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Introduction générale

Les hydrazones sont des composés facilement disponibles et tres utiles en synthése
organique. lls peuvent participer a un grand nombre de réactions, y compris des réactions
d'addition radicalaires, nucléophiles ou électrophiles. Ils ont des r6les importants en tant que
précurseurs de nombreux hétérocycles azotés dans la synthese d'hétérocycles (La synthese
Fischer-indole) [1].

Depuis la premiére synthese des dérivés hydrazones, plusieurs méthodes de synthése
de ces composés ont eté développées. Dans ce contexte, trois voies principales ont éeté

adaptées et développées :

v" Réduction de Wolff-Kishner : Le groupe carbonyle est condensé avec une

hydrazine pour former une hydrazone [2];

v" Réaction de Japp-Klingemann : Réaction entre B-cétoesters ou B-cétoacides

permettant la formation des sels de méthylene et de diazonium [2] ;

v Addition nucléophile sur un sel de diazonium : Le groupe de Takamura a décrit
la réaction d’un a-diazo ester et d’une base permettant la formation d’une

alkylhydrazone [3].

Les hydrazones sont une classe importante de composés qui ont regus un intérét
thérapeutique depuis des années, pour le développement de nouveaux médicaments [4,5].
Leurs structures chimiques contiennent deux atomes d'azote liés de nature différente et une
double liaison C=N dérivant de cétones ou d’aldéhydes, conjuguée avec une seule paire
d'électrons d'azote terminal [6]. Ces fragments structuraux sont principalement responsables a
des propriétés chimiques et physiques des hydrazones [7]. Ces dérivés ont également suscité
d’un grand intérét dans le domaine de la synthése organique surtout les produits finis ou

intermédiaires [8].

En vu de I’importance des hétérocycles et leurs analogues d’une part et des dérivés
hydrazones d’autre part, nous avons synthétisé et caractérisé une série de six (06) dérivés
hydrazones hétérocycliques. Ensuite, avant d’effectuer les différentes applications biologiques
sur leurs aspects pharmacologiques principaux, on a introduit le calcul ADME-T (adsorption,
distribution, métabolisme, excrétion et la toxicité) qui est important pour estimer la
pharmacocinétique des composés synthétisés et permet d’étudier la conception de nouveaux

composés médicamenteux sans aucune toxicite.

p.1
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En outre, on a effectué une étude théorique sur les propriétés structurales et
électroniques des composés synthétisés par la Théorie de la Fonctionnelle de la Densité
(DFT). En plus, nous avons réalisé une étude in silico (docking moléculaire) de 1I’évaluation
de I’activité inhibitrice des composés synthétisés vis-a-vis la protéase principale du SARS-
CoV-2 en déterminant les différents types d’interactions formées entre les ligands testés et

I’enzyme ciblée.
Par conséquent, notre manuscrit est subdivisé en cing chapitres:

- Dans le premier chapitre, nous présentons des notions générales sur les hydrazones,
leurs dérivées, leurs méthodes de synthese et leurs domaines d’applications, notamment leurs

activités antioxydante, anti-enzymatique, anti-inflammatoire et antibiotique...etc.

- Le deuxieme chapitre présente les procédures expérimentales appliquées a la
synthése et les méthodes d’analyse physico-chimiques et structurales utilisées pour
caractériser les molécules synthétisées, ainsi que les principes des différentes méthodes
analytiques utilisées pour évaluer l'activité antioxydante, anti-Alzheimer, anti-diabétique,
anti-ulcere, solaire, anti-inflammatoire, cytotoxicité et activité antibactérienne des molécules

synthétisées in vitro.

- Le troisiéme chapitre regroupe les résultats de la synthese et la caractérisation des

dérivés hydrazones préparés selon la réaction de condensation.

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

des propriétés biologiques des hydrazones synthetisées.

- Le cinquiéme chapitre regroupe les résultats et discussion de la modélisation
moléculaire effectuée sur les hydrazones synthétisés, notamment les calculs de la chimie
quantique par la théorie de la fonctionnelle de la densité(DFT), les calculs du docking

moléculaire et le calcul ADME-T.

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.

p. 2
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CHAPITRE |  GENERALITES SUR LES HYDRAZONES ET LEURS APPLICATIONS

I.1. Introduction

Les dérivés de I'nydrazone sont une classe de molécules organiques peuvent étre utilisés
comme éléments de base précieux pour la synthése des produits et des matériaux bioactifs. A
cet effet, les molécules a base d'hydrazone montrent un large éventail de propriétés biologiques
tel que : agents anticancéreux [1], antalgique [2], anti convulsant [3], anti-inflammatoires [4],

anti-Alzheimer [5]... etc.
1.2. Définition

Les hydrazones sont une classe spéciale de la famille des bases de Schiff (imines).Elles
Sont des composés polyvalents ayant une structure de base (R1IR2C=NNR3R4) [6]. Ces
hydrazones sont des composes organiques trés faciles en synthése organique, obtenues par la
condensation d’une hydrazine ou dérivés d’hydrazine avec une cétone ou un aldéhyde dans

lesquels I'oxygéne a été remplacé par le groupe=N-NH2[7].

Les hydrazones contiennent donc deux atomes d’azote connexes de nature différente et
une double liaison C=N, qui est conjuguée avec une paire d’électrons célibataires de 1’atome
d’azote terminal. Les centres actifs de I'hydrazone, (carbone et I'azote), sont principalement

responsables des propriétés physiques et chimiques des hydrazones (Figure 1.1).

1
R

3
2 R
R \ /
N—N\ .
R

Figurel.1l: Structure de base des hydrazones [8].

Les deux atomes d’azote du groupe hydrazone sont nucléophiles, bien que I’azote
amino soit plus réactif. L’atome de carbone de I’hydrazone a quant a lui a la fois un caractere
électrophile et nucléophile[9]. Elles permettent et peuvent participer a un grand nombre de
réactions en synthese organique notamment en synthése hétérocyclique. Elles sont également
trés utiles pour I’interconversion des groupes fonctionnels et trouvent aussi une application en
biologie et en pharmacie. Elles constituent aussi une famille de composés intéressants dans la
conception des médicaments en qualité d’agents anticancéreux, antiviraux, antibactériens et

antifongiques.

p.-4
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1.3. Origine

1.3.1. Naturels

Les hydrazones sont largement présentes dans le régne végétal. Deux exemples sont
présentés :

» La toxine hémolytique : Gyromitrine qui est produite par une espece de champignon

toxique (la fausse morille) [10].

» Les alcaloides : sont des substances naturelles et organiques provenant essentiellement
des plantes qui contiennent au moins une fonction hydrazone qui peuvent étre aussi

isolés a partird'une éponge marine [11] (Figure 1.2).

Fausse morille Eponge marine

Figure 1.2. Exemples de sources naturelles d’hydrazones.

1.3.2. Synthétiques

Les travaux de recherche relatifs a la synthése des hydrazones sont diversifiés, et I'obtention
d’une fonction hydrazone ciblée est possible en choisissant des conditions de réaction

appropriées qui s’effectuer au laboratoire [12-14].

Figure 1.3. Exemples d’hydrazones synthétisés.

p.5
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1.4. Méthodes de synthese

1.4.1. Condensation d’un carbonyle et d’une hydrazine

La méthode la plus connue pour synthétiser une hydrazone est la condensation d’une
hydrazine avec un carbonyle, un aldéhyde ou une cétone.

i,

[." o
!-\.I .-"-"

Figure 1.4 : Synthése d’hydrazone par condensation sur un carbonyle.

Dans ce contexte ,plusieurs dérivés hydrazone sont été synthétiséen se basant sur cette
méthode tel que :Calinescu et al. ont préparé le benzothiazol-2-yl hydrazone conformément a
la méthode de Katz[15], par la réaction de condensation de I’aldéhyde salicylique avec 2-
hydrazinobenzothiazole. Bessy Raj et al. [16], ont synthétisé une série de nouveaux
Arylehydrazones. Ces produits sont obtenus par condensation du 2-hydroxy-4-methoxy
acétophénone avec le 4-nitro benzoyl hydrazine en présence du DMF. Shang shan et al.[17],
ont synthétisé la Benzil-4-Nitrophényl hydrazone, en utilisant le 1.2-dicétone(benzile) avec le
4-Nitrophenylhydrazine.

1.4.2. Réaction de Japp-Klingemann

La synthése de Japp-Klingemann est tres utile pour la préparation de ces composés [2].
Il s'agit d'une réaction entre les B-cétoesters ou les B-cétoacides qui permet la formation des sels
de méthyléne et de diazonium activés. Cette addition est suivie d'une décarboxylation ou d'une

perte des groupes acides carboxyliques(Figure 1.5).

p.6



CHAPITRE |  GENERALITES SUR LES HYDRAZONES ET LEURS APPLICATIONS

. -OH N Ar
Fh/lH/u\OH SN ———— N2 O + C0,
R, R,
0 0 OH 0
R OR =N —_— Ar-\ N JL
M 3+ NEN—A NH OR; 4 R “OH
R,

s R2
Figure 1.5 : Synthese de Japp-Klingemann.

Cependant, cette réaction nécessite des [3-cétoesters comme réactifs. Cette synthese a été
retenue car elle permet de nombreuses applications synthétiques. Par exemple, le groupe de
Pete a utilisé cette réaction pour la coupler avec la cyclisation de Fischer pour obtenir de

I’indole [18]. Une hydrazone peut se former si le B-cétoesters est mis en présence d'un sel de

diazonium.
1 1
R R
y yd
N\ 2 N\ 2
R R
OH o KOAcC

| H,O
OH + —
-4°CaT.C

NT  60-85%

N g

OH
O=
OH
Figure 1.6 :Exemple de la synthese de Japp-Klingemann.

Comme le montre cet exemple, cette réaction est trés utile et tolére les réactifs de
fonctionnalisation. Cependant, une voie alternative a la synthése d'hydrazone a été développée

en ajoutant des nucléophiles aux composés de diazonium.
1.4.3. Addition nucléophile sur un sel de diazonium

En 1973, le groupe de Takamura a décrit la réaction d’un a-diazo ester comme une base
permettant la formation d’un alkylhydrazone [19]. Dans cet exemple, le butyllithium se

comporte comme un nucléophile et s’additionne sur le diazo. De titre exemple : Keil et

p.7
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Ried[20], ont publié les premiers résultats des hydrazones qui peuvent utilisées comme

nucléophiles dans la réaction de Mannich.

CO,R? 1

R 5
\/ R CO,R
‘ n-BuLi, THF \/
—_——
- |
NH -78°C ITI
NH

/
Bu

Figure 1.7 : Synthese des hydrazones par addition de butyllithium sur a-diazo ester.
L.5. La réactivité générale des hydrazones

Les hydrazones contiennent deux atomes d'azote liés de nature différente et une double
liaison C=N qui est conjuguée avec la paire d’électrons de l'atome d'azote terminal. Ces
fragments structuraux sont principalement responsables a des propriétés physiques et chimiques
des hydrazones. Les deux atomes d'azote du groupe hydrazone sont nucléophiles, bien que
I'azote de type amino soit plus réactif. L'atome de carbone du groupe hydrazone est a la fois

électrophile et nucléophile (Figure 1.8) [21].

N £

~ W S

|
E“

E : Electrophile
Nu : Nucléophile

Figure 1.8. Classification des centres de reactivite
1.5.1. Comportement électrophile

La réactivité électrophile des hydrazones est la plus connue et la plus développée. Cette
propriété électronique permet la préparation de composés optiquement actifs. La présence du
groupe C=N-NR1R2 dans la structure de I'hydrazone rend les atomes de carbone de
I'azométhine électrophiles en raison de la polarisation de la double liaison C=N et nucléophiles

en raison de la conjugaison du doublet non lié a I'azote terminal [22].

p.8
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1.5.2. Comportement nucléophile

La nature nucléophile de I'nydrazone est présentée par I'atome d'azote terminal. Les
hydrazones N-monosubstituées réagissent avec divers dérivés acides tels que les halogénures
d'acyle par l'intermédiaire d'atomes d'azote libres, et leurs protons sont facilement remplacés
pour former des hydrazones N-acyle. La N-acylation des hydrazones est particulierement aisée

sous l'action d'anhydrides d'acides ou de chlorures d'acides [23].

: - :
N
SN 8%
N R:  Caractere N /N\‘ Ry Caractere N N R3
/%\ - » D '
3 ¢lectrophile }5\ nuecléophile
LS R/ R, R F'R,

() Carbone azométhine

Figure 1.9. Caractéres électroniques des hydrazone

1.5.3. Tautomérie

D’aprés Sunita et al. [24],le benzil isonicotinamide hydrazone (BINH) a été synthétisé
a partir d’une réaction entre des quantités équimolaires de benzil et d'isoniazide en présence de
I'¢thanol comme solvant et de quelques gouttes d'acide acétique glacial comme catalyseur. Les
hydrazones résultantes sont sous des formes d'équilibre céto-énol (tautoméres) (forme céto et

forme énol) (Figure 1.10).

Figure 1.10. Tautomérisation de la benzil isonicotinoyl hydrazone.
1.5.4. I’auto-oxydation

Le processus de transformation du groupement "azométhine" en "azo" correspond a un

processus radicalaire, suite a une exposition a la lumiere [25]. Ce phénomeéne explique la

p.9
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sensibilit¢ des hydrazones envers 1’oxygene, et elles seront oxydées en peroxydes comme

indiqué sur le Figure 1.11 ci-dessous.

N-Arylhydrazones
Aryazoydrroéroxyde

Figure 1.11. Auto-oxydation de I’hydrazone.
1.5.5. L'isomérisation géométrique

L'exposition des hydrazones a la lumiére entraine un clivage homolytique de la liaison ©t
C=N. La possibilité d'isomérie géométrique existe dans les formes radicalaires intermédiaires
générées par irradiation. La spectroscopie RMN peut étre utilisée pour distinguer ces deux
configurations. La structure de la N-arylhydrazone sur la figure illustre cette transition. (Figure
1.12) [26].

Trans Cis

Figure 1.12. Isomeres configurationnels d'une N-arylhydrazone.

1.6. Applications des hydrazones

Les hydrazones sont utilisées dans de nombreux domaines, affectant presque tous les aspects
de la vie quotidienne. Leur activité est liée a l'inertie relative de la liaison C=N, mais aussi a la
similarité physique entre les groupements acides carboxyliques. Par contre, les applications
utilisant des hydrazones synthétiques sont nombreuses. Nous présentons quelques domaines

d'application ainsi que des travaux antérieurs cités dans la littérature.

p. 10



CHAPITRE |  GENERALITES SUR LES HYDRAZONES ET LEURS APPLICATIONS

1.6.1. En corrosion

L'utilisation d'inhibiteurs de corrosion est I'un des moyens les plus pratiques de prévenir
la corrosion. Les hydrazones sont largement utilisées dans le développement de nouveaux

agents anticorrosifs.

Chafai et al. ont synthétisé un dérivé d'hydrazone aromatique, la (E)-1-(3- nitrobenzylidene)-2-
(p-tolyl)hydrazine (ENBPTH) et I'activité anticorrosive de I'nydrazone synthétisée a été évaluée

en milieu acide sulfurique [27].

