP contre les souches

testées (aromatogramme de 4-HNAP)

La souche Staphylococcus aureus est la souche qui résiste plus aux molécules 5-HNAP et 4-

HNAP, aucune zone d'inhibition produite autour des puits a la présence de ces molécules.

Les résultats des tests expérimentaux montrent que les dérivés a-aminophosphonates inhibent
les bactéries Gram négatifs mieux que les Gram positifs. On note que la structure chimique
des produits synthétisés influe significativement leur activité biologique qui dépende

également des membranes plasmiques des bactéries étudiées.

Le screening des propriétés antibactériennes de gentamicine révele que cette molécule
possede une activité antibactérienne vis-a-vis de I’ensemble des souches testées avec une
Iégere différence de sensibilité entre les bactéries gram+ et gram-. Toutes les souches se sont
révélées sensible avec des diamétres variables, le plus grand a été enregistré sur la souche de
Staphylococcus aureus avec une zone de 32 mm, et le plus petit est de 12 mm enregistré sur

celle de Pseudomonas aéruginosa.

On peut conclure que la substitution hydrophobe CHs favorise considérablement l'activité
antibactérienne cependant le groupement hydrophile NO2 diminue I’action inhibitrice de

molécules.

IV.7.2 Paramétres de I’activité antibactérienne

Afin de compléter notre travail, nous avons procéde a la détermination des concentrations
minimales inhibitrices (CMI) ainsi que des concentrations minimales bactéricides (CMB) de
dérivés a-aminophosphonatees synthétisés, ces concentrations sont utilisés dans le but de
définir les frontieres de l'acceptabilité sensorielle et de I'efficacité antibactérienne de ces

molécules [64].
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La concentration minimale inhibitrice (CMI) est la concentration la plus petite du produit qui
inhibe la croissance des bactéries aprés I’incubation & 37°C pendant 18 heures [65]. La
concentration minimale inhibitrice (CMI) des produits chimiques actifs est obtenue par la
méthode de microdilution en série 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 et 1/32 de la solution mere 100 mg/mL
sur les quatre bactériens exemplaires. Les concentrations minimales inhibitrices (CMI)

obtenues sont regroupeées dans le tableau 1V 17.

Tableau IV 17 : Les concentrations minimales inhibitrices CMI et bactéricide (CMB) de 5-
HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP

Produit =~ Parametre de Pseudomonas Escherichia  Bacillus  Staphylococcus

d’activité aeruginosa coli subtilis aureus

CMI 25 0.195 3.125 1.562

5-HMAP CMB 100 0.195 100 3.125
CMB /CMI 4 1 4 2
CMI - 100 100 -
5-HNAP CMB - 100 100 -
CMB /CMI - 1 1 -
CMI 100 25 50 -
4-HNAP CMB 100 100 100 -
CMB /CMI 1 4 2 -

Les valeurs de CMI concordent d'une maniére générale avec celles des diametres d'inhibition.
Lorsque le diametre de la zone d’inhibition est grand, la concentration minimale inhibitrice

est petite et ’inverse.

Pour les composés synthétisés, les valeurs des CMI se situaient entre 0.195 et 100 mg/ml
contre Gram-positives et Gram-négatives, et les MBC, entre 0.195 et 100 mg/ml. En regle
générale, les valeurs CMB sont généralement plus élevées que ceux du CMI, suggérant ainsi

une meilleure inhibition, l'activité est considérée donc comme bactéricide.

L’activité antibactérienne de 5-HMAP, 4-HNAP et 5-HNAP contre ces bactéries exprimées
en CMI indique que les produits synthétisés sont plus efficaces contre les bactéries Gram-

négatives a une concentration plus petite que celle utilisée contre les bactéries Gram-positives.
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La forte activité antibactérienne de 5-HMAP est confirmée par les plus faibles valeurs de CMI
et CMB, observées contre tous les microorganismes testés.

Nous remarquons que le 4-HNAP a montré une forte activité antibactérienne avec une CMI
de 25 a 100mg/mL et les valeurs CMB de 100mg/ml. En ce qui concerne le 5-HNAP, les
souches Escherichia coli et Bacillus subtilis ont montré de faibles activité méme pour les CMI

et les CMB supérieures a 100mg/mL.

Afin d’évaluer I’activité bactéricide ou bactériostatique de nos produits, la concentration
minimale bactéricide (CMB) a été déterminée successivement & une CMI, par sous-culture de
la suspension bactérienne sur milieu gélosé. L’absence de colonie aprés 24h d’incubation a
37°C témoigne de D’effet bactéricide du produit (CMB/CMI < 4). Dans le cas contraire, la
molécule possede une activité bactériostatique. La CMB correspond donc a la concentration

minimale capable de tuer la totalité des bactéries présentes.

L’activité bactéricide de chaque ester a été testée au moins dans deux expériences distinctes.
Les résultats des effets bactéricide et bactériostatique sont donnés dans le Tableau IV 17,
selon les valeurs établaient, les molécules, 5-HMAP et 4-HNAP sont caractérisées par le
rapport MBC/MIC<4, ce qui suggere que ces composés agissent comme des agents

bactéricides sur les souches.
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V.1 Introduction

La chemoinformatique, et plus spécifiguement la modélisation moléculaire, met en
ceuvre une puissance de calcul dans I’espace chimique et biologique combiné, afin de
rationaliser la conception, le développement et I’optimisation des médicaments [1]. Ils sont
des techniques permettant de comparer les propriétés physico-chimiques associées aux
molécules chimiques, et d'analyser les interactions supramoléculaires responsables d'un

phénotype biologique, points clés pour la conception de nouveaux ligands.

Plusieurs modéles mathématiques sont disponibles pour définir les conformations
associées a chaque structure, des méthodes de mécanique quantique aux méthodes de
mécanique moléculaire en considérant notamment la complexité de la molécule et les

propriétés que I'on souhaite modéliser [2,3].
Dans notre travaille la modélisation moléculaire a été faite par trois méthodes :

v Mécanique quantique, en utilisant la méthode de DFT (Density Functional Theory)
pour déterminer certaines propriétés moléculaires importantes comme les propriétés
électroniques, la stabilité et la réactivité, qui sont liées a la structure moléculaire ;

v' La modélisation semi-empirique QSAR (Quantitative Structure Activity
Relationship) a comme objectif la prédiction des effets d’une variation de la
structure moléculaire sur 1’activité biologique ;

v La modélisation empirique par la méthode d’arrimage moléculaire (plus souvent
connu sous le terme "docking") a fin d’estimer l'affinité entre (I’AChE, BChE et
I’o-amylase) et les molécules testées et pour analyser les interactions

intermoléculaires impliquées.
V.2 Calculs de chimie quantique par la méthode DFT

Les calculs de chimie quantique sont largement utilisés comme un appui pour
I’interprétation des résultats expérimentaux, et aussi pour la conception de nouveaux
produits possédant des propriétés souhaitables. Dans cette partie, les calculs de chimie
guantique ont été réalisés pour déterminer la corrélation entre la structure moléculaire des
molécules synthétisées et certaines propriétés moléculaires importantes comme les

propriétés électroniques, la stabilité et la réactivite.

Dans ce contexte, tous les calculs de la chimie quantique ont été implémentés avec

des optimisations géométriques totales en utilisant le logiciel Gaussian 09W [4] et les
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résultats obtenus ont été visualisés au moyen du logiciel GaussView 5.0.8 [5].
L'optimisation de la géométrie a été realisee par la théorie de la fonctionnelle de densité
(DFT) avec la base 6-31G (d,p) a I'état gazeux, au niveau de B3LYP (Becke-3-

parameétres-Lee-Yang-Parr) [6,7].

Les calculs des fréquences vibrationnelles & la géométrie optimisée ont été
effectués pour confirmer les structures optimisées pour étre a un minimum d'énergie et
d'obtenir les spectres de vibration théoriques. La réactivité et la stabilité chimique des
molécules sont influencées par les propriétés chimiques telles que : le potentiel d'ionisation
() lié directement a 1’énergie de ’HOMO (Highest Occupeid Molecular Orbital), I'affinité
¢électronique (A) liée directement a I’énergie de la LUMO (Lawest Unocpeid Molecular
Orbtal), le potentiel chimique (u), la dureté globale (o), la mollesse globale (1),
1'¢lectronégativité (y), l'indice globale d'électrophilicité (w), le moment dipolaire et les
charges atomiques. Ces parameétres sont trés importants pour comprendre les activités
chimiques et biologiques des composés synthétisés. lls sont calculés directement par les

énergies des orbitales HOMO et LUMO, selon les relations suivantes [8] :

Energy gap: 4Ecap = Exomo — ELumo (V.1)
Energie d’ionisation: 1 = —Enomo V.2)
Affinité électronique: A = —-ELumo (V.3
Electronégativité: y = (I + A)/2 (V.4
Potentiel chimique: g =—y (V.5)
Dureté moléculaire: # = (ELumo — EHomo)/2 (V.6)
mollesse moléculaire: S =1/y vV.7)
Indice d’électrophilie: w = u%/2n (V.8)

V.2.1 Résultats des calculs de chimie quantique

Les molécules visées par ce travail ont été analysées avec la méthode DFT. Les
géométries optimiseées, les charges atomiques les parametres de chimie quantique et

thermodynamiques ont été calculées et discutes.
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V.2.1.1 Propriétés structurelles et électroniques

Les structures moléculaires optimisées de 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP sont

illustrées par la figure V 1.

5S-HMAP 5-HNAP 4-HNAP

Figure V 1 : Structures moléculaires optimisées de 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP

V.2.1.2 Analyse des orbitales moléculaires frontieres (FMO)

La figure V 2 représente la distribution des sites donneurs d’électrons de 1’orbitale
moléculaire occupée la plus élevée (HOMO) et des sites accepteurs d’électrons de
I’orbitale moléculaire inoccupée la plus basse (LUMO). Les régions vertes et rouges
représentent les orbitales moléculaires avec des phases totalement opposées. La phase
positive de la molécule est représentée en couleur rouge et la phase négative en couleur
verte. Généralement, les densités HOMO et LUMO montrent la distribution des charges
autour des différents types de liaisons donneurs et accepteurs présentées dans la molécule.
L’HOMO en tant que donneur d'électrons représente la capacité de donner un électron,
tandis que le LUMO en tant qu'accepteur d'électrons représente la capacité de recevoir un

électron [9].
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5S-HMAP

5-HNAP

4-HNAP

Figure V 2 : Distribution de la densité électronique totale des orbitales moléculaires
frontiéres des molécules SHMAP, 5SHNAP et 4HNAP
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L'analyse des FMO de 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP a révelé que les surfaces des
isodensités dans ’HOMO pour les trois composés, sont principalement concentrées sur les
fragments aromatiques du groupe aminophénol, tandis que I'isodensité dans le LUMO, se
concentre principalement autour du cycle aromatique de I'aldéhyde pour 5-HMAP mais il
est situé sur le cycle phényle de la fraction aminophénol pour le 5-HNAP et le 4-HNAP.

Les valeurs des énergies de LUMO et HOMO et leur écart énergétique refletent la

réactivité chimique de la molécule (tableau V 1).

Le 5-HMAP représente la valeur d’EHomo la plus élevée, ce qui est une indication de
la plus grande facilité de donner des électrons de 5-HMAP a l'orbitale inoccupée du
récepteur. Le 4-HNAP avec une faible valeur d'ELumo représente la plus petite habilité a
accepter les électrons.

Une faible valeur du gap énergétique est généralement associée a une réactivité
chimique élevée ou a une stabilité moindre [10], explique I'éventuelle interaction de
transfert de charge au sein de la molécule, qui est responsable des propriétés bioactives
[11]. En conséquence, la tendance de 1'écart AE des composés devient : 4-HNAP > 5-
HNAP > 5-HMAP.

Les énergies des FMO (LUMO et HOMO) ont été utilisées pour étudier les
descripteurs de réactivité globale tels que la dureté (n), le potentiel chimique (p), la
mollesse (S), I'électronégativité (y), l'indice d'électrophilicité (w) et 1'énergie d'ionisation

qui est un descripteur important de réactivité chimique.

Le tableau V 1 récapitule les valeurs obtenues des descripteurs de réactivité

chimique des composés étudiés déterminés par des calculs DFT.
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Tableau V 1 : La réactivité chimique globale des molécules 5-HMAP, 5-HNAP et 4-
HNAP, calculée par B3LYP / 6-31G (d, p)

Parameétres quantiques 5>-HMAP 5-HNAP 4-HNAP
ELumo (a.u) -0.03135 -0.09333 -0.09671
Erowmo (a.u) -0.21007 -0.24264 -0.24013
AEcap (a.U) 0.17872 0.14931 0.14342

Energie d’ionisation (I) 0.21007 0.24264 0.24013

Affinité électronique (A) 0.03135 0.09333 0.09671

Dureté moléculaire (i) 0.08936 0.074655 0.07171

Mollesse moléculaire (S) 5.59534467  6.69747505 6.97252824
Potentiel chimique (u) -0.12071 -0.167985 -0.16842

Indice d’électrophilicité (w)  0.08152923  0.18899578 0.19777783
Electronégativité (x) 0.12071 0.167985 0.16842

Une énergie d'ionisation élevée ou une affinité électronique désigne une stabilité
élevée et une réactivité chimique moindre et une faible énergie d'ionisation spécifie une
réactivité élevée des molécules [12]. Parmi les trois molécules a-aminophosphonates
synthétisés, le 5-HNAP présente la valeur d'l la plus élevée 0.24264 suivi par le 4-HNAP
0.24013 et en fin la plus basse valeur d’I est observée dans la molécule S-HMAP avec une
valeur de 0.21007 (Tableau V 1). La valeur élevee d'l implique qu'il est difficile d'éliminer
I'électron de 5-HNAP et 4-HNAP qui sera plus chimiquement inerte. Et que le 5-HMAP
possede la réactivité la plus élevée.

L'électroaffinité (A) pour les molécules 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP est 0,03135
a.u, 0,09333 a.u et 0.09671 a.u, respectivement. Ces valeurs indiquent que le 5-HMAP

posséde la plus faible affinité électronique que les autres molécules (Tableau V 1).

La dureté chimique (n) est associée a la stabilité et la réactivité d’un systéme
chimique, elle mesure la résistance d’une molécule, au changement dans le transfert ou la
distribution de la charge électronique. Plus la dureté de la molécule est importante, plus la
molécule est stable et donc moins réactive [13].

L’inverse de la dureté est défini comme mollesse (S) de la molécule, ce paramétre peut

servir comme critere de la stabilité thermodynamique des composés et peut étre utilisé
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pour la prédiction de la réactivité. La molécule la plus molle, peut subir un réarrangement
plus facile pour la densité de charge et donc elle pourrait étre prédite a étre plus réactifs
[14,15].

L’analyse des résultats portés dans le tableau V 1, montre que la molécule 4-HNAP

est la plus molle, moins stable et plus réactif.