Lgaz et al. [28], ont synthétisé une série de nouveaux composés hydrazones, révelent des

activités d'inhibition élevées vis-a-vis la corrosion de I'acier N80 en milieu 15% HCI.

Khamaysa et al. ont synthétisé deux nouveaux inhibiteurs hydrazoniques, et ont étudié leurs

propriétés d'inhibition de la corrosion sur l'acier de carbone API en milieu HCI [29].

Dafali et al. ont étudiés I’effet inhibiteur de trois dérivés de I'hydrazone, & savoir la 1,2-
bis(pyrrol-2-ylideneméthyl)hydrazine (HZ1), la 1,2-bis(thiophén-2-ylideneméthyl)hydrazine
(HZ2) et la 1,2-Bis(furyl-2-ylideneméthyl)hydrazine (HZ3) pour la corrosion de l'acier doux en
solution d'acide phosphorique par perte de poids [30].
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Figure 1.13. Exemples de quelques hydrazones utilisées comme inhibiteurs de corrosion.
1.6.2. En Industrie
» Comme agent potentiel dans le domaine de I'apoptose :

Wall et ses collaborateurs ont synthétisé le dansylhydrazone pour développer un traceur a base

de petites molécules pour I'imagerie de I'apoptose[31].

Elle est aussi utilisée pour I'imagerie apoptose in vivo qui est un outil potentiellement
puissant pour le diagnostic des accidents vasculaires cérébraux, infarctus du myocarde et une

gamme de troubles neurodégénératifs[32][33].
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> agents chélateurs et colorants :Les hydrazones peuvent également étre utilisées comme
agents chélateurs pour réduire effets toxiques causés par des meétaux tels que le fer et le
cobalt [34-36].

1.6.3. En biologie

Les hydrazones sont présentes dans de nombreux composés biologiquement actifs et
présentent un grand intérét en raison de leurs diverses applications pharmacologiques. Cela a
suscité I'intérét des chercheurs pour la synthése de divers dérivés d’hydrazone pour différentes
activités biologiques, meédicales et industrielles. Il a été démontré que les hydrazones
posseédaient, entre autres, des propriétés antimicrobiennes, Anti-mycobactériennes,

antidépressives, anti-convulsivantes, anticancereuse, vasodilatatrices, ...etc [37].
1.6.3.1. L’activité antioxydante
1.6.3.1.1 Stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme le résultat d'un déséquilibre entre les especes
oxydantes et les systemes de défense (antioxydants), soit une augmentation de la production
d'oxydants et/ou une diminution des défenses antioxydantes. Ce déséquilibre peut avoir
plusieurs sources. L'une des principales fonctions déclenchées par le stress oxydatif est la mort
cellulaire programmée ou l'apoptose. En conséquence, des dommages irréversibles ont
tendance a se produire et ses cibles biologiques les plus vulnérables sont les protéines, les
lipides et I'ADN [38][39].

1.6.3.1.2 Antioxydants

Un antioxydant est une molécule naturelle ou synthétique capable d'inhiber I'oxydation
d'autres molécules en intervenant a différentes étapes du processus d'oxydation. Cette definition
fonctionnelle s'applique a un large éventail de substances, y compris les enzymes aux propriétés
catalytiques spécifiques qui empéchent les effets néfastes des radicaux libres dans les tissus, et
sont donc censées de protéger contre le cancer, les maladies cardiaques et plusieurs autres
maladies métaboliques [40]. Les systemes antioxydants peuvent étre classes selon leur mode

d’action, leur localisation cellulaire et leur origine [41].

Il existe de nombreux antioxydants synthétiques, dont le squelette est généralement
dérivé dantioxydants naturels pour une utilisation pratique, et les antioxydants doivent
répondre aux 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
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phase grasse de I’aliment. on peut citer a titre d’exemple : 3-nitrobenzylidéne- hydrazino-
acetyl-théophylline, son effet antioxydant étant trés prononcé a des concentrations plus élevées
[50].

'iHK ,HH
) A />‘H

H H
Figure 1.14 : Structure chimique de 3-nitro-benzylidéne-hydrazino-acétylthéophylline[42].
1.6.3.1.3Mécanisme antioxydant
» Transfert d’atome d’hydrogeéne

L’antioxydant agit avec le radical libre par transfert d’un atome d’hydrogene 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 1’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 [43]. Parmi ces activités qui réagit sure ce principe :
le 1,1-diphénylpicrylhydrazyl (DPPH) etlL'acide2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulphonique(ABTYS).

Mhaida et al. ont synthétisé des nouveaux hydrazones et évaluer leurs activités antioxydantes

par DPPH et ABTS, on trouve qu’elles avoir des capacités antioxydantes supérieur aux celles

des standards BHA et BHT pour quelque dérivés et comparables pour les autres dériveés [44].

Moussa et al. ont évalué I’activités antioxydante d’une série de dérivés hydrazones par des
méthodes : DPPH et ABTS et ils concluent que toutes dérivés testés ont une capacité

antioxydante supérieur aux standards BHA et BHT[45].
» Transfert mono-électronique d’électron

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

radical A" ainsi formé sont généralement des entités stables.
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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 [46].Parmi ces activités qui réagit sue ce principe :FRAP (Ferric reducing-antioxidant

power), CUPRAC (cupric reducing antioxidant capacity)et phénanthroline essais.

Demurtas et al. Ont évalué I’activités antioxydante des hydrazones par FRAP, on trouve

qu’elles avoir des meilleurs capacités antioxydantes [47].

Khodja et al. ont synthétisé des nouveaux dérivés d’hydrazones et évalué leurs activités
antioxydantes par CUPRAC, ils ont trouvé que les drivées testés ont une capacité antioxydante
supérieur au standards BHA et comparable avec BHT [48]

» 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 l'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 [54].
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Figure 1.15 : Structures chimiques des hydrazones utilisés comme antioxydants.
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1.6.3.2. Activité anticholinestérase
1.6.3.2.1 Définition de la maladie d’Alzheimer

La Maladie d'Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative (perte innovative de
neurones) dont le facteur de risque majeur est 1’dge. Elle s’agit d’une atteinte
neurodégénérative du systéeme nerveux critique, caractérisée par une atteinte cognitive et

comportementale d’installation et d’aggravation innovative.

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

Elle représente en résulte initialement une réduction significative de I’acétylcholine dans
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I’hippocampe, puis dans les cortex frontaux, temporaux et pariétaux (régions fortement

associees a la mémoire et aux fonctions cognitives) [49].
1.6.3.2.2 Traitement de la maladie d'Alzheimer

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

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

L'hypothése cholinergique de la maladie d'Alzheimer a conduit a une thérapeutique
courante et majeure. Cette approche est basée sur les tentatives 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 de la MA [50].

Les ChEs ont été classés en deux sorts, l'acétylcholinestérase (pain) 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 systéme nerveux et
sanguin des eucaryotes supérieurs, si au sein du systéeme circulatoire, sa fonction principale au
sein du systéeme nerveux est parfaitement caractérisée. L'AChE est particulierement importante

au niveau des jonctions neuromusculaires.

Figure 1.16:Structures cristallines de 1’AChE et la BChE.

La BChE, qui est également connue sous le nom de cholinestérase plasmatique ou
pseudocholinestérase. La BChE pourrait, donc avoir des fonctions dans le systeme nerveux
normal et pourrait aussi participer aux processus pathologiques dans les maladies

neurodégénératives [51].
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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. Parmi ces inhibiteurs: dérivés de sulfonylhydrazone [52] et des dérives

d’isonicotinoyl hydrazone [53].
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Figure 1.17 : Structures bidimensionnelles de certains hydrazones utilisées comme inhibiteurs
d’AChE et de BChE.

1.6.3.3. Activités inhibitrice d’alpha-amylase
1.6.3.3.1 Définition

Comme toutes les enzymes, l'alpha-amylase est une macromolécule et une protéine
globulaire [54]. C'est une enzyme ubiquitaire synthétisée dans tous les organismes et tous les
étres vivants [55]. C’est une endo-enzyme qui hydrolyse au hasard les liaisons osidiques de
I’amylose, de I’amylopectine, de I’amidon et du glycogene a 1’exclusion des liaisons terminales
de ces chaines. Elle provoque la libération du glucose, du maltose et surtout d’a-dextrines
[56]entrainant une augmentation du pourcentage de sucre dans le sang, conduisant ainsi au

diabete 2 (diabete non insulino-dépendant).

Figure 1.18 : Structure cristalline de I’a-amylase.
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1.6.3.3.2 Différentes origines

Les a-amylases sont abondantes dans tous les régnes, elles ont été isolées par extraction

a partir des tissus végétaux et animaux ou par fermentation par des cellules microbiennes.

>

Origine animale : I’a-amylase animale est généralement extraite de la salive humaine

et du pancréas des mammifeéres tels que les porcs et les veaux [57].

Origine végétale : L'alpha-amylase joue un réle important dans le métabolisme des
glucides chez les plantes. Cette enzyme végétale est généralement extraite des céréales,
notamment du blé, de I'orge, du son ou du riz [58]. Elle est souvent formée au cours de

la germination des grains [59].

Origine microbienne : on distingue les a-amylases fongiques et bactériennes. Les -
amylases fongiques différent des amylases bactériennes par une inactivation par la

température, un pouvoir élevé de saccharification et un pH optimal faible [60].

1.6.3.3.3 Mode d’action

En géenéral, les alpha-amylases peuvent agir selon différents modes d'action. Selon les

conditions (température, pH, taille et structure du substrat), I’enzyme peut utiliser I’un ou

I’autre mécanisme et méme une combinaison entre plusieurs mécanismes :

>

Attaque aléatoire : n’importe quelle liaison a-(1-4) peut étre hydrolysée a partir de
I’extrémité réductrice. Elle provoque la formation de glucose, maltose et surtout du D-

dextrine [61].

Attaque préférée : I’a-amylase montre une préférence pour certaines liaisons

glucosidiques dans le substrat [62].

Attaque multiple ou répétitive : elle implique le déplacement de I’enzyme tout au long
de la chaine du substrat et I’enzyme hydrolyse les liaisons glucosidiques sans se

dissocier du substrat [63].

Les inhibiteurs des a-amylase (acarbose, miglitol) : ralentissent I’absorption digestive des

glucides complexes.

Meenakshi et al. ont synthétisé des nouveaux dérivés hydrazones et évalué leurs activité

inhibitrice in vitro de I’a-amylase. Les molécules synthétisées présentent une activité

inhibitrice d’a-amylase mieux que les standards[64].
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Muhammad et al. Ont évalué Pactivité inhibitrice de 1’a-amylase par leN'-[(E)-(2,4
dihydroxyphenyl)methylidene]-3-methyl-1-benzofuran-2-carbohydrazide [65].

Figure 1.19 : Structures bidimensionnelle deux dérives hydrazones utilisés comme

inhibiteurs d’a-amylase.
1.6.3.4. Activité inhibitrice d'uréase
1.6.3.4.1 Définition

L'uréase est une enzyme clé dont benéficie la bactérie Helicobacter pylori en rendant
possible sa persistance dans 1'environnement acide de 1'estomac, lors de I’infestation, elle est
tres active et accélére la transformation de l'urée en dioxyde de carbone et en ammoniac dans
I’éstomac. Cet ammoniac neutralise le micro-environnement de la bactérie, ce qui rendra le

milieu plus accueillant a cette bactérie [66].

Figure 1.20 : Structure cristalline de I'uréase.

1.6.3.4.2 Inhibition de I’uréase

L'inhibition de l'activité de l'uréase avec des petites molécules présente un grand
potentiel pour le traitement des maladies infectieuses. Les inhibiteurs d'uréase sont
généralement obtenus a partir des diverses sources naturelles ou synthétisés en laboratoire
[67,68].
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L'utilisation des composés synthétiques comme inhibiteurs d'uréase est plus prometteuse
car elle fournit une gamme d'analogues différents. Par exemple, il a été rapporté que les dérivés
soufrés sont des inhibiteurs compétitifs de I'uréase. Tandis que les composés thiols contenant

un groupe carboxyle anionique, par exemple :les dérivés phénolique hydrazonés [69].

Jana Abdullah et al. Ont synthétisé des nouveaux inhibiteurs d'uréase a base d’hydrazone et
évalué leurs activité in vitro et in silico. Les résultats obtenus pour ces dérivés d'hydrazone

montrent qu’elles possedent une activité inhibitrice supérieure a celle du Thio-urées [70].

Figure 1.21 : Structure bidimensionnelle de deux dérivés hydrazones utilisés comme

inhibiteurs d’uréase.
1.6.3.5. Activité de dénaturation de I’albumine (anti-inflammatoire)

L'albumine représente a elle seule plus de la moitié de toutes les proteines plasmatiques,
tandis que les 10 principales protéines représentent 90 % de toutes les protéines plasmatiques.
Si I'on considere toutes les protéines majeures et intermédiaires, on finit par montrer que 22

protéines correspondent a 99% de la masse totale des protéines plasmatiques comme illustre sur
la figure 1.21.
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Figure 1. 22: Representation de la gamme dynamique de concentrations des protéines dans le

plasma humain.
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Une inflammation prolongée peut également entrainer une diminution de certaines
protéines (albumine, transferrine). L'hypoalbuminémie est un marqueur pronostique puissant
dans la population générale ainsi que dans de nombreuses conditions pathologiques, et
I'nypoalbuminémie peut agir comme un facteur de risque inconnu et modifiable pour
I'apparition et I'exacerbation des maladies cardiovasculaires, principalement par I'exacerbation
de l'inflammation [71]. Plus important dérivé anti-inflammatoire, la 2-(2- formyl furyl)

pyridylhydrazone, a présenté 79 % d'inhibition de la pleurésie a une dose de 80,1 pmol/kg [72].

Une série de nouveaux composés antinociceptifs appartenant a la classe des Nacylaryl
hydrazones :[(4'-N,NDimethylaminobenzylidene-3-(3',4 methylene dioxyphenyl)
propionylhydrazine] ont été synthétisés a partir de safrole naturel et utilisés comme

médicaments anti-inflammatoires/analgésiques standards [73].

Duarte et al. ont décrit la N'-(3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxybenzylidene)-6-nitro-1,3

benzodioxole-5-carbohydrazine comme un nouveau composé anti-inflammatoire [74].
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Figure 1.23 : Structures chimiques bidimensionnelles de certains hydrazones utilisés

comme agents anti-inflammatoires.
1.6.3.6. Activité antisolaire :Facteur de protection solaire (SPF)

La fusion nucléaire du soleil libére une énorme quantité d'énergie qui nous parvient huit
minutes plus tard sous forme d'ondes électromagnétiques, également appelées rayonnement
solaire. Le rayonnement solaire est vital pour la vie mais extrémement dangereux pour la santé
humaine. Une exposition prolongée au soleil peut provoquer de nombreuses réactions cutanées
différentes telles que : photosensibilisation, cancer, coup de soleil, coup de chaleur,

vieillissement prématuré de la peau, mélanome, diminution des défenses immunitaires [75].

La photoprotection correspond a tous les moyens naturels et/ou artificiels capables de
résister aux effets néfastes du soleil. La photoprotection cosmétique est définie comme : les
substances incorporées dans des excipients permettant de les obtenir sous forme liquide (eau,

huile), pateuse (lait, creme, gel) et solide (stick).
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Anna et al.ont synthétisé une série d'hydrazones qui peut protéger la peau du

rayonnement solaire[76] [77].
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Figure 1.24 : Structures chimiguesde quelques hydrazones utilisés comme agents

antisolaires.
1.6.3.7. L’activité antibactérienne

Les bactéries sont divisées en deux grandes familles en fonction de leurs parois
cellulaires. A laide d'une coloration appelée coloration de Gram, nous avons réussi a
différencier ces bactéries, qui seraient alors soit Gram-positives, soit Gram-négatives.
Structurellement, ce qui permet cette classification est I'épaisseur du peptidoglycane : si le
peptidoglycane est épais et abondant, c'est un gramme-+bactéries, s'il est fin et majoritairement

composé de lipides, on est un gramme - [78].

Malhotra et al.ont préparé une série dhydrazones par condensation de 2-
éthoxybenzaldéhyde avec de l'isoniazide. L'aminométhylation de ces hydrazones avec du
formaldéhyde et des amines secondaires substituées a forme de nouvelles hydrazones, dont
I'activité antimicrobienne a été testée. Les résultats ont montré que ces composés ont de bons
effets sur des souches bactériennes telles que Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli [79].

Lukasz et al. ont synthétisé des dérivés d'hydrazide-hydrazone et évalué leur activité
antibactérienne. Les résultats montrent que les composés synthétisésont d'excellents effets sur

les souches bactériennes Gram + et -. [80].

R

Figure 1.25 : Structures chimiques de certains hydrazones utilisés comme agents

antibactériens.
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1.6.3.8. L’activité antivirale : anti-COVID-19

En Chine, la pandémie de COVID-19 s'est propagée a presque tous les pays du monde
depuis décembre 2019. En 2022, une variété de nouvelles variantes de virus mutés apparaitront,
A cette cause, nous mettons en évidence la protéase principale (Mpro) du SRAS-CoV-2,
comme une cible thérapeutique qui ne possede aucune mutation dans les variantes espéces de
COVID-19. La Mpro pourrait donc fournir une efficacité transvariante qui est soutenue par des

études structurelles et possede des expériences d'évaluation biologique facilement disponibles.
1.6.3.8.1 Définition

COVID-19 fait référence a la "maladie a coronavirus 2019", la maladie causée par la
famille des virus coronavirus SARS-CoV-2. La maladie infectieuse, une maladie zoonotique
dont l'origine est encore controversée, est apparue a Wuhan, dans la province du Hubei, en
Chine, en décembre 2019. Il s'est propagé rapidement, d'abord a travers la Chine, puis a

I'étranger, provoquant une epidémie mondiale.

Le COVID-19 est une maladie respiratoire qui peut étre mortelle pour les patients
affaiblis par I'dge ou d'autres maladies chroniques. Il se propage par contact étroit avec une
personne infectée. La maladie peut également étre propagée par des patients asymptomatiques,

mais les données scientifiques manquent pour le confirmer avec certitude [81].
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Figurel.26 : Structure du coronavirus.
1.6.3.8.2Mode d’action

Les protéases virales sont essentielles a la production de virions par les cellules
infectées car elles participent a I'étape de maturation en clivant les multiméres viraux. lls sont

spécifiques d'un virus donné et agissent sur les protéines virales ainsi que sur certaines
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protéines de la cellule hdte pour favoriser la réplication virale [82]. C’est pour cela qu’elles
suscitent un grand intérét pour stopper la propagation des épidémies virales.

La figure 1.10 illustre le mécanisme d'action des protéases bloquantes moléculaires. Les
inhibiteurs de protéase 3CLpro de coronavirus connus ont été testés pour leur capacité a inhiber
le SRAS-CoV-2. Une molécule de la famille des o-cétoamides a été sélectionnée pour sa
capacité a s'insérer efficacement dans le site catalytique d'une protéase, bloguant ainsi son
activité et réduisant significativement la production de virus dans les cellules pulmonaires
humaines infectées par le SARS-CoV-2 [83].

Tabbich et al. ont synthétisé un dérivé d'hydrazone capable d'inhiber I'enzyme Mpro

responsable de la reproduction eucaryote [84].

Topal et al. ont synthétisé des composés hydrazone-pyridine et testé leur activité inhibitrice du
SRAS-CoV-2, et ilsont conclu que ces composés étaient plus efficaces que les produits

standards (chloroquine et hydroxychloroquine) [85].

Said et al. ont synthétiséune série des composés hydrazones et les testés comme inhibiteurs de
SARS-CoV-2, en ciblant les deux enzymes Mpro et RdRp [86].
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Figure 1.27 : Structures chimiques de certain hydrazones utilisés comme inhibiteurs
duCOVID-19.
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I.7. Conclusion

A partir de cette étude bibliographique qu’on a effectuée sur les hydrazones et leurs dérivés,
notamment leurs procédures de synthese et leurs applications prometteuses, on peut dire que
cette famille de composés montre une importance primordiale dans les différents domaines. Les
hydrazones sont utilisées pour la synthese de composés organiques tels que les composés
hétérocycliques avec une variété des activités biologiques tel que : agents antioxydants, agents
anti-inflammatoires, agents antimicrobiennes, agents antidiabétiques, agents anti-uréases,

agents anti-alzaymer, agents antibactériennes, agents antisolaire et agent anti COVID-19.
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CHAPITRE 11 METHODES EXPERIMENTALES

I1.1. Introduction

Ce chapitre rassemble le matériel, les réactifs et toutes les méthodes analytiques, physico-
chimiques et spectroscopiques utilisées dans la synthése, la caractérisation et 1’évaluation de

la bioactivité d'une série de nouveaux dérivés hydrazones.
I1.2. Méthodes de caractérisation physicochimiques et spectrales

11.2.1. Chromatographie sur coche mince CCM

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. La solubilité dans la phase mobile est caractérisée par un rapport

frontal R défini par la formule suivante :

R ¢= dsubstance / dsolvant(”-l)

Avec : dsubstance €St la distance parcouru par la substance et dsowvant €t la distance parcouru par

le solvant.
11.2.2. Point de fusion

La détermination du point de fusion est une donnée physique importante d'une
substance. Le point de fusion est la température a laquelle un objet passe de 1’état solide a
1I’état liquide. Plus l'attraction entre les particules est forte, plus il faut d'énergie pour les
surmonter. Les points de fusion des produits préparés et de départ ont été déterminés en
capillaire a l'aide d'un appareil a point de fusion BUCHI B-540.

11.2.3. Caractérisation spectroscopique

I1.2.3.1. Spectroscopie UV-Vis

Les propriétés optiques des produits synthétisés ont été déterminées par
spectrophotométrie UV-Vis. Les spectres d'absorption UV-Vis ont été enregistrés dans notre
laboratoire "LEMMC" a l'aide d'un spectrophotométre JASCO V-650 a température ambiante
dans la région 200-800 nm. Les spectres UV-Vis des produits synthétisés ont été enregistrés

sur une cellule en quartz de 1 cm de trajet optique et en milieu méthanol.
I1.2.3.2. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR)

L'analyse est effectuée dans notre laboratoire par spectroscopie infrarouge a

transformée de Fourier (FT-IR). Les spectres infrarouges des molécules étudiées ont été
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enregistrés dans la région 4000-600 cm™ a l'aide d'un spectrométre JASCO FT/IR-4200 en
mode de réflectance totale atténuée (ATR) avec une résolution de 4 cm™. Les transmissions

rapportées sont exprimées en nombres d'onde (cm™) entre 4000 et 500 cm™.
I1.2.3.3. Résonance magnétique nucléaire (RMN)

Des analyses de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) ont été réalisées au Centre
de Recherche en Sciences et Technologies Analytiques Physicochimiques (CRAPC). Les
spectres RMN du proton H et du carbone 3C ont été enregistrés sur un appareil Bruker
400MHz en utilisant le DMSO-ds comme solvant et le tetraméthyle silane (TMS) comme
référence, les déplacements chimiques en partie par million (ppm), la multiplicité des signaux
a été rapportée par des abréviations comme : (s) singulet, (d) doublet, (t) triplet, (Q)

quadruplet, (m) multiplet. Les données ont été analysées a l'aide du logiciel Mester Nova.
I1.3. Méthodes d’évaluation des activités biologiques

Cette étude a été réalisée au niveau du centre de Recherche en Biotechnologie (CRBt) de

Constantine.
11.3.1. L'activité antioxydante

Le terme antioxydant fait référence a toute substance qui a une concentration
inférieure & celle d'un substrat d'oxygene, retarde ou inhibe de maniére significative
I'oxydation de ce substrat [1]. Les radicaux libres comme les espéces réactives oxygénées
(ROS) et les especes reactives azotées (RNS) sont responsables sur le dommage de
biomolécules cellulaires qui résulte des maladies dégénératives [2]. Les antioxydants prévenir
le dommage oxydative provoqué par les ROS et donne une résistance contre le stress

oxydative par I’inhibition des radicaux libres [3].

L’ensemble des méthodes permettant d’évaluer le pouvoir antioxydant in vitro peuvent

étre divisées en 2 groupes :

e Les méthodes basées sur le transfert d’un atome d’hydrogéne ou (Hydrogen Atom

Transfert) pour le DPPH et ABTS [4,5].

e Les méthodes basées sur le transfert d’un électron « Single Electron Transfert pour le

CUPRAC,FRAP et phénanthroline [6].

Les résultats présentés dans ce travail ont été établis en utilisant les cing techniques
suivantes : DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP et phénanthroline. Ces méthodes ont été choisies

pour leur simplicité et leur rapidité. Ils sont également moins chers et plus fiables.
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I1.3.1.1. Réactifs et matériels
> Reéactifs

e DPPH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl);
e ABTS (acide 2,2’-Azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-acide sulfonique)) ;

e Acetate d’ammonium | cp

PR

e chlorure de cuivre(ll) AC

e Neocupronin
e Hydrogénophosphate de sodium (NaH2PO4)
e Hydrogénophosphate disodique (Na2HPO4 )
e Acide trichloroacétique (TCA)
e Ferricyanure de potassium K3Fe(CN)6 FRAP
e FeCls(Chlorure de fer) ;
e Phenanthroline ( Benzo[b][1,10]phenanthroline-7-ol);
e Eaudistille
» Standars

BHA (Hydroxyanisole butylé) ;

BHT (Hydroxytoluéne butylé) ;
Acide ascorbique (Vit C).

» Instrument utilisé

Un lecteur de microplaque a 96 puits de volume 200 pl pour chaque puits (EnSpire
Multimode Plate Reader perkin, USA).

I1.3.1.2. DPPH

La méthode DPPH est une méthode ancienne et tres populaire de mesure de l'activité
antioxydante des composés. Le DPPH est un radical libre a température ambiante, il accepte
un électron et devient une molécule diamagnétique stable. Cette méthode consiste a mesurer
le degré de réduction du DPPH par un antioxydant [7]. Les solutions méthanoliques de DPPH

sont caractérisées par un maximum d'absorbance a 517 nm dans le spectre UV [8].

Les dosages spectrophotométriques ont été realisés dans des microplaques a 96 puits
en utilisant le radical libre stable 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine (DPPH) comme réactif. 40
ul de différentes concentrations des produits synthétisés ont été ajoutés a 160 ul de solution de

DPPH dans le MeOH. Aprés 30 min d'incubation dans l'obscurité a température ambiante, la
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diminution d'absorbance par rapport a un blanc (méthanol) a été mesurée a 517 nm [9].

Le DPPH est instable a la lumiere, c'est pourquoi les tests réalisés devaient étre
réalises dans l'obscurité [10]. Le pourcentage d’inhibition des différentes molécules testées a

été calculé selon I’équation suivante :

[% = [(Ablanc - Aéchan)/Ablanc] x 100 (“-2)

Avec 1% c’est le pourcentage de I’activité antioxydante des molécules, Apianc €St
I’absorbance du control négatif (contient toute les réactifs sauf la molécule testée) et Asnan st
I’absorbance de I’échantillon contenant la molécule testée. Les valeurs de 50 % d’inhibition
de la concentration (ICso) ont été calculées en utilisant la régression linéaire des spectres de
pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations. Le BHA et le BHT ont été utilisés

comme témoins positifs.
I1.3.1.3. Pouvoir de piégeage du radicale ABTS (ABTS scavenging)

Les radicaux ABTS préformés sont genérés par oxydation de molécules ABTS stables
avec du persulfate de potassium (K2S20s). Cette formation se traduit par une couleur bleu-vert
intense [11]. L'introduction d'antioxydants provoque une décoloration du mélange. Ce

changement radical de couleur est mesuré par spectrophotométrie a 734 nm.

Les radicaux ABTS" ont été préparés comme suit : Préparer un mélange de 19,2 mg (7
mM) d’ABTS et 3,3 mg de K2S,0s (2,45 mM) dans I'éthanol. Apres avoir stocke le mélange
dans l'obscurité a température ambiante pendant 12 a 16 heures avant utilisation, diluer la
solution avec de I'éthanol pour avoir une absorbance de 0,700 + 0,020 a 734 nm. Ajouter 160
ul d’une solution d’ABTS a différentes concentrations des molécules a tester et d'étalons et

mesurer I'absorbance a 734 nm apres 10 minutes.

Les pourcentages d’inhibition ont été calculés pour chaque concentration par rapport a
I’absorbance du blanc. La capacité de piégeage de 1’ABTSa été calculée, ce calcul est
similaire a la formule du DPPH (l11.1). Le BHT et le BHA sont utilisés comme témoins

positifs.
I1.3.1.4. Capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

Le dosage de CUPRAC est économique, rapide, stable et hautement sélectif, et il
convient a divers antioxydants. Ce test est basé sur les modifications des propriétés

d'absorption des complexes néocuproine (Nc) et de cuivre (I1), Lorsque ce complexe est réduit

p. 27



CHAPITRE 11 METHODES EXPERIMENTALES

par un antioxydant, le potentiel de réduction de I'échantillon convertit efficacement Cu* %en

Cu*™!(Transfert d’éléctron).

Sur une microplaque de 96 unités, ajouter les solutions : 60 ul de la solution S1 (S1 :
1,927 g d'acétate d'ammonium (ACNH4) + 25 ml (HO)) et 50 ul de la solution S3 (S3 : 0,039
g de produits de synthese dans 25 ml (MeOH)) et 50 ul de la solution S2 (S2 : 0,042625 ¢
(CuClz, H202 dans 25 ml H;0)) et 40 ul a différentes concentrations. Apres une heure,
enregistrer l'absorbance a 450 nm contre le blanc (MeOH) a l'aide d'un lecteur de
microplaques. Le BHA et le BHT sont utilisés comme antioxydants de référence [12].Les
résultats ont été exprimés en (A0.5), concentration du produit correspondant a une absorbance

égale a 0.5.
I1.3.1.5. Capacité de réduire I’ion ferrique (Pouvoir réducteur ou FRAP)

La méthode FRAP est basée sur la réduction des ions ferriques (Fe**) en ions ferreux
(Fe?"). La présence dun agent réducteur (AH) entraine la réduction du complexe
Fe3*/ferricyanure a la forme ferreuse. Par conséquent, Fe?* peut étre évalué en mesurant et en

surveillant I'augmentation de la densité du bleu cyan dans le milieu réactionnel a 700 nm [13].