L'indice d'électrophilicité (w) est un autre outil puissant des descripteurs de
réactivité globale pour I'étude de la réactivité des molécules organiques participant aux
réactions polaires. L'indice d'électrophilicité (w) décrit la capacité d'acceptation d'électrons
des systemes assez similaire a la dureté et au potentiel chimique. Des valeurs élevées de
I'indice d'électrophilicité augmentent les capacités d'acceptation d'électrons des molécules.

Ce résultat indigue que le 4-HNAP est un meilleur électrophile.

Physiquement, le potentiel chimique (u) décrit la tendance a s'échapper des
électrons d'un systeme a I'équilibre. Lorsque le potentiel chimique est plus petit, le
composé devient plus stable ou moins réactif [16]. D'apres le tableau V 1, le potentiel
chimique (en valeur absolue) du 4-HNAP (0.16842 a.u) est supérieur a celui du 5-HMAP
(0,12071 a.u) et du 5-HNAP (0,167985 a.u). Ce résultat indique que 4-HNAP est la
molécule la moins stable et la plus réactive. Ce résultat confirme que 4-HNAP est la

molécule la plus réactive.

Le potentiel chimique d'une molécule est défini comme la valeur négative de son
électronégativité. Le Tableau VV 1 montre que le 5-HMAP a une valeur d'électronégativité
inférieure a celle du 5-HNAP et 4-HNAP, donc c'est le meilleur électrodonneur.

V.2.1.3 Le moment dipolaire

Le moment dipolaire dans une molécule est une propriété électronique importante
qui résulte de la répartition non uniforme des charges sur les différentes atomes dans une
molécule, 1l est principalement utilisé pour étudier les interactions intermoléculaires
impliquant des forces dip6le-dip6le de type van der Waals, etc., parce que plus le moment

dipolaire est important, plus les interactions intermoléculaires seront fortes [17].

Dans le tableau V 2, le moment dipolaire électronique {ui (i = X, Yy, z) et le moment
dipolaire total pwot} pour les composés a-aminophosphonates synthétisés sont répertories.

Le moment dipolaire total peut étre calculé a I'aide de I'équation suivante :

Hot = (W + piy +p%) *  (V.9)
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La polarit¢ d'une
d'électronégativité entre les éléments chimiques qui la composent. Plus les charges sont
réparties de facon asymétrique, plus une liaison ou molécule sera polaire, et au contraire, si

les charges sont réparties de facon totalement symétrique, elle sera apolaire, c'est-a-dire

non polaire.

5-HMAP

Le tableau VV 2 montre que la valeur calculée du moment dipolaire dans le cas de 4-
HNAP (7.9166 Debye) s'avéere étre bien supérieure a 5-HNAP (7.3495 Debye) et 5-HMAP
(4.1062 Debye). La valeur la plus élevée du moment dipolaire est observée pour le
composant px. Dans ce sens, cette valeur est égale a 2.5226 Debye, 7.2684 Debye et
7.3992 Debye pour 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP, respectivement.

5-HNAP
Figure V 3 : Orientation et intensité du moment dipolaire des molécules synthétisées

liaison ou d'une molécule est due a

4-HNAP

Tableau V 2 : Moments dipolaires électriques (en Debye) de 5-HMAP, 5-HNAP et 4-

HNAP calculés par B3LYP/6-31G (d,p)

Parameters 5-HMAP 5-HNAP 4-HNAP
Hx 2.5226 7.2684 7.3992
Hy -2.9344 0.0118 -2.4803
Hz -1.3734 -1.0883 -1.3313
Hiot 4.1062 7.3495 7.9166

Il est bien observé que le moment dipolaire est plus important dans le cas des

molécules contenant le groupe NO: par rapport a celui de methyl (CHs), cela est expliqué

par la différence d’électronégativité provoqué par le groupement NO2. La molécule 4-
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HNAP possede le moment dipolaire le plus élevé et donc représente la molécule la plus
polaire.
On sait que plus le moment dipolaire est grand plus la molécule est polaire donc

I’ordre de polarité dans les a-aminophosphonates étudiés est le suivant :

4-HNAP > 5-HNAP > 5-HMAP
V.2.1.4 Charges atomiques des molécules 5-HMAP, 5-HNAP et 4-
HNAP

Le calcul des charges atomiques de Mulliken joue un rdle important dans
I'application des calculs de chimie quantique des systemes moléculaires, elles affectent le
moment dipolaire, la polarisabilité moléculaire, la structure electronique, et beaucoup de
propriétés des systemes moléculaires. La répartition de charge, au cours des atomes
suggere la formation de donneur et accepteur impliquant le transfert de charge dans la

molécule et dans une réaction chimique [18].

5-HMAP 5-HNAP 4-HNAP

Figure V 4 : La distribution des charges Mulliken sur les molécules 5-HMAP, 5-HNAP et
4-HNAP calculées par la méthode B3LYP/6-31G (d,p)

La distribution des charges atomiques Mulliken pour les trois molécules sont

calculées par la méthode B3LYP/6-31G (d, p) et présentées dans le tableau V 3.
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Tableau V 3: Charges atomiques des molécules SHMAP, 5SHNAP et 4HNAP calculées par
B3LYP /6-31G (d, p)

SHMAP SHNAP 4HNAP
Atome Charge Atome charge Atom Charge
C1 0.151449 C1 0.854410 C1l 0.234932
C2 0.084366 C2 0.006252 C2 -0.121979
C3 0.009742 C3 0.449625 C3 -0.259895
C4 -0.010785 C4 -0.551401 C4 0.263704
C5 -0.344055 C5 0.212982 C5 -0.191614
C6 0.235835 C6 0.499361 C6 -0.442003
H7 0.083028 H7 0.172327 H7 0.203233
H8 0.160966 H8 0.154525 H8 0.117790
H9 0.100909 H9 0.205156 H9 0.210866
010 -0.435563 010 -0.437918 010 -0.453053
H11l 0.472938 H11l 0.391916 H11 0.562185
C12 -0.470467 N12 -0.338413 N12 -0.148629
H13 0.169825 H13 0.447375 H13 0.432311
H14 0.158990 N14 -0.310721 Cil4 -2.018110
H15 0.164610 015 -0.028621 H15 0.192440
N16 -0.368063 016 -0.003385 N16 -0.280517
H17 0.377442 C17 -1.609050 017 -0.018603
C18 -1.283079 H18 0.238361 018 -0.030912
H19 0.201116 C19 0.781328 C19 0.534058
C20 0.479938 C20 -0.087548 C20 -0.334413
C21 -0.456126 C21 -0.241766 C21 0.529340
C22 -0.109812 C22 -0.111958 C22 0.057320
C23 0.079181 H23 0.125524 H23 0.114535
H24 0.140859 C24 -0.039675 C24 -0.339501
C25 -0.058456 H25 0.128308 H25 0.165983
H26 0.189698 C26 -0.300443 C26 -0.139966
c27 -0.314021 H27 0.133011 H27 0.130532
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H28 0.134847 H28 0.134967 H28 0.123009
H29 0.140246 H29 0.110619 H29 0.109596
H30 0.123767 P30 1.717790 P30 2.148796
P31 1.547880 031 -0.678545 031 -0.677340
032 -0.490651 032 -0.469088 032 -0.578732
033 -0.643845 033 -0.441888 033 -0.498523
034 -0.449822 C34 0.080935 C34 0.014014
C35 0.070778 H35 0.168714 H35 0.176245
H36 0.149962 H36 0.163577 H36 0.162324
H37 0.175364 C37 -0.636966 C37 -0.627715
C38 0.091639 H38 0.175100 H38 0.190686
H39 0.165549 H39 0.149730 H39 0.145433
H40 0.177015 H40 0.174386 H40 0.161936
C41 -0.649758 C41 0.102959 C41 0.026764
H42 0.145458 H42 0.174731 H42 0.139213
H43 0.159429 H43 0.143390 H43 0.179307
H44 0.193638 C44 -0.606595 C44 -0.659629
C45 -0.657796 H45 0.179667 H45 0.168079
H46 0.203273 H46 0.170434 H46 0.149771
H47 0.161464 H47 0.148569 H47 0.176731
H48 0.143997

D’aprés ces résultats, on peut observer que tous les atomes d’azote et d’oxygene
accumulent une charge négative avec des charges atomiques allant de -0.338413 a -
0.148629 pour les N et de -0.678545 a -0.435563 pour les O. Cependant, tous les atomes
d'’hydrogéne dans les trois dérivés sont électropositifs avec des charges atomiques dans la
gamme de 0.083028 a 0.562185. En plus lI'atome de phosphore dans les trois dérivés (5-
HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP) présente une charge électropositive avec des charges
atomiques de 1.717790, 2.148796 et 1.547880, respectivement. Nous observons clairement
que la charge négative la plus élevée se trouve sur les 010 (-0.435563), 032 (-0.490651),
033 (-0.643845) et 034 (-0.449822) pour 5-HMAP et 010 (-0.437918), O15 (-0.028621),
016 (-0.003385), 031 (-0.678545), 032 (-0.469088) et O33 (-0.441888) pour le 5-HNAP
ainsi que pour le 4-HNAP, 010 (-0.453053), 017 (-0.018603), 018 (-0.030912), 031 (-
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0.677340), 032 (-0.578732) et 033 (-0.498523). D’autre part, les atomes de carbone lient
aux atomes de phosphore des trois molécules C18 (-1.283079) de 5-HMAP, C17 (-
1.609050) de 5-HNAP et C14 (-2.018110) de 4-HNAP montrent la charge la plus négative
par conséquent la charge positive la plus élevée se trouve sur les atomes de phosphore P30
(1.547880) de 5-HMAP, P31 (1.717790) de 5-HNAP et P31 (2.148796) de 4-HNAP. Ces
résultats ont clairement indiqué que ces atomes sont les sites les plus réactifs. La partie
positive du récepteur interagit plus probablement avec les sites atomiques chargés
négativement des composés étudiés (O et N), tandis que la partie négative du récepteur
interagira plus facilement avec les atomes les plus positivement chargés (P et H) [19].

La présence d'une grande charge négative sur I'atome d’O et d'une charge positive
nette sur I'atome d’H peut suggérer la formation d'interactions intermoléculaires sous des

formes solides.

En fin, on peut conclure que ces interactions jouent peut-étre un réle essentiel dans

la bioactivité des molécules étudiées [19].

V.3 Etude qualitative de la relation structure-activité QSAR
V.3.1 Introduction

Le principe des méthodes QSAR est de mettre en place une relation mathématique
reliant de maniére quantitative la structure moléculaire, codée par des propriétés
moléculaires appelées descripteurs, avec une activité en utilisant des méthodes d’analyse
de données.

La découverte d'une telle relation permet de prédire les propriétés physiques et
chimiques et I'activité biologique des composés, de développer de nouvelles théories ou de
comprendre les phénomenes observés. Elle permet également de guider les synthéses de
nouvelles molécules, sans avoir a les réaliser, ou a analyser des familles entieres de
composés [20,21].

V.3.2 Les descripteurs moléculaires utilisés dans I’analyse QSAR
V.3.2.1 Le poids moléculaire

Noté MW (appelé aussi le poids de formule), mesuré en daltons (Da). C’est la
somme des poids atomiques des différents atomes constituant la molécule. Il est utilise
dans 1’étude de transport dont la diffusion et le mode de fonctionnement des médicaments
[22,23].
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V.3.2.2 Coefficient de partage (octanol-water) log P
Le coefficient de partage d'une substance chimique entre deux phases non miscibles
est le rapport des concentrations a I'équilibre du composeé dans la phase organique apolaire
et la phase aqueuse. Le solvant organique couramment utilisé pour mesurer
expérimentalement le coefficient de partage des molécules médicamenteuses est 1’octanol.
Le coefficient de partage P se calcule de la maniere suivante [24]:

P= S0t %100 (V .10)

eau

Ou : Coct est la concentration de composé en solution dans | ‘octanol
Ceau st la concentration du composé en solution dans I'eau

Donc le logarithme du coefficient de partage octanol-eau (log P), permet

d'appréhender le caractere hydrophile ou hydrophobe d'une molécule.
Si: log P >0 : le soluté est dit lipophile (hydrophobe).
log P <0 : le soluté est dit hydrophile.

Le partage d’une molécule entre une phase aqueuse et une phase lipidique
conditionne en partie ses propriétés biologiques telles que le transport, le passage a travers
les membranes, la biodisponibilit¢ (distribution et accumulation), 1’affinit¢ pour un

récepteur et la fixation par une protéine, I’activité pharmacologique ou encore la toxicité.

V.3.2.3 Superficie topologique de la surface polaire (TPSA)

La superficie topologique de la surface polaire (TPSA : topological polar surface
area) est définie comme la somme des surfaces des atomes polaires, généralement
I’oxygéne, ’azote, le soufre, le chlore y compris également leurs atomes d'hydrogéne
attachés dans une molécule. Ce paramétre a été représenté pour une meilleure corréelation
d'absorption intestinale dans le corps humain, la perméabilité, et la pénétration de barriére

hémato-encéphalique [25].

V.3.2.4 Le nombre de donneurs de liaisons hydrogene (HBD)
Il s’agit du nombre d’atomes possédant une case quantique vide et contenant un
hydrogene acide, c'est-a-dire un atome d'hydrogéne lié a un hétéroatome (comme dans les

amines, alcools, thiols...).
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V.3.2.5 Le nombre d'accepteurs de liaisons hydrogene (HBA)
Il s’agit du nombre d’atomes possédant des doublets non liants (N, O ou F) capable

de se lier par liaisons hydrogéne a d’autres molécules.

V.3.2.6 Nrotb

Ce paramétre topologique simple est considéré comme un bon descripteur de la
biodisponibilité orale des médicaments, il mesure la flexibilité moléculaire [26]. La liaison
rotative est définie comme une liaison d’un composé non cyclique, associée a un atome
non lourd. Les liaisons C-N (amide) ne sont pas considérées en raison de leur barriere

d'énergie de rotation élevée.

V.3.2.7 Volume
Le volume moléculaire est une fonction de MW et de structure et tient compte de
toutes les conformations accessibles disponibles a la molécule dans des conditions
physiologiques. Il détermine donc les caractéristiques de transport d’une molécule, le

volume est défini par la relation :

MV = =2 (V.11)

Ou : MW est le poids moléculaire et d la densité.

V.3.3 Les propriétés « drug-like »

Chaque médicament éventuel doit se conformer & plusieurs critéres de base, tels son
faible colt de production, étre soluble, stable mais doit aussi se conformer a des barémes
associés a ses propriétés pharmacologiques d’absorption, de distribution, de métabolisme,

d’excrétion et de toxicité.

Au fil des ans, des ensembles de regles ou de filtres ont été codifiés afin d’aider a
définir ’espeéce chimique de la ressemblance avec les medicaments. La régle la plus
connue rapportant les constitutions chimiques a leurs activités biologiques est la regle de
Lipinski [27], il s'appelle la « régle de cinq ». Néanmoins, d’autres approches ont été

proposées par d’autres auteurs, notamment par Veber et Ghose [28,29].