Cette méthode consiste a mélanger 10 pl des produits synthétisés a différentes
concentrations avec 40 pl du tampon phosphate 0.2 M a pH 6.6 et 50 pl d’une solution de
KsFe(CN)s a 1% (m/v). Le mélange obtenu a été incubé a 50°C pendant 20 minutes, puis 50
ml d'acide trichloroacétique 10% (CCIsCOOH) ont été ajoutés pour terminer la réaction.
Ajouter 40 pl d'eau distillée et 10 ul de chlorure ferrique a 0,1% (FeCls). La lecture de
I’absorbance se fait a 700 nm. 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. L’activité des produits est comparée avec 1’acide ascorbique
(antioxydant témoin positif).

I1.3.1.6. Phenanthroline

La méthode a la phénanthroline est une méthode utilisée pour déterminer la capacité

antioxydante totale des antioxydants. La méthode est basée sur la réduction de Fe3* par des

antioxydants en ions Fe?*, qui sont ensuite mis a réagir avec la phénanthroline pour former un

complexe rouge orangé qui absorbe a 510 nm.

L'activité antioxydante des produits synthétisés a été déterminée par le dosage de la

phénanthroline selon le protocole de Szydlowska-Czerniaka et al. [14].
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Cette méthode consiste a mélanger 50 ml de 0,2% de FeCls3 (0,02g de FeClz dans 10 ml
de H20) avec 30 ml de 0,5% de Phenanthroline (0,05g de 1,10-Phenanthroline dans 10 ml de
MeOH) plus 110 ml de méthanol et 10 ml des différentes concentrations des échantillons. Le
mélange final est incubé a 1’obscurité pendant 20 min a 30 °C et I’absorbance a été mesurée
a510 nm. L’activité de la phénanthroline et I’activité du pouvoir réducteur (FRAP) s’appuient
sur le méme principe car la methode de phénanthroline est un cas particulier de la méthode de

FRAP, donc les résultats s’expriment en fonction del’AQ.5.
11.3.2. Activité inhibitrice des enzymes

I1.3.2.1. Réactifs et matériels

> Réactifs :
e ACI (Acetylthiocholine iodide) - 2
e BuClI ( S-Butyryl thiocholine iodide) Antich
e 5,5"-Disulfanediylbis(2- nitrobenzoic acid) (DTNB) olinest

. : < erase >
e .Sodium bicarbonate
e Galantamine
e Amidon - N N J
e lodure de potassium Alpha
e lodine < amylase >
e Acide chloridrique
e Acarbose ~ <
e Urée
e Hydroxyde de sodium ~ -
e Hypochlorite de sodium

_ _ S Uréase
e Sodium nitroprusside dihydrate < >
e Phénol
e Thiourea(Thiocarbamide) ~ o

e Tampon de phosphate (Sodium phosphate dibasic dihydrate + Sodium phosphate
monobasic dihydrate

» Instrument utilisé :
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Un lecteur de microplaque a 96 puits de volume 200 pl pour chaque puits (EnSpire
Multimode Plate Reader perkin, USA).

11.3.2.2. Activité anticholinestérase

Les substances anticholinesterasiques sont des inhibiteurs d'une enzyme cholinestérase
responsable de la dégradation de l'acétylcholine (esters de choline) en choline et en acétate.
Par conséquent, leur action favorise une augmentation de la concentration d'acétylcholine
dans le cerveau. Les médicaments anticholinergiques, au contraire, inhibent (réduisent)

I'action de l'acétylcholine.

L'activité inhibitrice de l'acétylcholinestérase et de la butyrylcholinestérase a été
mesurée a partir de la méthode spectrophotométrique développée par Ellman et al. [15]. Les
enzymes AChE de I’anguille électrique et BChE de sérum de cheval ont été utilisés, tandis
que I’'iodure d’acétylthiocholine et le chlorure butyrylthiocholine ont été utilisés comme
substrats de la réaction (AChE et BChE respectivement). Les hydrolyses de ces substrats ont
¢té controlées par analyse spectrophotométrique résultant de la réaction du DTNB (I’acide
5,5’-dithio-bis 2- nitrobenzoique) avec la thiocholine libéree par I'hydrolyse enzymatique de
Iiodure d'acétylthiocholine ou du chlorure de butyrylthiocholine a une longueur d'onde de 412

nm, en utilisant un lecteur de microplaquede 96 puits.

Le volume est de : 130 pL de tampon phosphate de sodium (100 mM, pH = 8), 10 puL
de dérivés synthétiques a différentes concentrations, 20 pL d'enzyme AChE ou BChE, incuber
a 25°C pendant 15 min, puis ajouter 20 uL de DTNB (0,5 mM). La réaction est ensuite initi¢e
en ajoutant 20 ml d'iodure d'acétylthiocholine ou de chlorure de butyrylthiocholine. La
couleur jaune formée par la réaction du DTNB avec la thiocholine est libérée par hydrolyse
enzymatique de l'iodure d'acétylthiocholine ou du chlorure de butyrylthiocholine, et
I'nydrolyse de ces substrats est contrdlée par spectrophotométrie. La Galantamine a été utilisé

comme témoin positif.

Le pourcentage d'inhibition de I'AChE ou BChE a été déterminé par la formule

suivante :

1% = Acontrole—Aécha 100(11.3)

Acontrole

Ou : Acontrole €St I'activité de I'enzyme sans échantillon d'essai et Ascha €st l'activité de

I'enzyme avec I'échantillon de test.
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I1.3.2.3. Activité inhibitrice de ’a-amylase

L'a-amylase représente 1'enzyme amylolytique la plus connue. Il provoque 1’hydrolyse
de l'amidon et de I'absorption consécutive de glucose par 'a-glucosidase intestinale qui induit
a une augmentation inattendue des niveaux de glucose dans le sang et provoque une
hyperglycémie chez les patients atteints le diabéte de type 2 [16].

L’a-amylase dégrade 1’amidon en composé€s moins complexes qui ne peuvent pas
réagir avec 1’iode. L’inhibition de 1’a-amylase par un inhibiteur entraine 1’accumulation de
I’amidon qui réagit par la suite avec 1’iode pour donner un complexe bleu-noir dont
I’absorbance est mesurée a 630 nm. Selon la méthode décrite par (Zengin G et al.) [17],un
volume de 25 ul des produits synthétisés ont été mélangés avec 50 ul du tampon phosphate de
sodium 0,02 M (pH = 6,9) contenant de 1'a-amylase (solution d'a-amylase 1 U/ml) et incubés
pendant 10 min a 37 °C. Ensuite, 50 ml d'amidon a 0,1 % ont été ajoutés au mélange
réactionnel. Incuber le mélange a 37°C pendant 10 min. Aprés incubation, on a ajouté 25ul
d’HCI (1M) et 100ul d’IKI. L'absorbance a ét¢ 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)

%INH = 1 — [ =2

] x 100(11.4)

Ou : Ac : Absorbance des blancs extrait (tous les réactifs sans la solution enzymatique)
Ae : Absorbance du controle négatif sans inhibiteur (tous les réactifs sans extrait)
As : Absorbance de la réaction contenant tous les réactifs

Ap : Absorbance [produit+IKI+125ul de tampon].

Ap
A
Ae
Ac

Figure 11 1: Schéma de la microplaque a 96 puits pour 1’activité inhibitrice de I’a-amylase.
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11.3.2.4. Inhibition de ’uréase

Helicobacter pylori (H. pylori) est un type de bacille responsable d'une infection
chronique courante dans le monde. Il se retrouvera dans un lac d'estomac extrémement acide.
Pour se protéger de cette acidité gastrique, H. pylori produit une enzyme appelée uréase, une
enzyme responsable de I'hydrolyse rapide de I'urée en ammoniac. Cet ammoniac neutralise le
microenvironnement des bactéries, le rendant plus accueillant pour les bactéries, et ainsi,
provoque des troubles digestifs, notamment des ulcéres et des cancers de l'estomac. La
recherche d'inhibiteurs de ces enzymes est donc cruciale pour le traitement de ces infections
[18-20].

La capacité des produits synthétisés a inhiber 1’uréase est évaluée par la méthode décrite
par Muhammad, et al. [21].Un volume de 10 pl des produits est mélangé avec 25 ul de
I’uréase (1 mg/ml dans le tampon phosphate, pH 8,2) et 50 ul urée (0,2553 g d’Urée dans 25
ml du tampon (PH=8,2) ). Le mélange est incubé pendant 15 min a 37 °C et la quantité de
I’ammoniac produite est déterminé pat I’ajout de 45 ul du réactif phénol (2 g de Phénol
(CeHsOH) dans 25 ml d’H.0 + 25 mg de Naz[Fe(CN)sNO],H20> dans 25 ml d’H20) et 70 ul
du réactif basique (0,7125 g de NaOH dans 25 ml d’H2O + 1,175 ml de NaOCI (Liq) dans 25
ml d’H20), attendre 50 mn et incubation a 30 °C a I’étuve dont I’absorbance est mesurée a
630 nm.

Les pourcentages d’inhibition de 1’uréase sont déterminés par la formule suivante :

(AC-AE)

Inhibition (%) = o

100 (11.5)

Ou : AC : est I’absorbance du contrdle négatif (sans produit) AE : est I’absorbance de

la réaction en présence de produit.

11.3.3. Activitée anti-inflammatoire in vitro (Test de la dénaturation

thermique des protéines)

L’¢évaluation du pouvoir anti-inflammatoire in vitro se fait par des méthodes
colorimétriques portant sur la dénaturation du sérum albumine bovine (BSA). Lorsque la BSA
est chauffée et subit une dénaturation, elle exprime des antigénes associés a une réaction
hypersensible expliquant qu’ils sont liés a plusieurs des maladies inflammatoires. Le test
proposé devrait ainsi étre applicable a la découverte des meédicaments pour traiter ces

maladies.
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I1.3.3.1. Réactifs et matériels
> Réactifs
1- Tampon Tris-HCI 0.05M pH 6,6
2- BSA (bovine sérum albumine)
3- Diclofénac sodique (Standard)
» Préparations des solutions
e Préparation du Tris-HCI0.05 M pH :
6,619 est dissous dans 200 ml de 1’eau distillée.Le pH est par la suite ajusté a 6,6 avec I’HCI.
e Préparation des blancs

Pour chaque concentration du produit a tester un blanc est préparé dans le quel 0,1ml
du produit testé est ajouté a 1 ml de Tris-HCI (Ce blanc a pour but de soustraire 1’absorbance

de I’extrait des résultats obtenus).

Un blanc BSA contenant 1 ml de la solution de BSA ajouté a 1 ml du solvant utilisé pour les
produits a tester (le résultat obtenu correspond a la dénaturation totale du BSA en absence de
substance inhibitrice).

e Préparation de la solution BSA 0,2%
0,2 g de BSA est dissoute dans 100 ml de tampon Tris-HCI.

e Préparation des produits
Préparer une solution mére de 10 mg/ml de chaque produit.

e Préparation du standard
Préparer une solution mére de 0,5 mg/ml de Diclofénac sodique.

» Instrument utilisé

Spectrophotométre a cuve HELIOS EPSILON (Thermo scientifique).
I1.3.3.2. Mode opératoire

L’activité anti-inflammatoire in vitro des dérivés d’hydrazones synthétisés a été
¢tudiée en utilisant la technique d’inhibition de la dénaturation de 1’albumine selon la
méthode de Kandikattu et al. [22]. 1 ml de chaque concentration du composeé a tester ou du
standard a été ajouté a 1 ml de solution de BSA 0.2 % préparé dans le Tris HCI pH : 6,6. Le
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mélange est ensuite incubé a 37 °C pendant 15 min. Puis dans un bain marie a 72 °C pendant
5 min. A la fin de I’incubation, le mélange est refroidi rapidement, puis son absorbance est
mesurée a 660 nm dans un spectrophotomeétre a cuve. Dans ce test, le Diclofénac sodique a

été utilisé comme un anti-inflammatoire de référence.

Les pourcentages d’inhibition sont déterminés par la formule suivante :

19 = Ttest-Teontrdle . 409 (11.6)

Ttest

Tcontrole : la transmittance de contrOle et Ttest : la transmittance de 1’échantillon testé.

11.3.4. L’activité de protection solaire (SPF)

Appelé encore Facteur de Protection Solaire (FPS) ou Indice de Protection (IP), le Sun
Protection Factor (SPF) est proportionnel a I’effet photoprotecteur d’un produit vis-a-vis des
UVA et UVB. Le SPF est un indicateur de 1’efficacité d’un produit solaire. Le facteur de
protection solaire est un indice qui permet de classer les produits de protection solaire en
quatre catégories (Tableau Il .1). Ainsi, plus I’indice SPF est élevé plus la protection solaire

contre le coup de soleil est importante [23].

Tableau I1.1 : Catégories de protection affichées sur les produits solaires en fonction des
facteurs de protection mesures, selon la Recommandation de la Commission Européenne
2006[24].

Categorie 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
protection » 10 10-14,9
« Protection 15 15-19,9 1/3 du facteur
moyenne » 20 20 - 24,9 de
25 25-299 protection 370 nm
Haute » 30 30- 49,9 solaire indique
« protection » 50 50 - 59.9 sur I’étiquette
« Tres haute 50+ 60 <
protection »

Le facteur SPF a été déterminé in vitroselon les méthodes décrites par Mansur et al.
[25]. Le produit de synthése a été dilué dans du méthanol pour obtenir une concentration de 2
mg/ml. L'absorbance a été réalisée a des longueurs d'onde comprises entre 290 et 320 nm avec

une distance de 5 nm et la valeur de la SPF a été calculée en appliquant I'équation suivante:
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SPF spectrophotometric = CF xY.550 EE(A)xI(A1)xAbs () (11.7)
Ou:
EE : spectre de I'effet erythemal ;
| : spectre d'intensité solaire ;
Abs : I'absorbance du produit ;
CF : facteur de correction (= 10).
Les valeurs de (EE()L) x I(X)) sont des constantes déterminées dans le (Tableau 11.2).

Tableau I1.2 Fonction normale de produit utilisée dans le calcul de la SPF [26].

Longueur d’onde A (nm) EE (M)x I(A) (Normes)
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0837
320 0,0180
Total 1

11.3.5. Activités Antimicrobiennes

Ces derniéeres années, il y a eu un grand intérét pour la découverte de nouveaux agents
antimicrobiens, due & une augmentation alarmante du taux des infections avec les
microorganismes résistant aux antibiotiques. Une des approches courantes pour la recherche
des substances biologiquement actives est le criblage systématique des micro-organismes ou
des plantes, qui sont des sources de beaucoup d'agents thérapeutiques utiles. Cette étude a été
réalisée au niveau du bloc de recherche de microbiologie de I’université de Sétif 1. Le test de
sensibilité des bactéries est réalisé par la méthode de diffusion en milieu gélosé, appelée
encore la méthode de diffusion en puits (analyse qualitative). Test de sensibilité
antibiogramme est avant tout un outil de décision thérapeutique en classant les bacteries :
sensibles, intermédiaires ou résistantes. C’est une méthode de mesure qualitative permettant

de tester I’existence du pouvoir antimicrobien.
I1.3.5.1. Réactifs et materiels

> Reéactifs
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e Le bouillon nutritif est utilisé pour la vérification de la vitalité des bactéries.

e La gélose nutritive est utilisée pour la conservation des souches, c’est un milieu adéquat
pour la majorité des bacteéries.

e La geélose Mueller Hinton est utilisée dans les tests de sensibilité des bactéries a différentes
molécules synthétisees.

e Les produits synthétisés et le standard la gentamycine (gent10).
» Germes bactérienne

L'activité antibactérienne a été determiné contre 4 souches bactériennes de références
issues de la collection ATCC (American Type Culture Collection) dont deux bactéries a
Gram-positive (Bacillus subtilis (ATCC-6633) et Staphylococcus aureus (ATCC- 6538P)),et
deux a Gram-négative(Escherichia coli (ATCC-8739) et Pseudomonas aeruginosa (ATCC-
9027)).

Les quantités des composés a tester ont été dissous dans du DMSO dans trois flacons
différents pour obtenir des solutions ayant des concentrations de 4, 2, 1 et 0.5 mg/ml. Le

DMSO est utilisé tout seul comme contr6le négatif.
» 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. Aprés 24h, des gouttelettes de la suspension ont été

ensemencées sur gélose nutritive puis incubées pendant 18 a 24h a 37°C.
» Préparation de I'inoculum

Aprés 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
[27].

I1.3.5.2. Mode opératoire

A partir de la technique de diffusion en milieu gélosé [28, 29 ]. On prépare la gélose
de Mueller-Hinton (MH) qui doit étre séchée (absence compléte de 1’eau a sa surface), puis on
procede 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 dernic¢re. On laisse sécher de 3 a 5 min, puis on pratique des puits a 1’aide d’une pipette
pasteur stérile (il faut éloigner les puits de 1 cm minimum du bord de la boite de Pétri). Le
fond des puits est obturé par une goutte de gélose Mueller Hinton pour limiter la diffusion des
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solutions des produits sous la gélose. Ensuite, on injecte 20 ul du produit a tester et le DMSO
(témoins négatifs) dans les puits. Ensuite, un disque de I’antibiotique gentamicine est utilisé
comme control positif. Apres diffusion (20 min), les cultures sont incubées dans des étuves a
la température de 37°C pendant 24 h, et les auréoles d'inhibition sont mesurées a I’échelle
millimétrique a 1’aide d’une regle. Le diamétre du puits (5 mm) est inclus dans les tableaux

des résultats.

Figure 11.2 : Représentation photographique de 1’expérience d’évaluation de 1’activité

antibactérienne.
I1.4. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté les différentes méthodes de caractérisation
physicochimique et spectrale que nous avons utilisées pour caractériser les produits
synthétisés, ainsi que les techniques qu’on a utilisées pour évaluer la bioactivité de dérivés
hydrazones synthétisées dans cette étude.
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II1.1. Introduction

Ce chapitre présente d’une part la procédure de synthese d'une série de nouveaux derivés
hydrazones en utilisant la réaction de Wolff-Kishner (HYDZ-1, HYDZ-2, HYDZ-3, HYDZ-
4, HYDZ-5 et HYDZ-6), et d’autre part la discussion des résultats de la caractérisation des
molécules obtenues par les différentes méthodes physicochimiques d’analyse et par les

méthodes spectroscopiques, telles que 1’'UV-vis, FT-IR, RMN H! et 'RMN CE,
111.2. Réactifs utilisés

Tous les produits chimiques utilisés dans ce travail étaient disponibles et
commercialises chez Sigma Aldrich ou Fluka, et ils ont été utilisés sans traitement préalable.

Tableau I11.1 : Propriétés physicochimiques des réactifs utilisés.

Réactifs Pureté | Formule M Den | Structure chimique
brute (g/mol) | site
acide 4- | 97% C7HsN20 152.15 |/ NH-NH,
Hydrazinobenzoique Q
(RY) =
4- methylphenyl) hydrazine | 98% C7H10N> 158.63 |/ NH—NH,
®2 Ol
2-thiophénecarboxaldehyde | 98% CsH40S 112.15 | 1.20 O

3-thiophénecarboxaldehyde | 98% CsH40S 112.15 | 1.28

(S2) 57N /
. H
2-Furaldehyde 99% CsH402 96.09 1,15 ?
(3) °
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I11.3. Synthese organiques des molécules ciblées

Dans cette étape on a synthétisees une série de six (6)derives hydrazones : HYDZ-1,
HYDZ-2, HYDZ-3, HYDZ-4,HYDZ-5 et HYDZ-6.

Ces molécules sont synthétisées suivant la réaction de condensation de Wolff-
Kishner, qui consiste a condenser un groupement carbonyle avec de I'hydrazine permet la

formation d'une hydrazone [1-3].

Q N H H

HoN-NH- J\
1J\ KOH > |, > X

R2 R R2 R

R2

Figure 111.1 : Réaction de condensation de Wolff-Kishner.

111.3.1. Synthese de Acide [4-{(2E) —2-[( thiophéne -2-yl ) méthylidene ]hydrazinyl}]
benzoique (HYDZ-1)

Selon la Figure 111.2, 1,0 mmol (0.1568 g) de I’acide 4-Hydrazinobenzoique (97 %) et
1,0 mmol (0.11443g) du thiophene-2-carbaldéhyde (98 %) sont dissous dans de I'éthanol. Le
mélange a été chauffé a reflux a une température de 78°C pendant 10 h. La solution brute
résultante a été refroidie & température ambiante et maintenue limpide jusqu'a ce qu'un
précipité solide se forme. Le produit résultant a été purifié par recristallisation au méthanol et

enfin I'nydrazone solide jaune est produit.

111.3.2. Synthése de Acide [4-{(2E) —2-[( thiophene -3 yl ) méthylidéne ]hydrazinyl}]
benzoique (HYDZ-2)

HYDZ-2 est préparé en dissolvant 1,0 mmol (0.1568 g) de I’acide 4-
Hydrazinobenzoique (97 %) et 1,0 mmol (0.11443g) du thiophéne-3-carbaldéhyde (98 %)
dans I'éthanol. Le mélange a été chauffé a reflux pendant 12 h a une température de 78°C
(Figure 111.2). La solution brute obtenue a été refroidie a tempeérature ambiante et elle est
restée limpide jusqu'a la formation d'un précipité solide. Le solide résultant est purifié par

recristallisation a I'aide du méthanol et I'hydrazone solide d’une couleur jaune est produit.
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111.3.3. Synthése de I’Acide [4-{(2E) —2-[( furan -2- yl ) méthylidene ]hydrazinyl}]
benzoique (HYDZ-3)

La synthése a été effectuée selon la méme procédure que précédemment (Figure
111.2), dans laquelle nous avons dissous 1,0 mmol (0.1568 g) de I’acide 4-
Hydrazinobenzoique(97 %) et 1,0 mmol (0.09706g) du 2-furaldéhyde (99 %) dans I'éthanol.
Le mélange a été chauffé a reflux a une température de 78 °C pendant 4 h. Le précipité brut

résultant a été purifié par recristallisation dans le méthanol et I'nydrazone solide jaune est

obtenue.
/
© B H H
H—O H HYDZ-1
/
Ethanol 78 °C V4 N H
o N=—
H H
| 7 4
H =
H N H
~n I~y _ H H
H—O HoH
H H SN N/ H
+ / \ HYDZ-2
Ethanol 78 °C (@) N— H
H H H H —
(|3 X0 H X
H
H
oF ; o H H
H—O H
/ 7 N: H
Ethanol 78 °C (@) N=—7 HYDZ-3
H H o
g /
= ~n
H

Figurelll.2: Schéma réactionnel de synthese des hydrazonesHYDZ-1,HYDZ-2 et HYDZ-3.

111.3.4. Synthése de (2E) -1-(4-méthylphényl-2-[( thiophén -2- yl ) méthylidéne ]
hydrazine (HYDZ-4)

Selon la figure 111.3, nous avons dissous de la (4- methylphenyl) hydrazine (1 mmol,
0,1618 g) dans I'éthanol et ensuite (1 mmol, 0,1144 g) du 2-thiophénecarboxaldéhyde est
ajouté a cette solution. Le mélange est chauffé a reflux a une température de 78°C pendant 16
h. Enfin, la solution est laissée a température ambiante jusqu’a séché. Le solide brun pur est

formé apres la recristallisation par le méthanol.

p. 40



CHAPITRE III SYNTHESE ET CARACTERISATION

I11.3.5. Synthése de (2E) -1-(4-méthylphényl) -2-[( thiophéne -3 yl ) méthylidene
]hydrazine (HYDZ-5)

HYDZ-5 est préparé de la méme facon, en mélangeant la (4- méthylphényl)
hydrazine (1 mmol, 0,1618 g) et du 3-thiophénecarboxaldéhyde (1 mmol, 0,1144 g) dans
I'éthanol. Le mélange est chauffé a reflux pendant 33 h a une température de 78 °C. Enfin, la
solution obtenue est refroidie a température ambiante et le solide brun résultant est lavé et

purifié par du méthanol.

111.3.6. Synthése de (1E) —1[( furan -2- yl ) méthylidéne | —2-(4 méthylphényl) hydrazine
(HYDZ-6)

Selon le méme mode opératoire que précédemment (Figure 111.3), on dissout la (4-
méthylphényl) hydrazine et le Furfural (1 mmol, 0,09706 g) dans I'¢thanol. Le mélange
obtenu est chauffé a reflux a une température de 78°C pendant 13 h. Enfin, le solide brun
produit est purifié et recristallisé avec du méthanol.

O/A@

N—
o Hz-1 /
| =
NH
HNT 2 —
S
+ - H;C N{—|
Ethanol 78 °C N—
CHa HZ-2 I
X
o
2
Y, O
- H;C N{—|
Ethanol 78 °C N—
HZ-3 72
/

Figurelll.3 : Schéma réactionnel de synthese des hydrazones HYDZ-1,HYDZ-2 et
HYDZ-3.
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111.3.7. Mécanisme réactionnel proposé

La figure 111.4 montre le meécanisme réactionnel proposé de nos reactions de

syntheése :
o
o) I—\I/\ X
/‘\ .
R1=COOH,CH, NH-NH, HH X NH-NT \
x50 AV "
1

R
R HoH X~ _H
H NN= |
H
H
1 H H

Figure I11.4 : Mécanisme réactionnel proposé.
I1L.4. Caractérisation des produits synthétisés

111.4.1. Propriéetés physiques des produits syntheétisés
I11.4.1.1. 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 pm) en utilisant un
mélange de dichlorométhane/d’acétate d’éthyle (4.5/0.5 ml) comme éluant pour les produites
(HYDZ-1,HYDZ-2 et HYDZ-3) et I’ether de petrole/chloroforme (3/2 ml) comme éluant pour
les autres produits. L’analyse des plaques sous une lampe UV permet de confirmer si les
produits obtenus sont purs ou non. L’apparition d’une seule tache pour chaque produit
synthétisé différente du produit de départ constitue le critere pour confirmer qu'un nouveau
produit a été obtenu, tandis que la disparition d'un des produits de départ confirme que la
réaction est irréversible, qu'elle est compléte. Les rapports frontaux des produits de départ et
des composés synthétisés calculés apres la révélation des plaques CCM sont regroupés dans le
Tableau I11.2.
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Tableau Il 2: Rapports frontaux des produits de départ et les composés synthétisés analysés
par CCM.

Produits Rf
Serie 1 Série 2

Acide 4-Hydrazinobenzoique (R1) 0.3

4- methylphenyl) hydrazine (R2) 0.28
2-thiophénecarboxaldehyde (S1) 0.81 0.77
3-thiophénecarboxaldehyde (S2) 0.88 0.83
2-Furaldehyde (S3) 0.89 0.85
HYDZ-1 0.61

HYDZ-2 0.50

HYDZ-3 0.55

HYDZ-4 0.62

HYDZ-5 0.52

HYDZ-6 0.59

Les résultats présentés dans le tableau 111.2, 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 composes, et indiquent que les produits
synthétisés sont moins polaires que les réactifs de départ (aldéhydes), ils sont purs et faciles a

séparer, leur polarité suit I’ordre croissant suivant :

HYDZ-4 (0.62) <HYDZ-1(0.61) <HYDZ-6(0.59) <HYDZ-3(0.55) <HYDZ-5 (0.52) <
HYDZ-2(0.50)

I11.4.1.2. Aspect, couleur et rendement

L’aspect les couleurs et les rendements des molécules synthétisées sont représentés

dans lafigure 111.1 et décrit dans le tableau I11. 3.
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™ F -

Figure 111.5 : Représentation photographique de 1’aspect des produits synthétisés.

Tableau 111.3 : L’aspect, couleurs et rendements des composés synthetises.

Produits Aspects Rendement
HYDZ-1 Cristaux jaunes 79%
HYDZ-2 Cristaux jaunes 77%
HYDZ-3 Cristaux jaune-marron 77%
HYDZ-4 Poudre cristalline noir brillante 80%
HYDZ-5 Poudre cristalline noir brillante 75%
HYDZ-63 Poudre cristalline noir brillante 88%

Les résultats obtenus montrent que I’HYDZ-1, ’'HYDZ-2 et I’HYDZ-3 sont des
solides cristallins de couleur jaune et marron clair alors que I’'HYDZ-4, ’'HYDZ-5 et
I’HYDZ-6 sont des poudres cristallines noirs (figure 111 3), avec un bon rendement, allant de

75 a 88%.
II1.4.1.3. Solubilité

La solubilité est une propriété importante qui donne une idée sur les solvants appropriés pour
dissoudre nos produits afin de les utiliser facilement pour la caractérisation spectroscopique
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(UV-Vis et RMN) et les applications biologiques. Le tableau I11.4 résume les résultats des

tests de solubilité effectués.

Tableau 111.4 : Tests de solubilité des hydrazones synthétisés dans quelques solvants.

Solva Eau | Hexane | Ether de | Dichloro- | Acétate | Chlorof- | EtOH | MeOH | DMSO
sactifs pétrole | méthane d’éthyle | orme
Ins | Ins Ins Ins solu solu Tres Tres Tres
R1 solu solu solu
R2 Ins | Ins Ins Ins solu solu Tres Tres Tres
solu solu solu
S1 Ins | Ins solu solu solu solu Tres Tres Tres
solu solu solu
S2 Ins | Ins Peu solu | solu solu solu Tres Tres Treés
solu solu solu
S3 Ins | Ins peu solu | solu solu solu Tres | Tres Trés
solu solu solu
HYDZ-1 | Ins | Ins Peusolu | Peusolu Tres solu Tres Tres Tres
solu solu solu solu
HYDZ-2 | Ins | Ins Peusolu | Peusolu Tres solu Tres Tres Tres
solu solu solu solu
HYDZ-3 | Ins | Ins Peusolu | Peusolu Tres solu Tres Tres Tres
solu solu solu solu
HYDZ-4 | Ins | Ins Ins Peu solu solu solu solu Solu solu
HYDZ-5 | Ins | Ins Ins Peu solu solu solu solu Solu solu
HYDZ-6 | Ins | Ins Ins Peu solu solu solu solu Solu solu
Ins : insoluble, Peu solu : peu soluble, Trés solu: tres soluble.