Pour prédire le meilleur équilibre des propriétés moléculaires de nos molécules,
nous appliquons des regles de base, les plus couramment utilisés, qu’ils sont : les régles de

Lipinski, Veber et Ghose.
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V.3.3.1 Laregle de Lipinski

Cette regle est la plus utilisée pour I’identification des composés drug-like. D’aprés
cette regle, les composés ne validant pas au moins deux des criteres suivants ont de trés

fortes chances d’avoir des problémes d’absorption ou de perméabilité :

e Le poids moléculaire du composé ne doit pas étre supérieur a 500 daltons (Da) ;
e Le coefficient de partition (logP) doit étre <5 (avec un optimum entre O et 3) ;
e Le nombre de donneurs de liaisons hydrogénes doit étre <5 ;
e Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogénes doit étre < 10.
Ce n’est donc pas une méthode pour distinguer les composés étant potentiellement
des médicaments de ceux n’en étant pas, mais plutot une méthode pour identifier les

composés ayant une faible absorption ou une faible perméabilité.

Les composeés dont les propriétés physico-chimiques ne satisfont pas au moins deux
des regles sont fortement susceptibles de présenter des problémes d’absorption ou de

perméabilité [27].

V.3.3.2 Laregles de Veber
Veber a introduit deux critéres supplémentaires d’aprés 1’étude de 1100 composés
candidats médicaments. La réduction de la flexibilité moléculaire (mesurée par la faible
surface polaire qui doit étre inférieur a 140 A?) et le nombre de liaisons rotatives qui doit
étre inférieur a 10. Ces criteres sont des prédicateurs importants de la bonne

biodisponibilité orale [29].

V.3.3.3 Regle de Ghose
Cette approche est basée sur les connaissances dans la conception de bibliothéques
de chimie combinatoire ou médicinale pour la découverte des médicaments : Ghose a
suggeré une plage de qualification et quantification qui pourrait étre utilisee dans le
développement des bibliothéques chimiques de Drug-Like et a recommandé les contraintes
suivantes [28,29]:

Une caractérisation quantitative basée sur des profils de propriétés physico-

chimiques calculés tels que :

- Poids moléculaire entre 160 et 480 Dalton ;

- Log P calculé entre -0,4 et 5,6 ;
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- Réfractivité molaire entre 40 et 130 ;

- Nombre total d’atomes entre 20 et 70.

Ainsi qu’une caractérisation qualitative basée sur 1’occurrence de groupes

fonctionnels et de sous-structures importantes.

V.3.4 Propriétés ADME-Tox (d’absorption, distribution, métabolisme, excrétion, et
de toxicité)

Les filtres de type ADME-Tox sont rapidement devenus populaires. Ils reposent sur
plusieurs criteres déterminant les propriétés pharmacocinétiques potentielles des
molécules, cette abréviation ADME-Tox représente les concepts pharmacocinétiques
suivants : Absorption, Distribution, Métabolisme, Elimination et Toxicité. Ce sont des

critéres qui décrivent la disposition d’une molécule bioactive dans un organisme [30].

V.3.5 Luogiciels de calcul des descripteurs moléculaires
Plusieurs logiciels sont disponibles pour faire les calculs des descripteurs, parmi

ceux, que nous avons utilisé dans notre travail, on trouve :

V.3.5.1 Molinspiration

Molinspiration est un logiciel qui permet de calculer quelques propriétés physico-
chimiques des molécules pour la conception des médicaments et de connaitre la relation
quantitative structure et activité (QSAR), y compris le LogP, la superficie topologique de
la surface polaire (TPSA), Nrotb et HBA/HBD. Ce logiciel offre également des outils pour
calculer les propriétés de drug-likeness, le poids moléculaire, le volume moléculaire et le
nombre de violations. D’autres propriétés bioactives peuvent étre calculées : la réception
des ligands couplés a la protéine G (GPCRL), la modulation des canaux ioniques (ICM),
I’inhibition de 1’enzyme Kinase (KI), la réception des ligands nucellaires (NRL),
I’inhibition des enzymes Protéases (PI) et I’inhibition des enzymes (EI) [31,32].

V.3.5.2 Molsoft

Molsoft est un logiciel établi par « California Based Software Company », qui est
une source principale de nouvelle technologie percée. Molsoft calcule les propriétés
chimiques comme formule moléculaire, poids moléculaire, nombre de liaisons hydrogénes

accepteurs (HBA/HBD), logP (octanol /coefficient de partage de 1’eau) [33].
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V.3.5.3 OSIRIS
Osiris est une partie intégrante de l'enregistrement des substances en interne
d'Actelion system [34]. Il permet de dessiner des structures chimiques et calcule sur la
volée différents propriétés pertinentes des medicaments a chaque fois une structure est
valide. Les risques de toxicité (mutagenicité, tumorigénicité, irritabilité et les effets sur la

reproduction) sont aussi générés par ce logiciel [35].

De plus, les propriétés avec des risques élevés et des effets indésirables comme
I’effet mutagénique ou la mauvaise absorption intestinale sont évalués et codées par une
couleur rouge, alors que la couleur verte indique le comportement adéquat de la substance.
Osiris permet de calculer les indices Log P, Log S, le poids moléculaire, Drug-likeness et
Drug-score [22].

V.3.5.4 SwissADME
C’est un outil Web, il est librement accessible sur http://www.swissadme.ch, il est
permis de prédire l'absorption gastro-intestinale humaine d’une molécule ainsi que sa
capacité a franchir la barriere hémato-encéphalique. Il permet également de savoir le

pouvoir d’un composé d’inhiber les isoenzymes CYP [36].

V.3.6 Résultats de la modélisation des dérivés synthétises par QSAR

Pour explorer I'importance de nos composés, nous avons utilisé les médicaments de
références utilisés dans la valorisation in vitro des activités biologiques comme des
références positives, 1’Acarbose, la Galantamine, la Gentamicine et 1’lbuproféne pour
comparer leurs propriétés QSAR avec les produits o—aminophosphonates testés.

V.3.6.1 Prévision des propriétés physicochimiques (drug-likeness)
Des descripteurs moléculaires et des propriétés Drug-likeness basé sur la regle de
Lipinski (Regles de cing), Vaber et Ghose sont analysés, en utilisant 1’outil serveur
Molinspiration, Molsoft et SwissADME.
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e Application de la regle de cinq (régle de Lipinski) :

Tableau V 4: Résultats d’application de la Regle de Lipinski pour les composés a-

aminophosphonates et les références calculés par Molinspiration

Compose MW Log P HBD HBA NV Vol
5S-HMAP 349.37 3.57 2 5 0 322.30

4-HNAP 380.34 3.08 2 8 0 329

5-HNAP 380.34 3.08 2 8 0 329
ACAR 645.61 -5.51 14 19 3 544.93
GALANT 293.41 1.49 1 4 0 286.86
GENT 477.60 -4.21 11 12 2 450.66
IBUP 206.28 3.46 1 2 0 211.19

ACAR. acarbose; GALANT. Galantamine; GENT. Gentamycine ; IBUP.Ibuproféne ;

Vol. Volume ; HBD. Nombre de donneurs de liaisons hydrogéne ; HBA. Nombre

d'accepteurs de liaison hydrogéne ; Log P. Logarithme de la partition composée ; MW.

Masse moléculaire ; NV. Nombre de violation.

De ce tableau, on note que :

- Toutes nos molécules ont un faible poids moléculaire (compris entre 349.37 et

380.34 (< 500)). lls sont donc facilement transportés, diffusés et absorbés par

rapport aux deux molécules de références acarbose et gentamycine puisque les

composés avec des poids plus élevés sont moins susceptibles d'étre absorbés et

donc ne peuvent jamais atteindre le site d’action [37].
Le coefficient de partage LogP de tous les composeés est calculé et jugé dans une
fourchette acceptable selon la régle de cing de Lipinski (3.08-3.57). La valeur de
LogP reflete le taux de lipophilie qui joue un réle essentiel dans la distribution du
médicament dans l'organisme aprés son absorption [38]. Tous les composés
présentent un coefficient de partage supérieur a celle de médicaments de références
« acarbose, galantamine et gentamycine ». Par consequent, nos composes offrent
une bonne absorption, pénétration et diffusion a travers les biomembranes.
Les deux composés 4-HNAP et 5-HNAP contiennent deux sites accepteurs de
proton et huit sites donneurs de proton, cependant le composé 5-HMAP possede 5

sites accepteurs de proton et deux sites donneurs de proton, tous nos composons ont
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un nombre accepteur d’hydrogéne inférieur et égal a 10 et un nombre donneur
d’hydrogene inférieur a 5 ce qui conduit a une meilleure perméabilité. Le nombre
d'accepteurs de liaisons hydrogéne et le nombre de donneurs de liaisons hydrogene
dans les composés testés ont été jugées conformes a la limite de régles de Lipinski,
comprise entre 2 et 5 et moins que 5 et 10 respectivement. Alors que, les deux
référence la gentamicine et 1’acarbose possédent un nombre accepteur d’hydrogéne
supérieure a 10 et un nombre donneur d’hydrogeéne supérieure a 5 ; un grand
nombre d’accepteurs d’hydrogéne conduit a une faible perméabilité a travers une
membrane bicouche.

Tous nos composés ont une violation nulle alors que les deux produits de
références la gentamycine avec 3 violations et 1’acarbose avec 2 violations, car ils

ne réalisent pas 3 et 2 conditions de Lipinski respectivement.

Application de la Regle de Veber :

I1 est bien connu qu’une biodisponibilité orale élevée est un facteur important pour

le développement de molécules bioactives en tant que agents thérapeutiques. La réduction

de la flexibilité moléculaire (mesurée par le nombre de liaisons rotatives) et la faible

surface polaire sont des prédicateurs importants de la bonne biodisponibilité orale [29].

Le Tableau V 5 présente les résultats des propriétés concernant la régle de Veber.

Ces resultats sont calculés et obtenus en utilisant le logiciel Molinspiration.

Tableau V 5: Résultats de [’application de la régle Veber

Compose TPSA Nrotb
5-HMAP 67.79 8
4-HNAP 113.62 9
5-HNAP 113.62 9
ACAR 321.16 9
GALANT 41.93 1
GENT 199.74 7
IBUP 37.03 4

ACAR. acarbose; GALANT. Galantamine; GENT. Gentamycine ; IBUP. Ibuprofene ;

TPSA. Surface polaire topologique ; nrotb. Nombre de liaisons rotatives.
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- Les résultats regroupés dans ce tableau montrent que la TPSA de tous les composés testés
se situe dans la limite de 67.79-113.62 A. Sachant que, la surface topologique polaire
(TPSA) est un parametre trés utile pour la prédiction des propriétés de transport des
médicaments. Ce paramétre a été représenté pour une meilleure corrélation d'absorption
intestinale dans le corps humain, la perméabilit¢é CaCo monocouches, et la pénétration
barriere hémato-encéphalique.  Ces valeurs sont en accord avec les régles Veber. Il

convient alors de dire qu’ils ont une bonne biodisponibilité par voie orale.

- Tous nos composeés ont 8 a 9 liaisons rotatives supérieures aux ligands de références (1 a
9). Un faible nombre des liaisons rotatives implique une flexibilité réduite pour la majorité
des composeés de références ce qui indique que ces ligands lors de la liaison a une protéine
ne changent que légérement leur conformation, en concluant donc que nos molécules sont

flexibles et par conséquence ils ont une bonne biodisponibilité orale.

- Les trois ligands a-aminophosphonates s’inscrivent parfaitement dans la marge des
criteres imposés par la régle de veber. Cela montre que ces ligands sont capables de
présenter une activité biologique sans avoir des problémes d’absorption par voie orale
[28,39].

e Application de la Régle de Ghose

En plus des deux regles précédentes, le logiciel SwissADME nous donne également
la possibilité d’évaluer les paramétres de la régle de Ghose. Les résultats obtenus sont

présentés dans le Tableau V 6.
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Tableau V 6: Résultats d’application de la Régle de Ghose et du score de biodisponibilité

Composé MW WLOGP RM. Nombre Score de
m3/mol d’atomes  biodisponibilité
5-HMAP 349.36 4.56 97.29 48 0.55
4-HNAP 380.34 4.16 101.14 47 0.55
5-HNAP 380.34 4.16 101.14 47 0.55
ACAR 645.61 -8.53 136.69 77 0.17
GALANT 287.35 1.32 84.05 42 0.55
GENT 477.60 -3.33 118.31 76 0.17
IBUP 206.28 3.07 62.18 33 0.85

ACAR. acarbose; GALANT. Galantamine; GENT. Gentamycine ; IBUP. Ibuprofene ;
RM. éfractivité molaire ; WLOGP. Logarithme de la partition composée calculé par la

méthode atomistique cité par Wildman et Crippen [40] ; N.atom. le nombre d’atome.

De ce tableau, il est intéressant de noter que :

- Toutes les valeurs de masse moléculaire de nos composés sont comprises dans
I’intervalle 160 < masse < 480. Cependant la masse de médicament antidiabétique
acabrose est supérieure 480.

- Les valeurs de log P de nos composés allant de 4.16 a 4.55 qui sont toutes
comprises dans 1’intervalle des normes -0.4 < log P < 5.6 pour la regle de Ghose,
tandis que la valeur de log P pour 1’acarbose et la gentamycine est inférieur a -0.4 (
-8.53 et -3.33, respectivement), il est a noté que le filtre de Ghose est la méthode
détaillée dans la publication originale cité par Wildman et Crippen [41], ou le log
atomique P est calculé avec WLOGP.

- La réfractivité molaire (RM) des composés synthétisés (5-HMAP, 4-HNAP et 5-
HNAP) est jugée dans la plage des normes de la régle de Ghose 40 < réfractivité <
130. Alors que, I’acarbose posséde une valeur de réfractivité plus de 130.

- Les molécules a-aminophosphonates synthétisées sont en accord avec la régle de
Ghose pour les valeurs du nombre d’atome des composés qui allant de 47 a 48
atomes qu’il comprit dans I’intervalle de régle de ghose 20 < nombre d’atomes <
70. Alors que la gentamycine et 1’acarbose dépassent cet intervalle avec un nombre

d’atome de 76 et 77, respectivement.
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- Le score de biodisponibilité de nos produits est égal a 0.55 qui est supérieur a celle
de I’acarbose et la gentamycine, ce qui montre que ces produits ayant une bonne
biodisponibilité par rapport aux ces deux références. Cependant I’ibuprofene qui a
un score égal a 0.85 posséde une biodisponibilité trés élevée par rapport aux nos

molécules.

D’aprés les résultats précédents, nous pouvons dire que tous les composés

possédent une bonne absorption orale qui entraine une bonne biodisponibilite.

Finalement, on peut constater que les composés 5-HMAP, 4-HNAP, 5-HNAP,
galentamine et ibuprofene valident et répondent aux régles de Ghose avec aucune
violation, alors que les médicaments acarbose avec 4 violationet gentamycine avec 2
violations ne répondent pas a cette régle sans aucune violation. Le tableau ci-dessous

résume les résultats obtenus par les trois regles de drug-likeness.