D’apres ces résultats, les tests de solubilité révelent que les produits synthétises sont

tres solubles dans les solvants organiques polaires comme : I’éthanol, le méthanol, le

DMSO,...etc. Mais ils sont insolubles dans les solvants apolaire comme : 1’hexane, 1’éther de

pétrole... et que les produits obtenus sous forme de cristaux sont facilement solubles par
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rapport aux produits obtenus sous forme de poudres cristallines et les six molécules

synthétisées ne sont pas solubles dans 1’eau.

I11.4.1.4. Point de fusion

Les points de fusion des produits synthétisés et celles des produits de départ sont

représentés dans le Tableau I11.5.

Tableau I11.5 : Températures de fusion des produits de départ et des produits synthétises.

Produits de départ T+ (°C) Produits synthétisé T+ (°C)
Acide 4-Hydrazinobenzoique 216 HYDZ-1 240,01
4- methylphenyl hydrazine / HYDZ-2 252,1
2-thiophénecarboxaldehyde 10 HYDZ-3 187,9
HYDZ-4 125,02
3-Thiophénecarboxaldehyde -30,0 HYDZ-5 135,03
2-Furaldehyde -39 HYDZ-6 197,7

On observe que les points de fusion (Tf) des produits synthétisés sont différents aux

celles des produits de départ. Ces résultats révelent I’obtention des nouveaux produits.

111.4.2. Propriétés spectroscopiques des produits synthétisés

I11.4.2.1. Caracteérisations par spectroscopie UV-Vis

Les spectres d’absorption UV-Vis des molécules synthétisées sont enregistrés dans le

méthanol a température ambiante et dans le domaine allant de 100 a 700 nm. Dans ce

contexte, les spectres UV-Vis obtenus des hydrazones synthétisées et leurs amines de départs

sont présentés par les figures 111.4 et Figure 111.5. Nous avons comparé les spectres UV-Vis

expérimentaux avec les spectres théoriques de nos molécules pour confirmer que la réaction

est irréversible et qu'elle est compléte.
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Figure I11.6 : Spectres UV-Visde R1, R2, S1,S2 et S3 enregistrés dans le méthanol.
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Figure 111.7: Spectres UV-Vis de HYDZ-1, HYDZ-2, HYDZ-3, HYDZ-4, HYDZ-5et

HYDZ-6enregistrés dans le méthanol.
Selon les résultats présentés dans les figures 111.6 et 111.7 on observe que :

Les spectres UV-Vis des produits de départ indiquent des bandes autour de 210-390
nm correspond a la transition électronique t—n* et n—»7n* due a une conjugaison dans
un systéme insaturé et a la présence des hétéroatomes (O, S et N) ;

Les spectres experimentaux de HYDZ-1, HYDZ-2 et HYDZ-3 illustrent des bandes a
202 nm, 204 nm et 204 nm, respectivement, correspondant aux transitions n — 7*
produites par le groupe acide carboxylique (-COOH), ou les électrons sautent de n
orbitales non liante a des orbitales 7 anti-liantes. De plus, les épaulements observés a
225 nm, 228 nm et 237 nm, respectivement, correspondent aux transitions n — Gx*

créées par les groupes oxole et thiole [4]. D'autre part, les bandes apparues a 269 nm,
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276 nm et 269 nm, respectivement, sont liées aux transitions 7— 7+ du groupe C = C
du cycle aromatique. Les épaulements obtenus a 300 nm, 302 nm et 303 nm,
respectivement, représentent les transitions n — m+associées au groupe (N-NH).
Enfin, les spectres UV-Vis des trois hydrazones révéelent une large bande a 363 nm,
346 nm et 354 nm, respectivement, qui sont liées aux transitions n — 7 produites par
le groupement imine (C=N) [5].

> Le spectre expérimental de HYDZ-4 montre qu'une bande a 204 nm correspond a la
transition n — =+, dans laquelle I'orbitale électronique passe de I'orbitale non liante n a
I'orbitale anti-liante m, puis un petit pic avec les transitions n— nxdétectées a 245 nm
correspondent au groupe C=C du cycle aromatique [5].La bande affichée a 362 nm est
attribuée a la transition n — mxproduite par le groupe imine (C=N) de I'hydrazone
synthétique [6].

»  Les spectres de HYDZ-5 et HYDZ-6 ont la méme interprétation, et la bande affichée a
204 nm indique la transition n — 7* correspondant a I'orbitale de I'électron. De plus, les
pics apparaissant a 304 nm et 286 nm correspondent au groupe C=C du cycle
aromatique avec la transition m—m* [5]. Les bandes observées a 338 et 362 nm,
respectivement, sont attribuées a la transition n — 7+ produite par le groupe imine [6].

> Les spectres théoriques UV-Vis représentent un petit pic a 245, 279 et 276 nm,
respectivement, qui est li¢ a la transition 7— 7* du groupe C=C du cycle aromatique.
Les bandes caractéristiques du groupement imine (C=N) pour les dérivés hydrazones
étudiés sont apparues a 362 nm, 340 nm et 344 nm, respectivement. Nous concluons
que les résultats théoriques d’UV-Vis des hydrazones étudiées sont en bon accord avec

les résultats expérimentaux.
I11.4.2.2. Caractérisations par spectroscopie infrarouge (FT-IR)

Nous avons analysé les produits synthétisés afin de pouvoir comparer les différents
spectres caractéristiques des composés impliqués dans la synthese correspondante. Les
figuresci-dessous illustrent les spectres expérimentaux et théoriques d’IR-TF des hydrazones

synthétisés.
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Les spectres IR expérimentaux et calculés de HYDZ-1, HYDZ-2 et HYDZ-3, HYDZ-4,
HYDZ-5 et HYDZ-6 sont présentés par les Figures 111.8 et 111.9. De plus, les fréquences
vibratoires obtenues et leurs groupes d'affectations de modes vibratoires sont présentés dans
les tableaux 111.6 et 111.7. D'autre part, un facteur d'échelle de 0,9614 a été utilisé pour mettre
a I'échelle des fréquences calculées [7]. L'examen des résultats de ces tableaux montre que les
fréquences théoriques mises a I'échelle sont en bon accord avec les fréquences

expérimentales.

L'étude des spectres expérimentaux des hydrazones synthétisées montre I'existence

des modes vibrationnels suivants :

Tableau 111.6 : Fréquences théoriques et expérimentales de vibrations sélectionnées de
HYDZ-1, HYDZ-2 et HYDZ-3.

Composés HYDZ-1 HYDZ-2 HYDZ-3
Fréquenc Fréquences Fréquenc  Fréquences Fréquenc Fréquences
Attribution es Théoriques es Théoriques es Théoriques
Expérim (cm) Expérim (cm™) Expérim (cm)
entales Non  Ajusté entales o Ajust entales o0 Ajust
(cm™) ajustés  es (cm™) ajustés  ées (cm™) ajustés  ées
(N-H) 3311 3497 3362 3313 3516 3380 3312 3498 3362
V(C-H)Ar 3276 3248 3314 3282 3238 3113 3277 3244 3118
V(C-H)Alph 2930 3029 2912 2954 3153 3031 2975 3049 2931
V(c=0) 1661 1773 1704 1654 1774 1705 1650 1773 1704
V(C=N) 1593 1646 1582 1593 1651 1587 1590 1643 1579
V(C-N) 1273 1295 1245 1268 1291 1241 1272 1296 1245
(N-N) 1138 1193 1146 1150 1097 1054 1162 1218 1170
V(c-0) 1090 1091 1048 1091 1090 1047 1095 1102 1059
V(c-s) 852 858 824 852 823 791 - - -
Pout(C-H) 762 701 673 771 652 626 734 743 714
Pout(N-H) 685 642 617 627 442 424 674 500 480

v: élongation, pout : flexion hors plane.
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Tableau 111.7: Fréquences théoriques et expérimentales de vibrations sélectionnées de
HYDZ-4, HYDZ-5 et HYDZ-6.

Composeés HYDZ-4 HYDZ-5 HYDZ-6
Fréquenc Fréquences Fréquenc Fréquences Fréquenc Fréquences
Attribution es Théoriques es Théoriques es Théoriques
Expérime (cm™) Expérime (cm) Expérime (cm?)
ntales Non  Ajusté ntales Non  Ajust ntales Non  Ajust
©m?)  justés s ©m®)  ajustés  ées ©m™)  ajustés  ées
(N-H) 3206 3499 3363 3297 3512 3376 3282 3507 3371
V(C-H)Ar 2920 3148 2919 2922 3146 3024 2924 3156 3034
V(C-H)Alph 2852 3015 2898 2859 3014 2897 2840 3016 2899
V(C=N) 1611 1630 1567 1607 1641 1577 1665 1635 1571
V(c=C) 1508 1556 1495 1512 1546 1486 1597 1592 1530
V(CH3) 1398 1489 1431 1416 1488 1430 1415 1493 1435
(C-N) 1331 1280 1230 1252 1279 1229 1303 1280 1230
V(c-0) / / / / / / 1276 1197 1150
V(N-N) 1147 1110 1067 1163 1144 1099 1154 1111 1068
V(c-0) 1041 1071 1029 1074 1027 987 1013 1028 988
V(C-S) 809 859 825 814 870 836 / / /
Pout(N-H) 485 484 465 490 434 417 592 459 441

v: élongation, pout : flexion hors plane.

>

Acide 4-{(2E)-2-[(thiophéne-2-yl)méthylidéne]hydrazinyl}benzoique

Des petits pics & 3502 et 3311 cm ~ sont attribués aux vibrations d'élongation O—H et N —
H, respectivement. Un faible pic apparu a 3276 cm™ peut étre référé a la vibration
d'élongation des groupes C —H aromatiques. Les vibrations d'élongation des groupements
aliphatiques C—H correspondent au pic le moins intense apparu a 2930 cm™. La présence
de pics dans la zone de 1600-2000 cm * est principalement due a la vibration de flexion
des groupes C=N ou C=C aromatiques. Le pic caractéristique de HYDZ-1 est observé
comme un pic trés intense a 1593 cm ! qui est attribué a la vibration d'élongation du
groupe imine (C=N). De plus, les pics d'intensité moyenne obtenus dans la région 1200—
1273 cm™ peuvent expliquer la vibration des groupes C—N. Les pics détectés dans la
région 1100-1138 cm ! pourraient étre attribués a la présence du groupe fonctionnel N—

N. Le pic mince intense situé & 685 cm™ peut étre di & la vibration de flexion N-H [6, 8].

» Acide 4-{(2E)-2-[( thiophén -3 yl ) méthylidéne Jhydrazinyl}benzoique

Des petits pics situés a 3524 et 3313 cm™ pourraient étre attribués respectivement aux

vibrations d'étirement O—H et N-H. Un petit pic apparu a 3282 cm™ peut étre présent la
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vibration des groupements C—H aromatiques. Les vibrations d'étirement des groupes C-H
aliphatiques correspondent au pic moins intense apparu & 2954 cm™. La présence de pics dans
la zone de 1600 & 2000 cm ~* est principalement due a la vibration de flexion des groupes
fonctionnels C=N ou C=C aromatiques. Le pic caractéristique de HYDZ-2 est observé comme
un pic trés intense a 1593 cm qui est attribué a la vibration d'étirement du groupe hydrazone
(C=N-N). De plus, les pics d'intensit¢ moyenne obtenus dans la région 1200-1268 cm™
peuvent expliquer la vibration du groupe C—N. Les pics observés dans la région 1100-1150
cmt présentent la vibration du groupe fonctionnel N-N. La vibration de flexion N-H est

observée sous la forme d'un pic mince intense a 627 cm™.
» Acide 4-{(2E)-2-[( furan -2- yl ) méthylidéne ]hydrazinyl}benzoique

Les petits pics situés a 3564 et 3312 cm sont respectivement attribués aux vibrations
d'étirement des groupes O-H et N-H. De plus, les vibrations d'étirement des groupes
aromatiques C—H apparaissent sous la forme d'un faible pic a 3277 cm. D'autre part, les
vibrations d'étirement des groupes C—-H aliphatiques sont observées comme un pic moins
intense a 2975 cm. Généralement, les vibrations de flexion des groupes C=N et C=C
aromatiques sont obtenues dans la plage de 1600-2000 cm™. Le pic trés intense situé a 1590
cm® représente le pic caractéristique de I'HYDZ-3, qui fait référence a la vibration
d'étirement du groupe imine (C=N). De plus, les vibrations d'étirement du groupe C-N
apparaissent sous forme de pics moyens dans la région de 1200-1272 cm™. Généralement, les
pics caractéristiques des vibrations du groupe N—-N se situent entre 1100 et 1162 cm™. Enfin,
le pic mince intense situé a 674 cm™* peut étre associé a la vibration de flexion N-H.

» (2E) -1-(4-methylphenyl-2-[( thiophen -2- yl ) methylidene Jhydrazine (HYDZ-4)

Le mode vibrationnel du groupement amine apparait comme un pic faible & 3206 cm™. De
plus, les pics détectés a 2920 cm™ et 2852 cm™ peuvent étre référés a la vibration du
groupe C—H aliphatique. L'existence de pics dans la région de 1600-2000 cm™' est
principalement due a la vibration de flexion des liaisons C= N ou C=C aromatiques. Le
pic caractéristique de I'hydrazone synthétique est observé a 1611 cm™!, ce qui est dd a la
vibration d'étirement du groupe imine (C=N). Le pic observé a 1508 cm™' est lié a la
vibration d'étirement du groupe C=C aromatique. De plus, le pic modéré obtenu a 1398
cm™ peut expliquer la vibration du groupe CHs. Les pics détectés dans la région de 1147
1090 cm™! peuvent étre attribués a la présence du groupe N—N. Le fort pic mince situé a

485 cm™! peut étre dd a la vibration du groupe N—H [6].
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» (2E) -1-(4-méthylphényl) -2-[( thiophén -3 yl ) méthylidéne Jhydrazine (HYDZ-5)

Le pic situé a 3297 cm™!

peut étre attribué a la vibration N—H. Un petit pic apparu a 2922
cm™!, peut étre attribué aux vibrations d'étirement du groupe C-H aromatique. Le pic
caractéristique du groupe C—H aliphatique apparait sous la forme d'un petit pic a 2859 cm™".
Les pics obtenus dans la région de 1600-2000 cm™! sont principalement dus a la vibration de
flexion des groupes C=N ou C=C aromatiques. Le pic intense observé a 1607 cm™' est
attribué aux vibrations d'étirement du groupe imine (C=N), tandis que le pic apparu a 1512
cm! est di aux vibrations du groupe C=C aromatique. De plus, un pic observé a 1416 cm!
peut expliquer la vibration du groupe CHas. Les pics détectés dans la région de 1252-1163
cm~! montrent la vibration des groupes C—N et N—N. Le pic fin situé a 490 cm™! peut étre di a

la vibration du groupe N-H [6].
» (1E) -1[( furan -2- yl ) méthylidene ] -2-(4 méthylphényl) hydrazine (HYDZ-6).

Le petit pic situé a 3282 cm™! est di a la vibration d'étirement N—H. Nous avons I'existence
de vibrations d'étirement des C—H aromatiques et aliphatiques a 2924 cm™! et 2840 cm™!,
respectivement. Les pics situés a 1665 cm™!' et 1597 cm™! sont principalement dus a la
vibration de flexion du groupe caractéristique de I'hnydrazone C=N et des groupes C=C
aromatiques, respectivement. La vibration d'étirement du groupe CHz est attribuée au pic a
1415 cm™. Les pics apparus a 1303 et 1276 cm™! sont associés aux groupes C-N et C-O. La
vibration d'étirement caractéristique du groupe N—N peut s'expliquer par le pic apparu a 1154

cm L. Le petit pic marqué a 592 cm™! peut étre dii a la vibration du groupe N-H [6].

La figure 111.10 montre I'ajustement linéaire de la variation des fréquences théoriques
de mise a I'échelle par rapport aux résultats expérimentaux. Généralement, des lignes droites
ont été obtenues entre les fréquences théoriques et expérimentales avec des coefficients de
corrélation de R? = 0,9957, R? = 0,9926, R? = 0,9932, R? = 0,9964, R? = 0,9985 et R? =
0,9975, respectivement, de HYDZ-1, HYDZ-2 et HYDZ-3, HYDZ-4, HYDZ-5 et HYDZ-6.
Nous observons que les valeurs obtenues de R? sont approximativement égales a 1, indiquant
que les fréquences théoriques de mise a I'échelle sont en bon accord avec les fréquences

experimentales.
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Figure 111.10: Diagrammes de corrélation entre les nombres d'onde théoriques et
expérimentaux de HYDZ-1, HYDZ-2 et HYDZ-3, HYDZ-4, HYDZ-5 et HYDZ-6.

I11.4.2.3. Analyse par la spectrométrie de résonance magnétique nucléaire RMN

Les structures chimiques des composes synthétisés ont été déterminées sur la base de
leurs données spectrales RMN. Les déplacements chimiques sont exprimés en ppm. La grande
solubilité des produits synthétisés dans le DMSO explique notre choix d'utiliser le DMSO
déterré (DMSO-dg) comme solvant.

Les spectres RMN des molécules étudiées présentent une superposition de résonance

de seconde ordre [9-11] due ou présence de deux aryles (phénol et thiophene).

Les deux figures 111.11 et 111.12 représentent les spectres RMN H! des produits de
synthéses. Le solvant utilisé est le DMSO-ds, qui indique un pic tres long apparu aux environs
2.5 ppm (multiplet) dans I’RMN H? et 40 ppm (multiplet) dans ’'RMN C*3,
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> Pour HYDZ-1

RMN H! (400 MHz, DMSO, 8(ppm)): 7.01 (s, 1H, -CHAr5 ), 7.10 (s, 1H, CHAr3 ), 7.30
(d, 2H, CHAr8, -CHAI9 ), 7.55 (s, 1H, CHAr4 -S), 7.83 (d, 2H, CHAr10, -CHAr11),
8.15 (s, 1H, CH=N), 10.75 (s, 1H, -NH-N), 12.23 (s, 1H, O-H ) ;

> Pour HYDZ-2

RMN H! (400 MHz, DMSO, 8(ppm)): 7.09 (s, 1H, -CHAr15), 7.53 (s, 1H, -CHAr11-
S), 7.58 (d, 2H, CHAr2, -CHAr3), 7.73 (s, 1H, CHAr4 -S), 7.82 (d, 2H, CHAr4, —-CHAI5),
8.01 (s, 1H, CH=NH), 10.64 (s, 1H, -NH-N), 11.91 (s, 1H, O-H).

> Pour HYDZ-3

RMN H(400 MHz, DMSO, 8(ppm)): 6.58 (s, 1H, -CHAr13), 6.74 (s, 1H, CHAr11), 7.06
(d, 2H, CHAr2, -CHAr3), 7.75 (s, 1H, CHAr12-0), 7.83 (d, 2H, CHAr4, -CHATr5), 7.85
(s, 1H, CH=N-), 10.75 (s, 1H, -NH-N), 12.23 (s, 1H, O-H) ;

> Pour HYDZ-4

RMN H(400 MHz, DMSO, & (ppm)): 2.23 (t, 3H , -CHs), 6.90 (s, 1H , -CHAr3), 7.03 (d,
2H , CHAr8, -CHAT9), 7.19 (s, 1H , CHATr5), 7.29 (d, 2H , CHAr10, —-CHAr11), 7.30 (s,
1H, CHAr4 -S), 8.05 (s, 1H , CH=N), 10.38 (s, 1H , -NH-N).

> Pour HYDZ-5

RMN H(400 MHz, DMSO, §(ppm)): 2.21 (t, 3H , -CHs), 6.90 (s, 1H , -CHAr514), 6.95
(d, 2H , CHAr2, -C H AR3), 7.11 (d, 2H , CHAr4, -CHATr5 ), 7.47 (s, 1H , CHAr10),
754 (s, 1H, CHAr13), 7.91 (s, 1H , CH=N), 10.20 (s, 1H , -NH-N).

> Pour HYDZ-6

RMN H(400 MHz, DMSO, §(ppm)): 2.33 (t, 3H , -CHs), 7.19 (s, 1H , -CHAr11), 7.20 (s,
1H, CHAr13), 7.22 (d, 2H , CHAr2, -CHAr3), 7.30 (d, 2H , CHAr4, -CHAT5), 7.34 (s,
1H, CHAr12 -0), 7.47 (s, 1H , CH=N), 10.38 (s, 1H , -NH-N).

Les déplacements chimiques observés d’aprés 1’analyse des spectres RMN C*2 des molécules

synthétisées sont présentés dans les figures 111.13 et 111.14:
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Figure 111.14: Spectres expérimentaux d’RMN C® de I’HYDZ-4, HYDZ-5 et HYDZ-6.
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> Pour HYDZ-1

RMN C : (75 MHz, DMSO, §(ppm)): 111.54 (d, 2C, CHAr10, ~CHAr11 ), 120.84 (s,
1C, CAr12), 127.13 (s, 1C, CHAI5), 128.17 (s, 1C, -CH=N-N-), 128.30 (s, 1C, CHAr4-
S), 131.69 (d, 2C, CAr10, —~CArl1), 134.93 (s, 1C, CHAr3), 140.71 (s, 1C, CArl-S),
148.99 (s, 1C, CAr7-NH), 167.74 (s, 1C, COOH).

> Pour HYDZ-2

RMN C3(75 MHz, DMSO, 3(ppm)): 111.54 (d, 2C, CHAr2, -CHAr3), 120.55 (s, 1C,
CAT6), 125.12 (s, 1C, CHAr11-S), 125.16 (s, 1C, CHAr13), 127.61 (s, 1C, CHAr14-S),
131.64 (d, 2C, CAr4, ~CAr5), 135.63 (s, 1C, CHAr15), 138.82 (s, 1C, C16=N -), 149.38 (s,
1C, CAr1-NH), 167.77 (s, 1C, COOH).

> Pour HYDZ-3

RMN C13(75 MHz, DMSO, 8(ppm)): 110.77 (s, 1C, CHAr11), 111.60 (d, 2C, CHAr2, —
CHAr3), 112.42 (s, 1C, CHAr13), 120.87 (s, 1C, CAr6), 129.98 (s, 1C, CHAr12-0),
131.66 (d, 2C, CAr4, —CAr5), 144.22 (s, 1C, CArl4=N -), 149.07 (s, 1C, CAr9-0),
150.76 (s, 1C, CArl-NH), 167.73 (s, 1C, COOH).

» Pour HYDZ-4

RMN H(75 MHz, DMSO, §(ppm)): 20.77 (s, 1C , CHs), 112.38 (d, 2C , CHAr8, -CH
AR9 ), 12359 (s, 1 C,-CH=N-N-), 12589 (5,1 C, CH Ar3), 128.00 (5, 1 C , -C
HAr1-S), 129.62 (d, 2C , CAr10, ~CArl1), 130.56 (s, 1C, CAr5), 131.81 (s, 1C, CHAr12,
_CHs), 141.60 (s, 1C , CH-NH), 143.25 (s, 1C , CAr4-S).

*  Pour HYDZ-5

RMN H¥(75 MHz, DMSO, 8(ppm)): 20.69 (s, 1C , CHs), 112.39 (d, 2C , CHAr2, —
CHAr3), 115.42 (s, 1C, CArl4-S), 123.30 (s, 1C, CAr10-S), 125.67 (s, 1C , -CHAr13),
129.82 (s, 1C , CArl12), 129.93 (d, 2C , CAr4, ~CAr5), 132.60 (s, 1C , CHAr6, —CHs),
139.40 (s, 1C , CH-NH), 143.05 (s, 1C , -CH=N-N).

> Pour HYDZ-6

RMN H*¥(75 MHz, DMSO, §(ppm)): 20.09 (s, 1C , CArl2), 112.38 (s, 1C , -CH=N-N-),
120.03 (d, 2C, CHAr10, -CHAr11), 123.5 (s, 1C, CHAr5), 125.59 (s, 1C, -CH), 139.56
(d, 2C, CAr10, ~CAr11), 130.55 (s, 1C, CArl), 134.30 (s, 1C , CH-CHs), 138.07 (s, 1C,
CH-NH), 166.6 (s, 1C, CAr1-S).
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I11.5. Conclusion

Les structures chimiques des molécules synthétisées ont été confirmées par différentes
méthodes physicochimiques et spectroscopiques. Des études expérimentales ont été menées

sur six produits de synthése pour évaluer leurs activités biologiques.
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CHAPITRE IV ACTIVITE BIOLOGIQUES DES PRODUITS SYNTHETISES

Iv.1. Introduction

Ce chapitre est consacré aux résultats de 1’évaluation in vitro des activités biologiques des
dérivés hydrazones synthétisés. En premier temps on a évalué I’activité antioxydante par
différentes méthodes (DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP et phenantroline). Nous avons
également étudié leur capacité anti-enzymatique notamment, leur activité anti Alzheimer
(ACH et BCH), antidiabétique (alpha amylase) et antiulcéreuse (Uréase) ainsi que leur

activité anti-inflammatoire, SPF et antimicrobienne.
1v.2. Evaluation in vitro de I’activité antioxydante

Un antioxydant est une molécule qui ralentit ou empéche 1’oxydation d’une autre

substance chimique et transforme les radicaux en composés plus stables.

La capacité antioxydante des molécules synthétisees a été évaluée par plusieurs
méthodes complémentaires. Ces tests sont basés sur la différence de mécanisme d’action. Il
est important d’utiliser plusieurs méthodes pour prouver l’efficacité d’un produit et son

mécanisme d’action comme la capacité réductrice et le piégeage des radicaux libres...etc.

Dans ce contexte, on a fait les testes suivants avec une concentration de (4mM =
1mg): la capacité de piégeage des radicaux (DPPH et ABTS), la capacité réductrice des ions
cuivriques (CUPRAC) et ferriques (FRAP et PHENANTHROLINE).

IV.2.1. Activité de piégeage de radical DPPH

Le test DPPH (2 ,2 diphényl-1-pycril hydrasyl) est basé sur la capacité des substances
antioxydants a donner un ¢lectron ou un atome d’hydrogéne au radicale synthétique DPPH
comme indique la figure 1V.1. En effet, la réduction du DPPH est facilement mesurée par
spectrophotométrie a une bande d’absorption a 517 nm (Amax du DPPH) [1,2]. Cette réduction
se traduit par le changement de la couleur violette de la solution méthanolique du DPPH vers
une couleur jaunatre [3,4]. Les valeurs des absorbances mesurées nous ont permis de calculer

les pourcentages d’inhibition selon 1’équation (IV .1):

IoppPH %= [ ( AbPPH—Agchantilion) / ApppH ]%100 (Vv .1)
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Qo o Q on
A * | H *
w N—NONOZ + AH —— | N-N ON02+ A
O,N '- @ O,N
Radical DPPH DPPH réduit

Figure V. 1 : Réduction du radical DPPH" par A-H, ou (A-H) est un composé

capable de céder un H au radical DPPH.

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) pour trouver
IC50 des molécules et comparer avec les standards (BHT et BHA) (Figure IV.2). Ce
parameétre est défini comme étant la concentration du substrat nécessaire a diminuer de 50 %

[’absorbance de la solution initiale du DPPH.
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Figure 1V.2 : Présentation graphique du pourcentage d’inhibition du radical DPPH des
molécules synthétisees et des standards BHT et BHA.

Les résultats montrent que le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPHe est
proportionnel & la concentration des hydrazones 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 a un plateau qui correspond a I’inhibition

presque totale du DPPHe présent dans ce milieu.

Les molécules HYDZ-3 et HYDZ-5 posseéde un pouvoir de piégeage du radical DPPHe

trés important avec un pourcentage d’inhibition élevé a des faibles concentrations par rapport
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aux autres molécules et comparable avec les standards surtout dans les faibles concentrations
(3.125 pM/ml). Pour mieux évaluer la capacité antioxydante de nos composes vis-a-vis du
DPPHe, les résultats ont été exprimés en IC50 (figure 1V.3).
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o o o
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Figure IV 3: Présentation des concentrations inhibitrices IC50 du radical DPPH exprimees en
puM/ml, (valeur moyenne £ S.D pour n=3) entre les molécules concernées et les standards
BHT et BHA.

Remarque : HYDZ-4= HZ-1. HYDZ-5= HZ-2, HYDZ-6= HZ-3

En genéral, les valeurs de 1’ICso le plus élevé, corresponde a la capacité antioxydante
la plus faible. Donc, l'activité antioxydante des composés étudiés peut étre classée dans I'ordre
décroissant suivant : HYDZ-5>BHA>HYDZ-3>BHT>HYDZ-4>HYDZ-1>HYDZ-6>HYDZ-
2.

Donc, on peut conclure que: le cycle furane avec le motif CHs dans le cycle
aromatique de benzéne augmente I’activité antioxydante mieux que les standards par la
méthode de DPPH.

1VV.2.2. Test de piégeage des radicaux ABTS

Le radicale ABTS (2.,2’-Azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-acide sulfonique) est
utilisé pour mesurer 1’activité anti-radicalaire des hydrazones synthétisés selon le protocole de
Re et al [5]. L’activité anti-radicalaire est observée par le changement de la coloration bleu-

vert vers le jaune ou I’incolore (Figure 1V.4).
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Figure 1V.4: Représentation photographique de la réduction de radical ABTS.

La Figure V.5 représente la variation de I’absorbance du radicale ABTS mesurée a
734 nm en fonction de la concentration. Le pourcentage d’inhibition des hydrazones

synthétisés et celle des standards (BHT et BHA) est calculé selon 1’équation V.1 précédente.

100

90—-
80—-
70
60—-

50 +

40 _— —a— HYDZ-1
1 —e— HYDZ-2
—a&— HYDZ-3
—w— HYDZ-4
—<4— HYDZ-5
—»— HYDZ-6
i —— BHT
0 4 —a— BHA

30

% inhibition ABTS

20

10

T T T T T T
20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
C (uM/ul)

Figure 1V.5: Présentation graphique du pourcentage d’inhibition du radical ABTS des
molecules et des standards BHT et BHA.