Tableau V 7: Les résultats obtenus par les trois régles de drug-likeness

Composé Lipinski Veber Ghose
5-HMAP Oui Oui Oui
4-HNAP Oui Oui Oui
5-HNAP Oui Oui Oui

ACAR Non (3 violation, MW>  Non (1 violation, Non (4 violation, MW> 480,
500, HBD>5, HBA>10 TPCA>140 WLOGP<-0.4, n.atoms>70

GALANT Oui Oui Oui
GENT Non (2 violation, Non (1 violation, Non (2 violation, WLOGP< -
HBD>5, HBA>10) TPCA>140 0.4, n.atoms>70)
IBUP Oui Oui Oui

ACAR. acarbose ; GALANT. Galantamine ; GENT. Gentamycine ; IBUP. Ibuproféne ;
MW. Masse moléculaire ; HBD. Nombre de donneurs de liaisons hydrogene ; HBA.
Nombre d'accepteurs de liaison hydrogéne ; TPCA. Surface polaire topologique ;
WLOGP. Logarithme de la partition composée calculé par la méthode atomistique cité par

Wildman et Crippen [40] ; n. atoms. Nombre des atomes.

Les résultats de calcul montrent que tous les composés synthétisés sont en accord

avec les régles de drug-likeness de Lipinski et Ghose ; ce qui suggere que ces COmposes
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théoriquement n'auraient pas des problémes avec la biodisponibilité orale, de plus ces
dérivés s’inscrivent parfaitement dans la marge des critéres imposés par la régle de Veber.
Ce qui montre qu’ils ont capables de présenter une activité biologique sans avoir des

problémes d’absorption par voie oral.

V.3.6.2 Score de bioactivité
Les résultats précédents montrent que tous les composés testés ont des propriétés
physicochimiques dans les criteres acceptables. Ainsi, ces parameétres servent de guider
pour un criblage plus approfondi des diester a-aminophosphonates synthétisés comme :
[Ligand des récepteurs couplés a la protéine G (GPCRL) ; Modulateur des canaux ioniques
(ICM) ; Inhibiteur de kinase (KI) ; Ligand des récepteurs nucléaires (NRL) ; Inhibiteur de
protéase (PI)].

Les scores de bioactivité prédites de nos composeés ainsi que leur comparaison avec
les médicaments standards utilisés comme des standards positifs dans les tests des activités
biologiques sont résumeés dans le Tableau ci-dessous en utilisant le logiciel Molinspiration

"test en ligne".

Tableau V 8: Score de bioactivité des composes prédits par Molinspiration.

Composé GPCR ICM Kl NRL Pl El
Ligand

5S-HMAP -0.44 -0.12 -0.39 -0.45 -0.08 -0.09

4-HNAP -0.51 -0.09 -0.46 -0.51 -0.15 -0.14

5-HNAP -0.52 -0.11 -0.46 -0.53 -0.16 -0.14
ACAR -0.02 -0.49 -0.33 -0.29 0.21 0.21

GALANT 0.91 0.82 0.27 0.80 0.72 1.08
GENT 0.34 0.19 0.18 -0.06 0.66 0.46
IBUP -0.17 -0.01 -0.72 0.05 -0.21 0.12

ACAR. Acarbose ; GALANT. Galantamine ; GENT. Gentamycine ; IBUP. Ibuprofene ;
GPCRL. GPCR-ligand ; ICM. Modulateur de canal ionique ; KI. Inhibiteur de kinase ;

NRL. Ligand du récepteur nucléaire ; PI. Inhibiteur de protéase ; El. Inhibiteur d'enzyme.

Généralement, les scores de bioactivité compris entre 0.0 et 5.0 peuvent se référer a

des activites biologiques significatives des composes, tandis que les scores de bioactivité
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compris entre -5.0 et 0.0 sont référés aux composes modérément actifs. Enfin, si les scores

de bioactivité sont < -5.0, le composé est inactif [42,43].

Sur la base de ces observations, les résultats du tableau V 8 ont démontré que les
dérivés a-aminophosphonates synthétisés peuvent étre moins actifs que les standards

(acarbose, galanthmine, gentamicyne et ibuprofene). Ainsi :

a) GPCR : tous nos composes se sont avérés modérément bioactifs avec des scores de
bioactivité de -0.44, -0.51 et -0.51 pour les dérivés 5-HMAP, 4-HMAP et 5-HNAP,

respectivement, en comparant aux standards (-0.17 a 0.91).

b) Canal ionique : tous nos composés se sont révélés étre modérément actifs avec des
scores de bioactivité de -0.11, -0.09 et -0.12 pour les dérivés 5-HMAP, 4-HNAP et 5-
HNAP, respectivement, se comparant aux références qu’ils ont des activités biologiques

considérables.

c) Protéine kinase : les scores de bioactivité pour les dérivés a-aminophosphonates étudieés
sont -0,39, -0.46 et -0.46, qui sont comparables aux standards (-0.72 a 0.27).

d) Récepteur nucléaire : le 5-HMAP, le 5-HNAP et le 4-HNAP se sont révélés étre
modérément actives, ainsi leurs scores de bioactivité étaient de -0.45, -0.51 et -0.53

respectivement. De ces résultats les molécules sont présumées modérément actives.

e) Récepteurs actives par la protéase : tous nos composes se sont révélés modérément
bioactifs avec des scores de bioactivité varies entre -0.08 et -0.16, de méme pour les

références qui ont des scores de bioactivité compris entre -0.21 et -0.72.

V.3.6.3 Propriétés ADME -TOX
Les propriétés d’absorption, de distribution, de métabolisme, d’excrétion (ADME)
et de toxicité sont généralement appliqués aux ensembles de tests utilisés pour caractériser
les composés selon leur absorption par les intestins, distribution dans I'organisme,

métabolisme par le foie, excrétion par les reins et profil de toxicité [44,45].

L’étude des parameétres pharmacocinétiques (ADME-Tox) pour les trois composés
est trés importante afin de comprendre la capacité de ces composés a produire un effet
thérapeutique comme souhaité et a éviter la survenue d’effets secondaires pouvant

entrainer des résultats négatifs, d’un coté, et de déterminer plus facilement le meilleur
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composé potentiel de tous les composes synthétisés ainsi de le comparer aux standards

utilisés dans 1’étude in vitro de I’activité biologique, d’un autre coOté.

Ces propriétés ont été calculées par le logiciel SwissADME [36], et leurs valeurs

sont présentées dans les deux tableaux V 9 et V 10.

V.3.6.3.1 Absorption et distribution
Tableau V 9 : Prévision des parametres pharmacocinétiques des molécules a-
aminophosphonates (Gl; absorption gastrointestinale, BHE; barriére hémato-

encéphalique ; Log-Kp ; Coefficient de permeabilité cutanée)

Composé Gl BHE Log-Kp (Cm/S)
5-HMAP Elevé non -5.93 Cm/S
4-HNAP Eleve non -6.50 Cm/S
5-HNAP Eleve non -6.50 Cm/S
ACAR Faible non -16.29 Cm/S
GALAN Eleve Oui -7.18 Cm/S
GENT Faible non -12.12 Cm/S
IBUPR Elevé Oui -5.07 Cm/S

ACAR. Acarbose ; GALANT. Galanthamine ; GENT. Gentamicyne; IBUP. Ibuprofene

- Les trois molécules syntheétisées et les deux standards la galentamine et 1’ibuprofene ont
une absorption intestinale élevée ce qui montre que ces composes peuvent étre trés
absorbés par le tractus gastro-intestinal lors d’une administration orale. Tandis que les
deux autres références 1’acarbose et la gentamycine ont une absorption faible, donc ils

ayant une mauvaise absorption par le tractus gastro-intestinal.

-Pour tous les composés la pénétration a travers la barriere hémato-encéphalique (BHE) est
négative. Généralement, la BHE c’est une barriére plus sélective que la barriére intestinale.
Elle se caractérise par la présence de jonctions serrées et de jonctions adhérentes et
constitue une barriére physique contre le passage des xénobiotiques.

Les valeurs de log-kp de 5-HMAP, 4-HNAP et de 5-HNAP sont -5.93 Cm/S, -6.50
Cm/S et -6.50 Cm/S, respectivement. La valeur -5.93 Cm/S est la moins négative et elle

correspond au compose 5-HMAP. Sachant que plus le log-Kp est négatif (avec Kp en cm /
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s), moins la peau est perméante a la molécule [46], donc le 5-HMAP est plus perméant par
la peau. Tandis que 1’acarbose posséde la valeur de log-kp la plus négative (-16.29 Cm/S),

indique que ’acarbose est moins perméante par la peau.

V.3.6.3.2 Métabolisme

La phase métabolique des trois composés est prédite par le serveur SwissADME
(Tableau V 10). Une classe tres importante d'enzymes responsables de nombreux
problemes ADME-TOX est celle des cytochromes (CYP450) [47,48], qui est impliqué dans
le métabolisme des médicaments, des acides gras, des stéroides et des acides biliaires. Le
métabolisme des médicaments via les isoenzymes CYP ou la production de métabolites
non désirés est un déterminant important des interactions médicamenteuses qui peuvent

conduire a des toxicités médicamenteuses et a une réduction de I'effet pharmacologique.

La P-gp est largement distribuée et exprimée dans I'épithélium intestinal, ou elle
renvoie les xéenobiotiques tels que les médicaments dans la lumiere intestinale, et dans les
cellules endothéliales capillaires composant la barriere hémato-encéphalique, ou elle les
renvoie dans les capillaires. Les modéles renvoient "Oui" ou "Non" si la molécule étudiée a
une probabilité plus élevée d'étre un substrat ou un non-substrat de la P-gp ou un inhibiteur

ou un non-inhibiteur d'un CYP donné.
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Tableau V 10 : Résultats propriétés de métabolisme des ligands synthétisés et des ligands

de références

Compose P-gp CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2d6 CYP3A

inhibiteur  inhibiteur inhibiteur @ inhibiteur inhibiteur

5-HMAP oui Non inhibiteur  inhibiteur  inhibiteur inhibiteur
4-HNAP oui Non inhibiteur  inhibiteur  inhibiteur inhibiteur
5-HNAP oui Non inhibiteur inhibiteur inhibiteur  inhibiteur
ACARB oui Non non non Non non
GALAN non Non non non Non non
GENT oui Non non non Non non
IBUPR non Non non non Non non

ACAR. Acarbose ; GALANT. Galantamine ; GENT. Gentamycine ; IBUP. Ibuprofene ;
CYP. L'enzyme cytochrome P; P-gp. P-glycoprotéine.

Les résultats présentés dans (le tableau V 10) indiquent que tous les composés sont
des substrats de la P-gp ce qui signifie qu’ils auront une augmentation de Ia
biodisponibilité. Tandis que les composés de références la galentamine et I’ibuproféne ne
sont pas des substrats de la P-gp par conséquence, la réduction de la biodisponibilité de ces

COMpPOSES.

D’autre part, on peut noter que tous les composés inhibent les isoenzymes
CYP2C19, CYP2C9, CYP2d6 et CYP3A par conséquence, les effets indésirables résultant
des interactions médicamenteuses lors de I’administration oral de ces composés sont
probables [47]. Maintenant, une expérience biologique sera nécessaire pour déterminer si
les esters a-aminophosphonates sont activés ou désactivées par les CYP2C19, CYP2C9,
CYP2d6 et CYP3A.

De plus, on note que tous les composés n'étaient pas des inhibiteurs du CYP1A2.
Les résultats suggérent que tous les produits testés pourraient étre bien metabolises par le

CYP1AZ2, facilement éliminés du corps et causant ainsi peu de toxicite.
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V.3.6.3.3 Risques de toxicité

Les risques de toxicité (mutagénicité, tumorigenicité, irritation, reproduction) et les
propriétés physicochimiques (cLogP, solubilité, ressemblance et score du médicament) des
composés synthétises ainsi des références sont calculés par la méthodologie développée
par Osiris [35,49] et illustrée dans le tableau V 11. Le prédicteur de risque de toxicité
localise des fragments dans une molécule, indiquant un risque potentiel de toxicité. Ces
alertes indiquent que la structure dessinée peut étre nocive concernant la catégorie de

risque spécifiée.

Tableau V 11 : Risques de toxicité et drug-score estimés par Osiris

Composé Risque de toxicité Calculs d'Osiris
MUT TUMO IRRI REP CLP S DL DS
5-HMAP 3.26 -3.64 -34.3 0.39
4-HNAP 199  -375 -409 0.39
5-HNAP 1.99 -3.75 -39.8 0.39
ACAR -7.18 0.59 -1.4 0.29
GALANT 0.9 -2.0 4.7 0.93
GENT -4.21 -1.18  4.88 0.77
IBUP [ [ 3.0 -2.89  3.97 0.31

: non toxique; @M : hautement toxique ; MUT : mutagénique ; TUMO :
tumorigenique; IRRI : Irritant; REP : Reproduction efficace; CLP : cLogP; S : Solubility;
DL : Drug-likeness; DS : Drug-Score ; ACAR : Acarbose ; GALANT : Galantamine ;
GENT : Gentamycine ; IBUP : Ibuproféne.

Selon les données évaluees dans le tableau V 11, les trois composés 5-HMAP, 4-
HNAP et 5-HNAP, ainsi que les molécules de références ont des structures supposées non
mutagenes, non irritantes et sans effets sur la reproduction lors de I'exécution de I'étude de

rrrrr

grand risque de tumorigenicité lors de la reproduction avec une structure mutagéne.

De faibles hydrophilicités et de faibles valeurs de CLP (cLogP) peuvent entrainer
une bonne absorption ou perméation. Il a été démontré que pour que les composes aient

une probabilité raisonnable de bonne absorption, leur valeur CLP ne doit pas étre
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supérieure a 5,0. Sur cette base, tous les composés possedent des valeurs cLogP bien

inférieures a 5.

La solubilité est I’une des principales propriétés physico-chimiques. Cette valeur
exprimée en Log S affecte de maniére significative ses caractéristiques d'absorption et de
distribution. Généeralement, une faible solubilité va de pair avec une mauvaise absorption et
I'objectif général est donc d'éviter les composés peu solubles. Plus de 80 % des
médicaments sur le marché ont une valeur S (estimée) supérieure a (-4) [49-51]. D’aprés
les résultats obtenus, nous constatons que : Les trois composes 5-HMAP, 4-HNAP et 5-
HNAP ont une solubilité aqueuse acceptable, car, leurs valeurs du log S : (-3.64, -3.75¢t -
3.75), respectivement, sont des valeurs supérieures a la valeur optimale (-4), de méme pour

tous les molécules de référence, qui ils ont des valeurs de log S supérieures a -4.

En outre, le tableau V 11 montre la ressemblance avec les médicaments des
composés « Drug-likeness » qui ne sont pas dans la zone de comparaison avec les

médicaments standards utilisés.

De plus, le score de médicament combine le drug-likeness, le CLP, le log S, le
poids moléculaire et les risques de toxicité en une seule valeur pratique qui peut étre
utilisée pour juger du potentiel global du composé & devenir un médicament. Cette valeur
est calculée en multipliant les contributions des propriétés individuelles avec I'équation (V
12) [49]:

DS = m(;+ Zisi)nti (V.12)

S; =1/(1 + e®i+h) (V.13)
Ou:

- DS est le score du médicament.

- S; est la contribution calculée directement a partir de CLP, log S, poids moléculaire
et DL.

- (pi) via I’équation (V .13), qui decrit une courbe spline. Les paramétres a et b sont
(1,5), (1,5), (0,0126) et (1,0) pour CLP, log S, poids moléculaire et drug-likeness,

respectivement.
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t; est la contribution des quatre types de risque de toxicité. Les valeurs de t; sont
1,0, 0,8 et 0,6 pour les catégories suivantes aucun risque, risque moyen et risque

élevé, respectivement [49].

Les composés a-aminophosphonates 5-HPAH, 5-HNAP et 4-HNAP ont montré un
score médicamenteux bon par rapport aux médicaments standards acabrose et
ibuprofene et modéré par rapport aux autres médicaments standards utilisés (tableau V
11).

V.4 Meéthodes non quantiques (empirique) par I’amarrage moléculaire
V.4.1 Docking Moléculaire

Le docking (amarrage ou arrimage) moléculaire est une méthode empirique qui
permet de prédire 1’affinité entre deux molécules. Cet outil est actuellement tres sollicité
dans la recherche de nouvelles molécules a visée thérapeutique. Il est utilisé pour faire des
criblages tres rapides et peu cotteux afin d’identifier une molécule pouvant avoir une forte
activité sur une protéine cible ou au contraire d’identifier la cible d’une molécule ayant des

activités biologiques intéressantes [52].

Il est généralement utilisé pour prédire 1’affinité d’un ligand pour une protéine,
entre autre, la position et 1’orientation la plus favorable pour un ligand venant en
interaction avec une protéine cible. D’autres parts, lorsque la structure tridimensionnelle
d’une protéine cible est définie, le docking permet de mettre en évidence les régions et les
résidus a explorer pour optimiser I’affinit¢é d’un ligand avec cette cible. Ainsi, il est
également utilis¢ pour optimiser la sélectivité d’une molécule entre deux ou plusieurs
protéines, cette affinité est estimée a travers la valeur de I’énergie libre de liaison

(4Guinding) appelé score et donnée par 1’équation suivante :
AGpinding = Geomplexe — (Geible + Gligand) (V.12)
Plus elle est faible, plus le complexe protéine-ligand est stable [53].

V.4.2 Logiciel et protocole utilises
Afin d'obtenir un apergu fonctionnel et structurel du mécanisme d’interaction des
composés a-aminophosphonates synthétisés avec les protéines ciblées, une simulation par

docking moléculaire a été réalisée a l'aide du logiciel Maestro version 11.1.
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Dans ce contexte, cette étude est réalisée pour évaluer les interactions et les différents
liaisons formées entres les ligands synthétisés et les enzymes qui ont une activité

inhibitrice in vitro a savoir, I’AChE, le BChE et 1’alpha-amylase.

La sélection de I’AChE et BChE est due a leur importance dans le traitement
d’Alzheimer, tandis que, la sélection d’alpha-amylase comme cible pour I'étude de docking
est due & son réle important dans le traitement de diabéte de type 2. Les structures
cristallines d’AChE, BChE et d’alpha-amylase ont été extraites de la base de données des
protéines PDB avec les codes 4EY6, 4BDS et 4W93, respectivement (figure V 5).

I'acétylcholinestérase Butyrylcholinestérase Alpha-amylase pancréatique
humaine en complexe avec la humaine en complexe avec la humaine en complexe avec la
galantamine tacrine montbrétine A
DOI: 10.2210/pdb4EY6/pdb  DOI : 10.2210/pdb4BDS/pdb  DOI: 10.2210/pdb4W93/pdb

Figure V 5: Structures cristallines des trois enzymes ciblées dans [’étude du docking

moléculaire extraites de la base de données des protéines PDB

Le logiciel Maestro version 11.1 a été utilisé pour exécuter le processus de docking
moléculair tout en éliminant I'eau et en optimisant les liaisons H. La minimisation de la
molécule d'atome lourd & RMSD (0.30A) en utilisant le champ de force OPLS ont été
utilisés pour libérer le processus de minimisation. La protéine a été préparée en éliminant
les molécules d'eau, les atomes inutiles, en supprimant les conformations alternatives et en

ajoutant de I'hydrogene.
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La génération de la grille décrit une région dans un récepteur ou une interaction de liaison
peut se produire. Pour les ligands 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP, nous avons appliqué les

géométries optimisées obtenues en utilisant la méthode DFT au niveau B3LYP/6-31 G
(d.p). [54].

Il 'y a fondamentalement quatre étapes impliquées dans les scores de docking qui
comprennent HTVS (dépistage virtuel & haut débit), SP (précision standard), XP (précision
supplémentaire) docking, et suivi par le calcul de I'énergie libre de liaison basé sur MM-

GBSA pour les complexes ligand-protéine les mieux notés [8].

V.4.3 Les Résultats du docking moléculaire
V.4.3.1 Reésultats du docking moléculaire avec I'acétylcholinestérase et
la butyrylcholinestérase
Le docking moléculaire entre les ligands synthétisés et les récepteurs
acetylcholinestérase (4EY6) et butyrylcholinestérase (4BDS) a été executé pour définir la
conformation appropriée des diesters a-aminophosphonates synthétisés dans les récepteurs
et les forces secondaires qui en résultent entre ces molécules et les acides aminés actifs des
récepteurs. La figure V 6 représente les structures cristallines des meilleurs modes
d'amarrage des complexes 5-HMAP-AChE et 5-HMAP-BChE. Nous pouvons observer sur
les figures (V 6a) et (V 6b) que le ligand préfere se lier dans la poche interne des deux
enzymes AChE et BChE.
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(b)

Figure V 6: Visualisation des meilleures poses de docking de 5-HMAP avec

I'acétylcholinestérase (a) et la butyrylcholinestérase (b)

Pour le 5-HNAP Nous pouvons observer sur les figures V 7(a et b) que le ligand

préfére se lier dans la poche interne des deux enzymes AChE et BChE.
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(b)

Figure V 7: Visualisation des meilleures poses de docking de 5-HNAP avec

I'acétylcholinestérase (a) et la butyrylcholinestérase (b)

De plus, la vue de surface des conformations ancrées du dérivé 4-HNAP obtenue a partir
de l'analyse d'amarrage a montré que ce ligand placé dans la poche interne des deux
enzymes AChE et BChE (Figure V 8).
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(b)

Figure V 8: Visualisation des meilleures poses de docking de 4-HNAP avec

I'acétylcholinestérase (a) et la butyrylcholinestérase (b)

Enfin, Nous pouvons observer sur les figures V 9(a et b) que la galentamine préfére se lier

dans la poche interne des deux enzymes AChE et BChE.
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(b)

Figure V 9 : Visualisation des meilleures poses de docking de la galantamine avec

I'acétylcholinestérase (a) et la butyrylcholinestérase (b)

Le parametre le plus important parmi les parametres obtenus a partir de I'interaction
des molécules 5-HMAP, 5-HNAP, 4-HNAP et la Galantamine avec les enzymes est le
score de docking, qui présente l'activité biologique la plus élevée de la molécule dont la

valeur numérique est la plus négative.

Ce parameétre est utilisé pour expliquer les résultats des calculs de docking des
molécules étudiées. Les autres parametres obtenus sont expliqués par l'interaction des

molécules avec les enzymes.
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Les résultats du docking moléculaire des dérivés a—aminophosphonates synthétisés
sont reportés dans le (Tableau V 12) qui présente les énergies d’interaction entre le ligand

et ’enzyme ainsi que les valeurs d’ICso obtenues expérimentalement dans 1’étude in vitro

des molécules synthétisées (Voir chapitre V).

Tableau V 12 : Résultats du docking moléculaire et d’ICso des inhibiteurs étudiés avec

I'acétylcholinestérase et la butyrylcholinestérase

enzyme 5-HMAP 5-HNAP 4-HNAP Galantamine
AChE Docking Score -8.28 -7.89 -1.77 -11.11
Glide energy -45.01 -48.67 -53.58 -49.82
hydrogen bonding -1.44 -0.70 -0.68 -0.96
Glide ligand -0.34 -0.30 -0.29 -0.52
efficiency
IC50 64.00£1.8 164.73+2.59  200.58+3.92 6.27+1.15
BChE Docking Score -8.34 -7.70 -6.55 -7.73
Glide energy -45.46 -48.28 -47.55 -33.78
hydrogen bonding -0.70 -0.70 0.70 -1.11
Glide ligand -0.34 -0.29 -0.25 -0.36
efficiency
1IC50 1.52+0.32 135.80+074 43.60+1.66 34.75+£1.99

Ces résultats montrent que nos ligands représentent, du point de vue énergétique, une
bonne affinité avec les résidus du site actif ainsi qu’ une bonne corrélation entre les

résultats expérimentaux et théoriques. (Tableau V 12).

De plus, I'élément le plus important affectant les activités biologiques des
molécules est les interactions des molécules avec les enzymes dans les calculs de docking
moléculaire. Lorsque ces interactions augmentent, les valeurs d'activité biologique des
molécules augmentent [56]. Ces interactions ont de nombreuses interactions telles que les
liaisons hydrogénent, les interactions hydrophiles et hydrophobes, les liaisons pi-pi et les
liaisons halogenes. En général, les interactions hydrophiles incluent des liaisons H tandis

que les interactions hydrophobes impliquent des forces de van der Waals [8].
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Les résultats obtenus par amarrage moléculaire indiquent que tous les dérivés
interagissent avec les deux enzymes par la formation de diverses interactions de liaisons

hydrogenes et Van der Waals.

Tout d’abord, le 5-HMAP se lie a I’acétylcholinestérase par des liaisons H avec les
acides amines TRP82, HIS438 et SER198 alors qu'il se lie par une forces de van der
Waals de I’ordre de -42.35 kcal/mol. Dans le cas debutyrylcholinesterase, le 5-HMAP
interagit par des liaisons H avec les acides aminés TRP82, HIS438 et SER198et il se
connecte par forces de van der Waals avec certains acides aminés avec une énergie de
liaison de -42.35 kcal/mol (Tableau V 13).

Tableau V 13: Différentes interactions entre I'inhibiteur 5-HMAP et I'acétylcholinestérase

et la butyrylcholinestérase obtenus par docking moléculaire

enzyme ligand Forces de Acides aminés
van der
waals
acétylcholinestérase 5-HMAP -42.35 TRP82, HIS438, SER198
5-HNAP -44.87 SER198, TRP231, PHE329, TRP82
4-HNAP -46.12 TRP231, TRP82, PHE329
Galantamine | -27.99 HIS438, TRP82, ASP70
butyrylcholinestérase| 5-HMAP -42.35 TRP82, HIS438, SER198
5-HNAP -44.87 SER198, TRP231, PHE329, TRP82
4-HNAP -46.12 TRP231, TRP82, PHE329
Galantamine 2318 GLY115, TYR128, TRP82, HIS438,
' PHE329
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(b)

Figure V 10 : Diagrammes d’interaction en 2D et 3D de la molécule 5-HMAP avec

I'acétylcholinestérase (a) et la butyrylcholinestérase (b)

Ensuite, la figure V 11 et le tableau V 13 illustrent la présentation détaillée des
interactions du ligand 5-HNAP avec 1’acétylcholinestérase et la Butyrylcholinesterase. En
géneéral, le 5-HNAP se lie a I’acétylcholinestérase par des liaisons H avec les acides aminés
SER198, TRP231, PHE329 et TRP82 et par des forces de van der Waals avec certains
acides aminés avec une énergie de 44.87 kcal/mol. En ce qui concerne la
Butyrylcholinesterase le 5-HNAP interagit par des liaisons H avec les acides aminés
SER198, TRP231, PHE329 et TRP82, tandis qu’il se connecte par des forces de van der
Waals avec certains acides aminés (figure V 10) avec une énergie de -44.87 kcal/mol
(Tableau V 13).
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Figure V 11 : Diagrammes d 'interaction en 2D et 3D de la molécule 5-HNAP avec

I'acétylcholinestérase (a) et la butyrylcholinestérase (b)

De plus, I’analyse de docking moléculaire pour 4-HNAP a indique que les liaisons
hydrogenent et les interactions hydrophobes (forces de van der Waals) sont les deux
principales interactions. Dans le cas d’acétylcholinestérase, nous pouvons voir sur la figure
V.12(a) que le 4-HNAP interagit par des liaisons H avec les acides aminés TRP231,
TRP82 et PHE329, tandis qu’il se connecte par des interactions hydrophobes avec une
énergie de liaison de -46.12 kcal/mol. Dans le cas de butyrylcholnéstérase, nous pouvons
voir sur la figure V 12 (b) que le 4-HNAP interagit par des liaisons hydrogenes avec les

acides aminés TRP231, TRP82 et PHE329. En ce qui concerne les forces de van der
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Waals, le 4-HNAP se connecte avec une énergie de liaison de -46.12 kcal/mol (tableau V
13) et (figure V 12 (b)).
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Figure V 12 : Diagrammes d 'interaction en 2D et 3D de la molécule 4-HNAP avec

I'acétylcholinestérase (a) et la butyrylcholinestérase (b)

Enfin, il apparait que le standard (la galanthamine) s'adapte favorablement a I'ensemble de
la poche de liaison de I'acétylcholinestérase en formant plusieurs interactions de van der
Waals avec une énergie de liaison de -27.99 Kcal/mol, en ce qui concerne liaisons

hydrogénes la galanthamine se connecte avec : HIS438, TRP82, ASP70. Dans le cas de
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butyrylcholinesterase, le la galanthamine interagit par des liaisons H avec les acides
aminés GLY115, TYR128, TRP82, HIS438 et PHE329 et il se connecte par forces de van
der Waals avec certains acides aminés avec une énergie de liaison de -23.18 kcal/mol
(Tableau V 13).

(b)

Figure V 13 : Diagrammes d’interaction en 2D et 3D de la molécule 4-HNAP avec

I'acétylcholinestérase (a) et la butyrylcholinestérase (b)

Ces types d'interactions sont probablement responsables de la stabilisation d'un
complexe inhibiteur de protéines. Ce qui reflete la grande stabilite et l'affinité des

molécules étudiées pour se lier aux récepteurs.
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V.4.3.2 Reésultats du docking moléculaire avec I’a-amylase
Une étude de docking moléculaire a été réalisée afin d'explorer les interactions des
dérivés a-aminophosphonates synthétisés dans le site actif de ’a-amylase (4W93). La
conformation stable qui correspond a I'énergie de liaison la plus basse a été choisie comme
meilleure pose et a été utilisée dans I'analyse d'amarrage [40].

Les structures cristallines des meilleurs modes de docking des complexes 5-HMAP-a-
amylase 5-HNAP-a-amylase et 4-HNAP-a-amylase sont représentées sur la figure ci-

dessous.
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(d)
Figure V 14: Visualisation des meilleures poses de docking de (a) 5>-HMAP, (b)5-HNAP,
(c) 4-HNAP et d) acarbose avec ['a-amylase ‘PDB ID: (4W93)’.

De ces résultats, il apparait que les trois esters a-aminophosphonates préférent se lier

dans la poche interne de 1’a-amylase.

Les scores de docking montrent que 1’acarbose posséde le meilleur score suivi par les
composés 5-HNAP, 5-HMAP et 4-HNAP qui sont respectivement les scores de -4.18
Kcal/mol, -4.11 Kcal/mol et -4.06 Kcal/mol, ces voleurs de I'énergie de liaison calculées

indiguent une bonne affinité de liaison entre a-amylase et les composés testés (Tableau V
14).
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Tableau V 14 : Résultats du docking moléculaire et d’ICso de l'inhibiteur étudié avec ’o-

amylase
_ Docking Glide hydrogen Glide ligand
Ligand name ) o
Score energy bonding efficiency
5-HMAP -4.11 -34.95 -0.84 -0.17
5-HNAP -4.18 -35.03 -0.21 -0.16
4-HNAP -4.07 -39.50 -0.70 -0.15
acarbose -12.71 -57.25 -7.82 -0.28

Les trois ligands aminophosphonates et le référence acarbose ont été sélectionnés
pour une étude plus approfondie de leur mode de liaison contre le site actif de 1I’a-amylase
(4W93) tableau V 15.

Tableau V 15 : Différents interactions formées entre les inhibiteurs 5-HMAP, 5-HNAP et
4-HNAP et [’a-amylase

Ligand forces de Van der Waals Acides aminies
5-HMAP -30.79 GLU233, HIE299, ARG195
5-HNAP -30.39 HIE299, ARG195, TRP58,

TRP59, ASP300
4-HNAP -32.69 GLU233, HIS201, ASP197
acarbose *ASP300, GLU233, ASP197,

-32.38

LYS200, *GLU240, ILE235

*(deux interaction hydrogene avec le méme acide aminé)

L'étude de docking moléculaire du composé 5-HMAP a montré que ce composé
était profondément ajusté a l'intérieur de la poche active de I'enzyme en formant trois
liaisons hydrogenes et plusieurs interactions hydrophobes de type van der Waals,
L’interaction par des liaisons hydrogénes ont été observées avec les résidus, GLU233,

HIE299 et ARG195, alors que les interactions hydrophobes étaient le long des acides
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aminés trés hydrophobes avec une énergie de liaison de -30.79 Kcal/mol ( tableau V 19 et
figure V 15).

1E
B 238
101
TYR
LEU 151
165

Figure V 15 : Diagrammes d’interaction en 2D et 3D de la molécule 5-HMAP avec [’a-

amylase

Il apparait sur la Figure ci-dessous, que le 5-HNAP s'adapte favorablement a
l'ensemble de la poche de liaison de I’a-amylase en formant plusieurs interactions de type
de van der Waals avec une énergie de liaison de -30.39 Kcal/mol. En outre, des liaisons
hydrogenes ont été observées avec HIE299, ARG195, TRP58, TRP59 et ASP300 (tableau
V 14).
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Figure V 16 : Diagrammes dinteraction en 2D et 3D de la molécule 5-HNAP avec [ a-

amylase
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La Figure V 17 montre les interactions 2D de la molécule 4-HNAP avec le site actif

de I’a-amylase.

Figure V 17 : Diagrammes dinteraction en 2D et 3D de la molécule 4-HNAP avec [’a-

amylase

De cette figure, il apparait que le 4-HNAP s'adapte favorablement a I'ensemble de
la poche de liaison de I’a-amylase en formant plusieurs interactions de van der Waals avec
une énergie de liaison de -32.69 Kcal/mol. En outre, des liaisons hydrogenes ont été
observées avec GLU233, HIS201 et ASP197.

La Figure V 18 montre les interactions 2D de la référence (I’acarbose) avec le site actif de

I’a-amylase.

Figure V 18: Diagrammes d’interaction en 2D et 3D du référence [’acarbose avec l’a-

amylase
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En conclusion, les informations recueillies lors de I'analyse de simulation de docking pour
les trois ligands étaient en faible corrélation avec les valeurs IC50 obtenues lors du test
d'inhibition de a-amylase. (Tableau V 14). 1l est a noté que le score est une estimation de
I'affinité entre la macromolécule et la petite molécule organique. Un score ne prédit donc
pas une activité mais une affinité [55].
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CONCLUSION GENERALE

L’objectif de cette these était de synthétiser une nouvelle série de composés organophosphorés
de la catégorie des o-aminophosphonates, molécules ayant de nombreuses propriétés
biologiques intéressantes dans les applications médicinales et dans 1’industrie

pharmacologique.

m Nous sommes arrivés a synthétiser trois a-aminophosphonates en appliquant le protocole de
la réaction a trois composants de Kabachnik-Fields (phospha-Mannich) a partir d’aminophénols

différemment substitués :

- [(2-Hydroxy-5-methyl-phenylamino)-diphenyl-methyl]-phosphonic acid diethyl ester
5-HMAP.
- [(2-Hydroxy-5-nitro-phenylamino)-diphenyl-methyl]-phosphonic acid -diethyl ester
5-HNAP.
- [(2-Hydroxy-4-nitro-phenylamino)-diphenyl-methyl]-phosphonic acid diethyl ester
4-HNAP.

Le rendement de la synthese était entre 70% et 85%. Les produits synthétisés sont des solides
de couleurs et de solubilité différents, ils sont caractérisés par des points de fusion suivants :
Tfs-1map =156'C °C, Tfs-hnap =214°C et Tfa-Hnap=190°C).

La spectroscopie infrarouge ATR-FTIR, a montré la disparition des pics caractéristiques des
groupements NH2 et C=0 des réactifs de départ et 1’apparition de nouveaux pics attribués aux
groupements phosphonates, P=0, P-O-C et P-C.

La spectrophotométrie UV-vis a permis de confirmer 1’obtention de nouvelles molécules
différencier par leurs bandes d’absorption de Amax différentes d’une molécule a une autre et

differentes de celles des réactifs de départ.

L’analyse des produits synthétisés par la spectroscopie de résonance magnétique RMN H, 13C

et 3P et ’'RMN bidimensionnel 2D a permis de confirmer les structures attendues.

L'analyse de la structure cristalline des molécules 5-HMAP, 5-HNAP par les rayons RX montre

qu’elles sont connectées en chaines dimériques et en couches bidimensionnelles parall¢les au
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plan (1-10), formées par des liaisons hydrogene O-H--O et C-H--O. Ces couches sont ensuite
étendues en un réseau tridimensionnel via des interactions C-H---r.
m Les molécules synthétisées, ont été valorisés a travers des tests biologiques différents et des
tests pharmacologiques in vitro. Dans un premier temps nous avons étudié 1’activité
antioxydante par les techniques chimiques couramment utilisées dans ce type de tests :
» La capacité de piégeage des radicaux :
e Le DPPH basée sur la réduction du radical libre (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle,
e L’ABTS basé sur la capacité¢ a réduire le radical libre (acide 2,2'-
azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique et
e Le GOR basé sur la capacité a réduire le radical libre galvinoxyl),
» La capacité réductrice des ions :
e Cuivriques(CUPRAC)
e Ferriques (FRAP et PHENANTHROLINE)
» La capacité de prévention de la peroxydation lipidique par le test du blanchiment du

béta caroténe.

Les produits testés montrent une bonne capacité antioxydante avec des valeurs ICsgo

comparables a celles des standards utilisés BHT et BHA.

m Dans un deuxiéme temps nous avons testé 1’activité anti-enzymatique des molécules -
aminophosphonates synthétisées, vis-a-vis de quatre enzymes dont I’AChE et le BChE pour
évaluer D’activité anti-Alzheimer, I’a-amylase pour évaluer I’activité antidiabétique et
I’uréase pour évaluer ’activité antiulcereuse.

e Les molécules testées montrent une bonne et prometteuse activité anti-
Alzheimer. Le taux d’inhibition de la molécule 5-HMAP, exprimée un
pourcentage est supérieur a celui de la référence BChE et comparable a celui de
I’AChE.

e Les molécules 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP présentent une activité
antidiabétique trés importante in vitro contre 1’a-amylase considéré comme un
enzyme important dans la digestion des glucides et par conséquent dans la
régulation de la glycémie postprandiale. En revanche les produits testés ont
montré une faible activité inhibitrice de 1’uréase par rapport a la référence

utilisée.
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m L’effet de différents produits sur la dénaturation thermique de I’albumine du sérum bovin
(BSA) évalué in vitro, montre que seules les molécules substituées en position meta (m) du
noyau aromatique dans les a-aminophosphonates possédent une activité antiinflammatoire

comparable a celle de I’ibuproféne.

m Les résultats de I’étude effectuée sur les facteurs de protection solaire indiquent que les
dérivées a-aminophosphonates synthétisées appartenant a la catégorie des produits de haute
protection solaire, ils sont donc, des bons protecteurs contre les rayonnements solaires, ils
peuvent bloquer plus de 97% des rayonnements UV, et ils ont une protection meilleure que

celle de la référence.

m L’activit¢é hémolytique des molécules a-aminophosphonates synthétisées dépende de la
concentration, forte heureusement toutes nos molécules ont un effet hémolytique faible sur les

globules rouges humains et elles sont pratiquement non toxiques.

m Les molécules synthétisées possedent une activité antibactérienne contre les microbes
pathogenes, quoique les diamétres des zones d’inhibition pour les molécules substituées par un

groupement nitro soient relativement faibles.

m Pour une meilleure compréhension de différentes activités, on a fait recours a la modélisation
moléculaire des molécules synthétisées, en utilisant trois méthodes : DFT, QSAR et amarrage
moléculaire.

» La méthode de calcul DFT est appliquée a I’aide du logiciel GaussianQ9, pour connaitre,
d’une maniére approfondie, les propriétés structurales (géométriques), les orbitales HOMO et
LUMO, AEcapr, les moments dipolaires, les charges atomiques de Mulliken, la dureté, la
douceur locale, I'électrophilie et I'électronégativité des molécules synthétisées.

e Les orbitales moléculaires sont principalement localisés autour des cycles aromatiques.

e Les énergies des orbitales HOMO de toutes les molécules sont basses, ceci confére aux

molécules un caractére électrophile.

e Lesvaleurs du gap énergétiques (AEnomo-Lumo) indiquent que les molecules : 5-HMAP,

5-HNAP et 4-HNAP sont des espéces réactives et instables.

e Selon Mulliken, les charges négatives sont portées sur les atomes d’oxygéne, d’azotes et

par certains atomes de carbone des cycles aromatiques.
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e Les valeurs obtenues des descripteurs de réactivité globales démontrent que les
molécules a-aminophosphonates synthétisées sont des électrophiles puissants et
donneurs d'électrons.

» Une analyse de la relation structure-réactivité et de prédiction de la similarité de nos
molécules avec les médicaments a travers le concept Drug-likeness et Drug-score, a été
menée a bien en utilisant des logiciels spécialisés. Cela est réalisé selon les regles de
lipinski, Veber, Ghose et Score de biodisponibilité. Cette évaluation, nous a permis de :

e Constater que les molécules synthétisées ont une bonne biodisponibilité orale.

e Prédire la bioactivité de toutes les molécules vis-a-vis des récepteurs couplés aux
protéines G (GPCR), des canaux ioniques, des protéines kinases, des recepteurs
nucléaires et d'autres cibles enzymatiques.

e Les molécules synthétisées présentent une bioactivité moderée par rapport aux normes.

e Les molécules 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP, ont des structures supposées non
mutagenes, non irritantes et sans effet sur la reproduction lors de I'exécution de I'étude

de mutagénicité.

» Enfin, le docking moléculaire entre les molécules : 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP et
les récepteurs acétylcholinestérase (4EY6), butyrylcholinesterase (4BDS) et Alpha-amylase
(4WO93), a été exécuté pour définir la conformation appropriée des acides diesters o-
aminophosphonates synthétisés dans les récepteurs et les forces secondaires qui en résultent

entre ces molécules et les acides aminés actifs des récepteurs, les résultats montrent que :

e Les molécules synthétisées dans ce travail, représentent du point de vue
énergétique, une bonne affinité avec les résidus des sites actifs

e L’interaction des molécules 5-HMAP, 5-HNAP et 4-HNAP avec les trois
enzymes a révélé que les molécules étudiées peuvent se lier a ces enzymes au

moyen de divers contacts de liaison.
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PERSPECTIVES

Vu les résultats excellents des tests biologiques réalisés, et en se concerne les prochains

objectifs, il serait intéressant d’envisager comme perspectives de :

v’ Préparer les acides phosphoniques correspondant aux molécules obtenues par
I’hydrolyse de la fonction ester de ces phosphonates en milieu acide

v' Compléter la série des phosphonates a partir d’aminophénols substitués par des
groupements actifs en positions ortho, meta et para.

v Poursuivre la mise en évidence des activités biologiques et pharmaceutiques des
molécules synthétisées, notamment I’étude de leur intérét dans la lutte contre le
covidel9, le Cancer et la Tuberculose.

v' Faire des tests de toxicité in vitro et des tests in vivo pour confirmer leurs propriétés

thérapeutiques et leur disposition a étre administrés chez I’étre humain.
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Parametres géométriques expérimentaux et théoriques calculés (méthode DFT

annexe 1 : Les données cristallographiques de 5-HMAP

B3LYP/6-31G (d, p)) (A, ©)

Distances interatomiques (A)

liaisons Exp. Theo.
C7—C6 1.385 (3) 1.4027
Cc2—C7 1.392 (3) 1.3974
C7—H7 0.93 1.0889
C6—C5 1.402 (3) 1.4073
C6—N1 1.397 (2) 1.4388
C5—C4 1.375 (3) 1.4034
C5—01 1.376 (2) 1.3561
C3—C4 1.387 (3) 1.3913
C4—H4 0.93 1.0856
C2—Cs3 1.370 (3) 1.4053
C3—H3 0.93 1.0877
c2—C1 1.505 (3) 1.5123
O1—H1 0.82 0.9785
Cl—H1A 0.96 1.0971
Cl1—H1B 0.96 1.0963
Cl—H1C 0.96 1.0943
N1—H 0.86 1.0155
N1—C8 1.444 (2) 1.4773
C8—H8 0.98 1.1001
C8—C9 1.518 (3) 1.5173
C8—P1 1.8167 (18) 1.8599
C9—C14 1.381 (3) 1.4012
C9—C10 1.386 (3) 1.4045
Cl14—C13 1.389 (4) 1.3971
Cl4—H14 0.93 1.0869
Ci0—C11 1.372 (3) 1.397
C10—H10 0.93 1.0856
C13—C12 1.366 (4) 1.3975
C13—H13 0.93 1.0862
Ci1—Ci2 1.361 (4) 1.3983
Cl1—H11 0.93 1.0863
Cl2—H12 0.93 1.0862
P1—03 1.5552 (16) 1.6162
P1—02 1.4650(16) 1.4975
P1—04 1.5617 (14) 1.6118
03—C15 1.464 (3) 1.4569
04—C17 1.449 (3) 1.4552
C17—H17A 0.97 1.0963
C17—H17B 0.97 1.0939
C17—C18 1.435 (4) 1.5167
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C15—H15A 0.97 1.0951
C15—H15B 0.97 1.093
C15—C16 1.401 (4) 1.5174
C16—H16A 0.96 1.0959
Cl6—H16B 0.96 1.0943
Cl6—H16C 0.96 1.0934
C18—H18A 0.96 1.0935
C18—H18B 0.96 1.0942
C18—H18C 0.96 1.0955
Angles de liaisons (°)
angles theo. exp
C6—C7—C2 122.4043 121.85 (18)
C6—C7—H7 118.0989 119.1
C2—C7—H7 119.4932 119.1
C7—C6—C5 119.26 117.98 (17)
C7—C6—N1 121.7493 124.13 (17)
N1—C6—C5 118.895 117.88 (17)
C4—C5—C6 118.9525 120.35 (18)
01—C5—C6 123.4512 116.31 (16)
C4—C5—01 117.5927 123.34 (18)
C5—C4—C3 120.6506 120.37 (19)
C5—C4—H4 118.2662 119.8
C3—C4—H4 121.0795 119.8
C2—C3—C4 121.443 120.52 (19)
C4—C3—H3 119.0419 119.7
C2—C3—H3 119.5147 119.7
C3—C2—C7 117.2886 118.91 (19)
Cr—C2—C1 121.5625 120.51 (19)
C3—C2—C1 121.1489 120.58 (19)
C5—01—H1 111.3525 109.5
C2—Cl1—H1A 111.5367 109.5
C2—C1—H1B 111.5221 109.5
C2—C1—H1C 111.2775 109.5
H1A—C1—H1B 107.1303 109.5
H1A—C1—H1C 107.505 109.5
H1B—C1—H1C 107.6459 109.5
C6—N1—H 110.4198 119.5
C6—N1—C8 118.8418 120.94 (15)
C8—N1—H 108.6132 119.5
N1—C8—H8 112.5533 107.5
N1—C8—C9 109.9243 117.04 (15)
N1—C8—P1 108.117 108.79 (12)
C9—C8—H8 109.111 107.5
P1—C8—H8 106.3872 107.5
C9—C8—P1 110.6992 108.20 (12)
C14—C9—C8 120.2241 121.27 (19)
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C10—C9—C8 120.7662 120.41 (18)
C14—C9—C10 119.003 118.2 (2)
C9—C14—C13 120.6571 120.0 (2)
C9—Cl14—H14 119.578 120

C13—C14—H14 119.7649 120
Cl11—C10—C9 120.3162 121.2 (2)
C9—C10—H10 119.3966 119.4
C11—C10—H10 120.287 119.4
Cl2—C13—C14 120.0632 120.6 (3)
C14—C13—H13 119.7555 119.7
C12—C13—H13 120.1808 119.7
Cl12—C11—C10 120.3107 120.2 (3)
C10—C11—H11 119.6018 119.9
Cl2—Cl11—H11 120.0874 119.9
Cl1—Cl12—C13 119.6496 119.8 (3)
C13—C12—H12 120.1613 120.1
Cl1—Cl12—H12 120.1888 120.1
03—P1—C8 106.6628 102.97 (8)
02—P1—C8 114.0632 113.70 (9)
04—P1—C8 100.5683 106.42 (9)
02—P1—03 114.2882 116.23 (10)
03—P1—-04 103.6653 102.65 (8)
02—P1—-04 116.1009 113.59 (9)
C15—03—P1 122.7715 119.61 (17)
Cl7—04—P1 120.7668 124.31 (15)
04—C17—H17A 108.4094 109.7
04—C17—H17B 108.4418 109.7
C18—C17—04 107.8633 110.0 (2)
H17A—C17—H17B 109.0479 108.2
C18—C17—H17A 111.3126 109.7
C18—C17—H17B 111.6652 109.7
03—C15—H15A 106.7473 109.4
03—C15—H15B 109.1928 109.4
C16—C15—03 109.0292 111.2 (3)
H15A—C15—H15B 108.3075 108
C16—C15—H15A 111.2289 109.4
C16—C15—H15B 112.1728 109.4
C15—C16—H16A 109.4183 109.5
C15—Cl16—H16B 110.8839 109.5
C15—C16—H16C 111.0706 109.5
H16A—C16—H16B 108.2825 109.5
H16A—C16—H16C 108.481 109.5
H16B—C16—H16C 108.6284 109.5
C17—C18—H18A 110.5993 109.5
C17—C18—H18B 110.9117 109.5
C17—C18—H18C 109.562 109.5
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H18A—C18—H18B 108.6742 109.5

H18A—C18—H18C 108.5717 109.5

H18B—C18—H18C 108.4605 109.5
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Coordonnées atomiques et facteurs d’agitation thermiques isotropes (A?).

annexe 1 : Les données cristallographiques de 5-HMAP

X y z Uiso*/Ueq
P1 0.32355 (6) 0.15144 (5) 0.27970 (5) 0.04488 (18)
04 0.32313 (18)  0.21119 (15) 0.42232 (14) 0.0536 (4)
03 0.16458 (18) 0.15943 (17) 0.18648 (16) 0.0603 (4)
o1 0.5428 (2) 0.10811 (14) —0.09693 (15) 0.0573 (4)
H1 0.564 0.0807 —0.1636 0.086*
02 0.3405 (2) 0.01560 (15) 0.26383 (17) 0.0639 (4)
N1 0.4972 (2) 0.22674 (17) 0.12066 (16) 0.0489 (4)
H 0.4469 0.1408 0.0819 0.059*
C6 0.5927 (2) 0.31139 (19) 0.06085 (18) 0.0413 (4)
c8 0.4817 (2) 0.28147 (19) 0.24676 (18) 0.0418 (4)
H8 0.4453 0.3598 0.2365 0.05*
c9 0.6333 (2) 0.3310 (2) 0.36921 (19) 0.0439 (4)
C5 0.6165 (2) 0.2489 (2) ~0.05371(19)  0.0451 (4)
c2 0.7564 (3) 0.5331 (2) 0.0425 (2) 0.0490 (5)
C3 0.7801 (3) 0.4691 (2) —0.0679 (2) 0.0579 (6)
H3 0.8438 0.5211 —0.1105 0.07*
C10 0.6739 (3) 0.4549 (2) 0.4598 (2) 0.0538 (5)
H10 0.6119 0.5107 0.4417 0.065*
C4 0.7098 (3) 0.3273 (2) —0.1165 (2) 0.0562 (5)
H4 0.7258 0.2849 —0.192 0.067*
c7 0.6629 (2) 0.4534 (2) 0.10622 (19) 0.0462 (4)
H7 0.6471 0.4965 0.1814 0.055*
Cl14 0.7286 (3) 0.2509 (3) 0.3978 (3) 0.0625 (6)
H14 0.7044 0.1675 0.3385 0.075*
C1 0.8324 (3) 0.6870 (2) 0.0952 (3) 0.0665 (6)
H1A 0.8035 0.7142 0.1724 0.1*
H1B 0.7937 0.7312 0.0271 0.1*
H1C 0.9485 0.7138 0.1197 0.1*
C11 0.8040 (3) 0.4967 (3) 0.5757 (2) 0.0675 (7)
H11 0.8288 0.5799 0.6356 0.081*
C12 0.8967 (3) 0.4168 (3) 0.6034 (3) 0.0757 (7)
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H12 0.9845
C17 0.3889 (4)
H17A 0.416
H17B 0.4876
C13 0.8605 (3)
H13 0.9247
C15 0.0071 (3)
H15A —0.0147

H15B

0.0107

annexe 1 : Les données cristallographiques de 5-HMAP

0.4451
0.1674 (3)
0.0866
0.2402
0.2949 (3)
0.241
0.0755 (3)
~0.0206
0.0848

0.6822
0.5413 (2)
0.5162
0.6002
0.5151 (3)
0.5337
0.1916 (4)
0.1531
0.2842

0.091*
0.0751 (7)
0.09%
0.09%
0.0782 (8)
0.094*
0.0900 (9)
0.108*
0.108*
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Facteurs d’agitation thermiques anisotropes (A?).

annexe 1 : Les données cristallographiques de 5-HMAP

Ull U22 U33 U12 U13 U23
P1 0.0436 (3)  0.0469 (3) 0.0480 (3)  0.0125(2) 0.0239(2) 0.0132 (2)
04 0.0589 (9)  0.0629 (9) 0.0519 (8)  0.0261(7) 0.0301(7)  0.0196 (7)
03 0.0389(8)  0.0745(10)  0.0631(9) 0.0087 (7) 0.0178(7) 0.0251 (8)
o1 0.0681 (10)  0.0479 (8) 0.0545(8)  0.0103(7) 0.0314(8) 0.0071 (6)
02 0.0781 (11)  0.0487 (8) 0.0785 (11) 0.0207 (7) 0.0479 (9)  0.0166 (7)
N1 0.0534 (10)  0.0431 (8) 0.0476 (9)  0.0048 (7) 0.0267 (8)  0.0090 (7)
C6 0.0362(9)  0.0473(10)  0.0403(9) 0.0108(8) 0.0145(8) 0.0146 (8)
cs 0.0400 (10)  0.0430 (10)  0.0457 (10) 0.0129 (8) 0.0202(8)  0.0124 (8)
Co 0.0394 (10)  0.0498 (10)  0.0451 (10) 0.0123(8) 0.0206 (8)  0.0132 (8)
Cc5 0.0442 (11)  0.0468 (10)  0.0440 (10) 0.0126 (8) 0.0165(9)  0.0127 (8)
Cc2 0.0471(11) 0.0483(11)  0.0484 (11) 0.0107 (8) 0.0131(9) 0.0192 (8)
Cc3 0.0562 (13) 0.0608 (13) = 0.0570 (12) 0.0081(10) 0.0274 (11) 0.0236 (10)
C10  0.0530(13) 0.0543(12)  0.0537(12) 0.0150(9) 0.0231(10) 0.0082 (9)
C4 0.0617 (14) 0.0616 (13) = 0.0480 (11) 0.0147 (10) 0.0288 (11) 0.0153 (9)
Cc7 0.0473 (11)  0.0466 (10)  0.0438 (10) 0.0127 (8) 0.0168(9)  0.0123 (8)
Cl4  0.0557(14) 0.0671(14)  0.0676 (14) 0.0266(11) 0.0203 (12) 0.0132 (11)
c1 0.0720 (16) 0.0514 (12)  0.0702 (15) 0.0084(11) 0.0247 (13) 0.0221 (11)
Cll  0.0648(16) 0.0690(15)  0.0519 (13) 0.0070(12) 0.0168 (12) 0.0023 (11)
Cl2  0.0551(15) 0.096 (2) 0.0588 (15) 0.0123(14) 0.0085 (12) 0.0160 (14)
Cl7  0.0753(18) 0.111(2) 0.0540 (13) 0.0420(16) 0.0273 (13) 0.0332 (14)
C13  0.0567 (16) 0.100 (2) 0.0830 (19) 0.0376(15) 0.0139 (14) 0.0306 (16)
C15  0.0459 (15) 0.093 (2) 0.121(3)  0.0024(13) 0.0248 (16) 0.0452 (18)
C16  0.0512(17) 0.142(3) 0.116 (3)  0.0259(18) 0.0257 (18) 0.032 (2)
C18  0.119(3) 0.187 (4) 0102(2)  0.077(3) 0.069(2)  0.092(3)
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Parametres géométriques expérimentaux et théoriques calculés (méthode DFT
B3LYP /6-31G (d, p)) (A, °).

Distances interatomiques (A)

liaisons theo. exp.
C7—C2 1.3985 1.3957 (10)
C3—C2 1.3952 1.3828 (11)
N2—C2 1.463 1.4548 (10)
C6—C7 1.3909 1.3881 (10)
C7—H7 1.0816 0.93
C5—C6 1.4166 1.4188 (10)
N1—C6 1.425 1.3818 (9)
C4—C5 1.3969 1.3916 (11)
01—C5 1.3565 1.3468 (9)
C4—C3 1.3912 1.3923 (12)
C4—H4 1.0844 0.93
C3—Hs3 1.0825 0.93
O1—H1 0.9742 0.82
N1—H 1.0219 0.86
N1—C8 1.468 1.4505 (9)
N2—O5 1.2346 1.2278 (11)
0O6—N2 1.2356 1.2293 (10)
C8—Hs8 1.102 0.98
C9—C8 1.5189 1.5248 (11)
P1—C8 1.8621 1.8160 (7)
C9—C10 1.401 1.3962 (11)
C9—Ci14 1.401 1.3898 (11)
Cl10—C11 1.396 1.3939 (14)
C10—H10 1.0852 0.93
Cl4—C131 1.3965 1.3943 (13)
Cl4—H14 1.0867 0.93
Cl1—C12 1.3977 1.3828 (16)
Cli1—H11 1.0862 0.93
Cl12—C13 1.3969 1.3830 (16)
C13—H13 1.086 0.93
P1—02 1.4948 1.4748 (6)
P1—03 1.6051 1.5646 (6)
P1—04 1.6161 1.5709 (7)
03—C15 1.4568 1.4501 (11)
04—C17 1.4551 1.4627 (12)
C15—H15A 1.0947 0.97
C15—H15B 1.0946 0.97
C15—C16 1.5162 1.4921 (16)

C16—H16A 1.0938 0.96
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Cl6—H16B 1.0952 0.96
Cl6—H16C 1.0939 0.96
C17—H17A 1.0935 0.97
C17—H17B 1.0957 0.97

Cl17—C18 1.5168 1.4991 (16)
C18—H18A 1.0938 0.96
C18—H18B 1.0941 0.96
C18—H18C 1.0954 0.96

Angles de liaisons (°)
angles theo exp
C3—C2—C7 122.0804 123.21 (7)
C7—C2—N2 118.6321 117.81 (7)
C3—C2—N2 119.2867 118.97 (7)
C6—C7—C2 119.3003 118.89 (6)
C2—C7—H7 118.8066 120.6
C6—C7—H7 121.893 120.6
C7—C6—C5 118.8772 118.76 (6)
N1—C6—C7 125.3305 123.99 (6)
N1—C6—C5 115.7694 117.21 (6)
C4—C5—C6 120.9898 120.74 (7)
01—C5—C6 119.9169 115.35 (6)
01—C5—C4 119.0933 123.91 (7)
C5—C4—C3 119.9161 120.55 (7)
C5—C4—H4 118.8899 119.7
C3—C4—H4 121.1792 119.7
C2—C3—C4 118.7851 117.83 (7)
C2—C3—H3 119.7784 121.1
C4—C3—H3 121.4309 121.1
C5—01—H1 107.4497 109.5
C6—N1—H 111.8191 119.4
C6—N1—C8 118.824 121.25 (6)
C8—N1—H 108.9318 119.4
O5—N2—C2 117.9745 118.78 (8)
06—N2—C2 118.0121 118.86 (7)
O5—N2—06 124.0132 122.34 (8)
N1—C8—HS8 111.8365 107.4
N1—C8—C9 113.7561 115.21 (6)
N1—C8—P1 105.2902 108.73 (5)
C9—C8—H8 108.453 107.4
P1—C8—H8 102.9041 107.4
C9—C8—P1 114.116 110.44 (5)
C10—C9—C8 121.5365 121.23 (7)
C14—C9—C8 119.5332 119.62 (7)
C14—C9—C10 118.9257 119.14 (8)
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C11—C10—C9
C9—C10—H10
C11—C10—H10
C9—C14—C13
C9—C14—H14
C13—C14—H14
C12—C11—C10
C10—C11—H11
Cl12—Ci11—H11
Cl12—C13—C14
C14—C13—H13
C12—C13—H13
C11—C12—C13
C11—C12—H12
C13—C12—H12
02—P1—C8
03—P1—C8
04—P1—C8
02—P1—03
02—P1—04
03—P1—04
C15—03—P1
Cl17—04—P1
03—C15—H15A
03—C15—H15B
03—C15—C16
H15A—C15—H15B
C16—C15—H15A
C16—C15—H15B
C15—C16—H16A
C15—C16—H16B
C15—C16—H16C
H16A—C16—H16B
H16A—C16—H16C
H16B—C16—H16C
04—C17—H17A
04—C17—H17B
04—C17—C18
H17A—C17—H17B
C18—C17—H17A
C18—C17—H17B
C17—C18—H18A
C17—C18—H18B
C17—C18—H18C
H18A—C18—H18B
H18A—C18—H18C

120.5079
119.5245
119.963
120.6351
119.6551
119.7095
120.244
119.6672
120.0879
120.1114
119.6875
120.1973
119.5746
120.2105
120.2123
111.2052
99.8784
110.1504
118.3324
113.9999
102.0805
121.1844
121.5998
108.4798
108.2383
107.8683
109.1216
111.513
111.5123
110.8745
109.5304
110.8552
108.4038
108.6928
108.4138
108.8299
108.0267
108.025
108.8663
111.9523
111.0376
110.8827
110.8709
109.5766
108.6103
108.4822
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120.29 (8)
119.9
119.9

120.32 (9)
119.8
119.8

120.04 (9)

120
120

120.13 (9)
119.9
119.9

120.08 (9)

120
120

113.61 (4)

101.34 (3)

107.81 (4)

115.99 (4)

113.97 (4)

102.80 (4)

124.50 (6)

119.95 (6)
110.3
110.3

107.16 (9)
110.3
110.3
110.3
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
110.1
110.1

108.00 (9)
108.4
110.1
110.1
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
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H18B—C18—H18C 108.3466 109.5
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annexe 2 : Les données cristallographiques de 5-HNAP

Coordonnées atomiques et facteurs d’agitation thermiques isotropes (A?).

X y z Uiso*/Ueq
P1 0.43871 (3) 0.837829 (12) 0.580456 (12) 0.01802 (5)
04 0.62344 (8) 0.85363 (4) 0.56211 (4) 0.02480 (12)
o1 0.67002 (9) 0.67493 (4) 0.84840 (4) 0.02354 (12)
H1 0.7178 0.6612 0.8978 0.035*
02 0.31210 (9) 0.87108 (4) 0.50959 (4) 0.02550 (12)
03 0.43633 (10) 0.87666 (4) 0.67637 (4) 0.02588 (13)
06 0.42145 (10) 0.40947 (5) 0.55453 (5) 0.03074 (15)
N1 0.52255 (9) 0.70316 (4) 0.68479 (4) 0.01935 (11)
H 0.5694 0.7434 0.7179 0.023*
N2 0.50599 (11) 0.39616 (5) 0.62718 (5) 0.02413 (13)
05 0.55791 (16) 0.32481 (5) 0.65008 (7) 0.0519 (3)
C9 0.23247 (9) 0.70176 (5) 0.60174 (5) 0.01839 (12)
cs 0.41607 (9) 0.72477 (4) 0.60275 (5) 0.01660 (11)
H8 0.4576 0.6934 0.5536 0.02*
C4 0.67217 (12) 0.52188 (5) 0.82824 (5) 0.02377 (15)
H4 0.7258 0.5132 0.8861 0.029*
C3 0.63160 (12) 0.45217 (5) 0.77218 (6) 0.02480 (15)
H3 0.6584 0.3968 0.7913 0.03*
C14 0.14723 (11) 0.66272 (7) 0.52637 (6) 0.02719 (16)
H14 0.2025 0.6507 0.4771 0.033*
C5 0.63320 (9) 0.60444 (5) 0.79843 (5) 0.01767 (12)
C6 0.55018 (9) 0.61921 (4) 0.71073 (5) 0.01584 (11)
C15 0.38324 (16) 0.96281 (6) 0.69385 (7) 0.0332 (2)
H15A 0.2679 0.9712 0.6685 0.04*
H15B 0.4519 1.004 0.6671 0.04*
c10 0.14713 (12) 0.72038 (6) 0.67473 (6) 0.02606 (15)
H10 0.2029 0.7465 0.7255 0.031*
C7 0.50733 (10) 0.54966 (5) 0.65528 (5) 0.01779 (12)
H7 0.451 0.5574 0.5979 0.021*
c2 0.55023 (10) 0.46787 (5) 0.68707 (5) 0.01934 (12)
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Cl1
Hi1l
C17
H17A
H17B
C18
H18A
H18B
H18C
C12

~0.02135 (13)
~0.0779
0.67306 (14)
0.5932
0.6766
0.84235 (17)
0.8777
0.9205
0.8374
~0.10448 (13)
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0.69991 (7)
0.7128
0.83381 (7)
0.8577
0.7725
0.87162 (10)
0.8593
0.8475
0.9323
0.66046 (8)

0.67187 (7)
0.7205
0.47395 (7)
0.4269
0.4656
0.46977 (10)
0.4124
0.5165
0.4778
0.59679 (8)

0.03251 (19)
0.039%
0.03259 (19)
0.039*
0.039*
0.0463 (3)
0.069*
0.069*
0.069*
0.0349 (2)
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Facteurs d’agitation thermiques anisotropes (A?).
Ull U22 U33 U12 U13 U23
P1  0.02418 (10) 0.01528 (8) 0.01321(8) —0.00042 (6) —0.00312(6)  0.00095 (5)
O4  0.0268(3) 0.0255(3) 0.0212(3) —0.0077(2) —0.0007(2)  0.0006 (2)
Ol 0.0316(3) 0.0196(2) 0.0171(2) —0.0016(2) —0.0062(2) —0.00192 (18)
02  0.0320 (3) 0.0226 (3) 0.0192(2) 0.0023(2)  —0.0071(2) @ 0.00413 (19)
O3  0.0432(4) 0.0166(2) 0.0163(2) 0.0054(2) —0.0019(2) —0.00180 (18)
06  0.0434(4) 00249 (3) 0.0213(3) —0.0011(3) —0.0061(3)  —0.0050 (2)
N1  0.0260(3) 00144(2) 0.0156(2) 0.0005(2) —0.0054 (2) —0.00006 (18)
N2  0.0343(4) 00171(3) 0.0203(3) —0.0004(2)  0.0008(2)  —0.0028 (2)
O5 0.0927(8) 0.0173(3) 0.0390(4) 0.0106 (4) —0.0177(5) —0.0047 (3)
C9 0.0196 (3) 0.0185(3)  0.0166 (3) —0.0002 (2)  0.0004 (2) —0.0003 (2)
C8  0.0195(3) 0.0154 (3) 0.0140(2) 0.0003(2)  —0.0017 (2) = 0.00010 (19)
C4  0.0323(4) 0.0194(3) 00172(3) 0.0020(3) —0.0062(3)  0.0016 (2)
C3  0.0347 (4) 0.0170(3)  0.0205(3)  0.0032(3)  —0.0050 (3) 0.0017 (2)
Cl4 0.0211(3) 0.0391(5) 0.0208(3) —0.0047(3) 0.0003(3)  —0.0069 (3)
C5  0.0202(3) 00173(3) 0.0145(2) —0.0002(2) —0.0019(2)  —0.0001 (2)
C6  0.0176 (3) 0.0153(2) 0.0140(2) 0.0004 (2)  —0.0006 (2) = 0.00059 (19)
C15 0.0477(6) 0.0199 (3) 0.0317(4) 0.0077(3)  0.0042 (4) = —0.0023 (3)
C10 0.0283(4) 0.0281(4) 0.0226(3) —0.0036(3) 0.0064(3)  —0.0049 (3)
C7 0.0222 (3) 0.0159 (3) 0.0143(2) 0.0004 (2)  —0.0013 (2) 0.0001 (2)
C2  0.0252(3) 0.0156(3) 0.0164(3) 0.0007 (2) —0.0007(2) —0.0012(2)
Cll 0.0286(4) 0.0381(5) 0.0330(4) —0.0028(4) 0.0124(3)  —0.0042 (4)
C17  0.0361(5) 0.0349 (5)  0.0280 (4) —0.0081 (4)  0.0087 (4) —0.0022 (3)
C18  0.0397 (6) 0.0507 (7)  0.0521 (7) —0.0113(5)  0.0195 (5) 0.0008 (6)
Cl2 0.0220(4)  0.0456(6) 0.0375(5) —0.0051(4)  0.0057 (3)  —0.0014 (4)
C13  0.0230(4)  0.0564 (6) 0.0302(4) —0.0093 (4) —0.0008 (3)  —0.0094 (4)
C16  0.0545(7) 0.0463 (6)  0.0372(5)  0.0090 (5) 0.0079 (5) —0.0184 (5)
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Paramétres géométriques théoriques calculés (méthode DFT B3LYP / 6-31G (d, p)) (A, °) de
4-HNAP

Distances interatomiques (A) théoriques calculés par la méthode de DFT B3LYP / 6-31G

(d, p)
C1-C2 1.3931 C21-C24 1.3956
C1-Co6 1.3947 C21-H25 1.0864
C1-H7 1.0821 C22-C26 1.3961
C2-C3 1.4009 C22-H27 1.0859
C2-H8 1.086 C24-C26 1.3982
C3-C4 1.4159 C24-H28 1.0862
C3-N12 1.4164 C26-H29 1.0859
C4-C5 1.3927 P30-031 1.4883
C4-010 1.3585 P30-032 1.636
C5-C6 1.3951 P30-033 1.6196
C5-H9 1.0824 032-C34 1.4626
C6-N16 1.4696 033-C41 1.4553
010-H11 0.9775 C34-H35 1.0928
N12-H13 1.0138 C34-H36 1.0952
N12-C14 1.4816 C34-C37 15164
C14-H15 1.0947 C37-H38 1.0937
C14-C19 1.5211 C37-H39 1.0953
C14-P30 1.8476 C37-H40 1.0943
N16-O17 1.2333 C41-H42 1.0961
N16-018 1.2339 C41-H43 1.0941
C19-C20 1.4009 C41-C44 1.5167
C19-C21 1.4036 C44-H45 1.0942
C20-C22 1.3972 C44-H46 1.0952
C20-H23 1.0868 C44-H47 1.094
Angles de liaisons (°) théoriques calculés par la méthode de DFT B3LYP / 6-31G (d,p)
C2-C1-C6 118.1584 C26-C22-H27 120.2094
C2-C1-H7 121.736 C21-C24-C26 120.2208
C6-C1-H7 120.0944 C21-C24-H28 119.6988
C1-C2-C3 121.1502 C26-C24-H28 120.0787
C1-C2-H8 119.8337 C22-C26-C24 119.6505
C3-C2-H8 119.0074 C22-C26-H29 120.1978
C2-C3-C4 119.2393 C24-C26-H29 120.1516
C2-C3-N12 123.22 C14-P30-031 117.7444
C4-C3-N12 117.4644 C14-P30-032 100.918
C3-C4-C5 120.2036 C14-P30-033 101.3291
C3-C4-010 121.3009 031-P30-032 113.4132
C5-C4-010 118.4951 031-P30-033 115.8564
C4-C5-C6 118.7465 032-P30-033 105.6491
C4-C5-H9 120.3919 P30-032-C34 120.4094
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C6-C5-H9 120.8325 P30-033-C41 120.3918
C1-C6-C5 122.4502 032-C34-H35 108.6384
C1-C6-N16 118.9964 032-C34-H36 107.9588
C5-C6-N16 118.5498 032-C34-C37 108.3593
C4-010-H11 110.502 H35-C34-H36 108.3839
C3-N12-H13 112.5519 H35-C34-C37 112.2166
C3-N12-C14 117.4483 H36-C34-C37 111.1675
H13-N12-C14 110.8792 C34-C37-H38 111.2519
N12-C14-H15 107.3724 C34-C37-H39 109.2154
N12-C14-C19 115.0307 C34-C37-H40 111.182
N12-C14-P30 108.4968 H38-C37-H39 108.3237
H15-C14-C19 108.0029 H38-C37-H40 108.5532
H15-C14-P30 102.8514 H39-C37-H40 108.223
C19-C14-P30 114.1741 033-C41-H42 108.1186
C6-N16-017 117.9425 033-C41-H43 108.6567
C6-N16-018 117.8494 033-C41-C44 108.2476
017-N16-018 124.2081 H42-C41-H43 109.0239
C14-C19-C20 119.7181 H42-C41-C44 111.026
C14-C19-C21 121.4451 H43-C41-H45 111.6719
C20-C19-C21 118.8195 C41-C44-Co 110.9753
C19-C20-C22 120.7178 C41-C44-H46 109.6069
C19-C20-H23 119.6583 C41-C44-H47 110.8465
C22-C20-H23 119.624 H45-C44-H46 108.3146
C19-C21-C24 120.5238 H45-C44-H47 108.7654
C19-C21-H25 119.9084 H46-C44-H47 108.2534
C24-C21-H25 119.56 C20-C22-C26 120.066

C20-C22-H27 119.7244
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e Etude de activité antioxydante

Figure 3: Test CUPRAC Figure 4: Test Reducing power (FRAP) de
5-HNAP

Figure 5 : Test Phenanthroline Figure 6 : test de blanchiment du f-caroténe
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e Etude de I’activité enzymatique
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Figure 7 : Activité inhibitrice de la BChE Figure 8 : Activité inhibitrice de I’Uréase

e Etude de P’activité antiinflammatoire

Figure 9 : Activité anti-inflammatoire
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