Selon cette figure, on peut observer que le pourcentage d’inhibition du radicale libre
ABTS est proportionnel avec la concentration des molécules testées c’est-a-dire le
pourcentage d’inhibition augmente avec 1’augmentation de la concentration des molécules
synthétisées. On peut observer aussi que touts les composés ayant une activités importante
d’inhibition du radical ABTS a des faibles concentration par rapport les standards (BHA et
BHT), pour HYDZ-1, HYDZ-2 et HYDZ-3 on trouve que % d’inhibition est similaire aux
standards, il est presque totale a des fortes concentrations ( 200 uM/ml) et a des faibles

concentrations ( 3,125 uM/ml) on trouve que les standards ayant respectivement une activité
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de 31.12+0.34 et 22.92+0.33, par contre le HYDZ-3 ayant une activité de 78,06+3,82 ce qui
fait que HYDZ-3 ayant un effet inhibiteur plus important a une concentration de 0,39062
HM/ml de 23,83+1,45% que les standards a cette concentration qui ne sont pas active (N.A).

La figure 1V.6 montre la capacité antioxydante de nos composeés vis-a-vis de ’ABTS

dont les résultats sont exprimés en 1C50.

180
160
140
120

100 110,01

1C 50 (uM/ml)
H [e)] 0]
o o o

N
o

e el miii il

W HYDZ-1 mHYDZ-2 HYDZ-3 WHZ-1 WHZ-2 HZ-3 WBHA MBHT

o

Figure IV.6 : Présentation des concentrations inhibitrices IC50 de I’ABTS exprimées en
uM/ml, (valeur moyenne £ S.D pour n=3) entre les molécules concernées et les standards
BHT et BHA.

L’IC50 de I’activité antioxydante des composés étudiés peut étre classée dans I'ordre
décroissant suivant : HYDZ-3>HYDZ-2>BHA>BHT>HYDZ-1>HYDZ-5>HYDZ-6>HYDZ-
4,

On observe que ’HYDZ-3 et I’HYDZ-2 ayant une activité inhibitrice mieux que les
standards BHA et BHT. Ainsi, on observe que I’HYDZ-1, ’'HYDZ-2 et ’HYDZ-3 ont des
activités supérieurs aux autres composés donc, on peut conclure que : la fonction acide qui
présent dans le cycle benzénique est le motif responsable a augmenter 1’activité antioxydante

par ABTS.
1V.2.3. Test de I’activité réductrice de I’ion cuprique (CUPRAC)

Le test de CUPRAC (CUPric Reducing Antioxydant Capacity) est basé sur la mesure

de I’absorbance du chélate de Cu(I)-Néocuproine(Nc) formé a la suite de la réaction
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d’oxydoréduction des antioxydants en clivant la chaine Cu(Il)-Nc [6]. En effet, en présence

d’un agent antioxydant, le complexe cuivre-neocuproéne est réduit et cette réaction est

quantifiée spectrophotométrique a une longueur d’onde de 450 nm [7].

La réduction du cuivre (CUPRAC) par les produits synthétisés a été déterminée par la

méthode décrite par Apak et al [8].

I /.’,/._‘ \\ ] 2+ ’-— //,/T‘s —
==\ — b \ :
=D D |
e N\_/\/ Antioxidant (AO) reduces | gzN = T
H;C/ \cu CHs Cu(IT) form to Cu(T) } Hu \(; 7 m4 |
H:‘C-. ;_r" /CH] ’H;C /’ u".\ ,CH;
\?_\‘ N _(' N\ / |
(;‘}’ﬂ\‘\ /("_\‘i\ ‘ Y/ f \ ‘::‘(\
\ \_(,’I(/ R\ _/‘/ '\( ,: ‘.\!\ /’
P | =
— = — { S 4 |
Cu(II)-Nc Cu(I)}-Nc

Figure IV.7: Représentation photographique de la réduction du radical CUPRAC.

La capacité réductrice des molécules et des standards BHT et BHA est exprimée par

la variation de 1’absorbance avec la concentration et ’ensemble des valeurs obtenues est

reporté dans la figure 1V 8.
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Figure 1V.8: Présentation graphique de la capacité de réduction du cuivre (CUPRAC)

par les molécules étudiées et les standards BHT et BHA.
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On peut observer aussi que touts les composés ont une activité inhibitrice importante
du CUPRAC aux faibles concentrations et cette activité est comparable aux celles des
standards (BHA et BHT). Pour I’HYDZ-1, ’'HYDZ-2 et I’HYDZ-3 on trouve que les
absorbances mesurées sont similaires aux celles des standards par rapport aux autres
composés. Les résultats obtenus dans la figure 1V.9 nous ont permis de déterminer la
concentration efficace qui correspond a une absorbance de 0.5 (A0.5). Nous rappelons que la
concentration A(.5 est la concentration de 1’échantillon qui correspond a une absorbance

égale a 0,5.
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Figure 1V.9 : Présentation des concentrations inhibitrices 1IC50 du CUPRAC exprimées en
Mm/ml, (valeur moyenne + S.D pour n=3) entre les molécules concernées et les standards
BHT et BHA.

L’Aos de l’activité antioxydante des composés étudiés est classée dans l'ordre
décroissant suivant : BHT>BHA>HYDZ-3>HYDZ-2>HYDZ-1>HYDZ-5>HYDZ-6>HYDZ-
4.

On observe que I’HYDZ-3 et I’THYDZ-2 ont une activité inhibitrice mieux que les
standards BHA et BHT. Ainsi, on observe que ’'HYDZ-1, ’'HYDZ-2 et ’HYDZ-3 ont des
activités supérieur aux autres composés donc, on peut conclure que : la fonction acide qui

présente dans le cycle benzénique est le motif responsable a augmenter 1’activité antioxydante
par CUPRAC.
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IV.2.4. 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 [9]. Cette méthode 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
Fe?* [19]. Par conséquent, le Fe?* peut étre évaluée en mesurant et en surveillant

l'augmentation de la densité de la couleur bleu vert apparaitre dans le milieu réactionnel a 700

T /Ké [51 Ké

nm.

“‘-\_

Figure 1V.10 : Représentation photographique de la réduction du radical FRAP.
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Figure V.11 : Présentation graphique de la capacité de réduction du FRAP par les molécules

synthétisées et le standard acide ascorbique.

Il est bien connu que plus la valeur d’Aos est faible, plus le composé est plus
antioxydant. Nous remarquons que le HYDZ-2 et le HYDZ-4 a manifester une activité a une
concentration de 200 pM/ml avec une Aos inferieur aux autres composés. Tandis que le
HYDZ-4 a montré une faible capacité a réduire le cuivre (>200 uM). Toutefois, les résultats

d’antioxydants son supeérieurs a celle du standard acide ascorbique.
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L’acide ascorbique a manifesté des capacités de réduction plus intéressantes par
rapport aux nos produits. Les résultats obtenus pour cette activité sont en accord avec les

observations.
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Figure V.12 : Présentation des concentrations inhibitrices Aos du FRAP exprimées en
Mm/ml, (valeur moyenne £ S.D pour n=3) entre les molécules concernées et le standard

acide ascorbique.

Les résultats du test FRAP de nos dérivés hydrazones montrent une activité
antioxydante comparable (Aos entre 41,12 + 0,40 et 85,43 + 0,30 mM) a celle de l'acide
ascorbique utilisé comme standard (15,39 £+ 1,10 mM).

L’Aos de D’activité antioxydante des composés étudiés était classée dans 1'ordre
suivant : acide ascorbiqgue (A.AS)>HYDZ-1>HYDZ-3>HYDZ-5>HYDZ-2>HYDZ-
6>HYDZ-4.

On observe que le HYDZ-1 a une activité inhibitrice comparable au standard A.AS.
Ainsi, on observe que I’'HYDZ-1, ’HYDZ-2 et ’HYDZ-3 ont des activités supérieures aux

autres composeés, ceci est lié a la présence de la fonction acide dans le cycle benzénique.
IV.2.5. Activité antioxydante basée sur I’effet de la phénanthroline

La méthode colorimétrique de phénanthroline développée par Szydlowska Czerniaka
et al [10] a été utilisée pour doser le 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
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donneur d’électrons. L'ion Fe?* formé réagi ensuite avec I'orthophénanthroline pour donner un
complexe rouge-orangé, appelé complexe «ferroine» et il se préte bien a I'analyse

colorimétrique a une longueur d'onde de 510 nm.

Fe{lll)-phen %

N
Cll D —=>
v

Figure 1VV.13: Protocole Expérimental de 1’essai de réduction du phenanthroline.

Le changement de la couleur du milieu réactionnel du jaune au rouge-orangé, indique
la formation des complexes ferroines, ceci et donc un autre résultat qui confirme la capacité
de nos produits a donner des électrons pour réduire le fer ferrique. Donc, les hydrazones

synthétisés ont montré une bonne activité réductrice.
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Figure 1V.14 : Présentation graphique des résultats du test de mesure de la capacité de

réduction du phénantroline.
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Selon cette figure, on peut observer que 1’absorbance d’inhibition du phénanthroline
est proportionnel avec la concentration des molécules testées c’est-a-dire 1’absorbance
augmente avec 1’augmentation de la concentration des molécules synthétisées. On peut
observer aussi que tous les composés ont une activité antioxydante importante. On trouve que
les absorbances des composes testés sont supérieures aux celles des standards utilisés, il est

presque totale a des fortes concentrations (200 uM/ml) par rapport aux standards.

La figure 1V.15 montre la capacité antioxydante de nos composés vis-a-vis du

phénanthroline, les résultats ont été exprimés en Ags.
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Figure 1V.15 : Présentation des concentrations inhibitrices A0.5 du phénanthroline
exprimées en Mm/ml, (valeur moyenne £ S.D pour n=3) entre les molécules concernées et les
standards BHA et BHT.

D’apres la figure 1V.15, en ce qui concerne le dosage de la phénantroline, l'activité
antioxydante a été observée pour le HYDZ-1 avec une meilleure valeur de I’A o550 de 11,49 +
1,45 uM/ml, ce qui montre qu'il a une bonne activité antioxydante par rapport aux autres
composés et comparable a celle des standards BHA et BHT (4.31 +0,03 et 4,20 +0,06 uM,

respectivement).

L’Aos de D’activité antioxydante des composés ¢étudiés était classée dans 'ordre
suivant : acide ascorbiqgue BHA>BHT > HYDZ-1>HYDZ-2>HYDZ-3>HYDZ-6>HYDZ-
5>HYDZ-4.
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On observe que le HYDZ-1, le HYDZ-2 et le HYDZ-3 ont une activité supérieur aux
autres composés et cette activité élevée est due a la présence d’une fonction acide

carboxylique dans leurs structures moléculaires.

En bref, a partir des résultats de I'évaluation de 1’activité antioxydante des hydrazones
synthétisés par les dosages DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP et Phénanthroline (Tableau 1V.1),

les observations suivantes peuvent étre tirées :

e Les etudes réalisées mesurant l'activité antioxydante n'étaient pas corrélées entre elles.

Ce résultat peut s'expliquer par les différents mécanismes d'action.

Les dérives hydrazones synthétisés ont présenté une activité antioxydante élevée par les

cing méthodes.

Dans les tests DPPH et ABTS, le composé HYDZ-3 a montré une activité antioxydante
supérieure a celle des standards BHA et BHT, en raison de la présence du groupe
furane dans les composés hydrazones qui exercaient un effet inhibiteur abondant

contre divers radicaux libres.

Dans les dosages FRAP et Phénanthroline, le HYDZ-1 a été considéré comme le
meilleur antioxydant avec une valeur comparable aux normes BHA et BHT, ce qui
signifie qu'il est susceptible de réagir davantage, et le mécanisme de ces dosages il

consiste en un transfert d'électrons qui explique la réactivité de ce composé.

e Le composé HYDZ-5 a montré une activité antioxydante plus élevée que les standards
BHA et le BHT dans les dosages DPPH et ABTS en raison de la présence d'un cycle
thiophéne.

e Le mécanisme de DPPH et ABTS est basé sur le transfert de H* (IC50) tandis que les
mécanismes du CUPRAC, du FRAP et du phénantroline sont basé sur le transfert

d'électrons (Ao;s).
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Tableau IV.1 : Détermination de l'activité antioxydante des composés étudiés par DPPH,
ABTS, CUPRAC, FRAP et Phenanthroline.

Composés DPPH ABTS CUPRAC FRAP Phenanthroline
1Cs0 (Mm) ICs0 (MM) Ao.so (MM) Ao.so (MM) Ao.so (MM)
HYDZ-1 87.91+3.34 8.29+0.32 49.23+1.2 41.12+0.40 11.49+1.45
HYDZ-2 143.07+1.30  7.46%0.39 31.59+0.30 77.40%0.30 14.06+0.87
HYDZ-3 38.33+0.81 1.27+0.10 30.95+1.05 56.38+0.49 15.89+1.12
HYDZ-4 85.10+0.34  164.23+2.0 214.78+0.19 >200 38.68+1.88
HYDZ-5 5.43+0.12 23.27+£1.36 135.4145.2 66.14+0.37 28.75+£1.94
HYDZ-6 93.58+1.02 110.01+3.1 160.91+2.55 85.43+0.14 21.39+£1.65
BHA 24.28+1.28 7.67+0.40 17.97+0.66 N.T 4.31+0.03
BHT 70.916.6 8.24+0.13 16.62+0.79 N.T 4.20+0.06
acide ascorbique N.T N.T N.T 15.39£1.10 N.T

Iv.3. Activité inhibitrice des enzymatiques

1VV.3.1. Activité anticholinestérase

La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative chronique qui détruit les

cellules cérébrales, ce qui provoque, avec le temps, une détérioration de la mémoire et des

capacités de réflexion.

Actuellement, le seul traitement de cette maladie est l'utilisation des inhibiteurs du

cholinestérase (ChE) (acétylbutyrylcholinestérase) [11], mais il n'existe pas de médicaments
efficaces prouvés pour arréter la maladie, et le traitement reste en grande partie un traitement

symptomatique.

De plus, plusieurs études ont montre que le stress oxydatif est fortement associé aux
maladies neurodégénératives liées a I'age. En effet, ces études ont examiné les avantages des
antioxydants dans la réduction ou la prévention de la mort neuronale qui se produit dans la

physiopathologie de ces maladies.
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Dans cette étude, l'activité inhibitrice des enzymes de nos produits a été déterminée
par le dosage de la disparition de la couleur jaune formée apres la réaction de la thiocholine
avec les ions dithiobisnitrobenzoates [12]. Une diminution de la couleur jaune indique la
capacité de I'échantillon a tester a étre un inhibiteur de l'acétylcholinestérase et de la
butyrylcholinestérase. Les résultats ont été exprimés en valeur d’IC50 (uM) correspondant a
la concentration inhibitrice mesurée a 50%. Les résultats obtenus sont illustrés dans les

Figures IV.16 et V.17 avec une concentration de 4mM (1mg).
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Figure 1V.16 : Pourcentages d’inhibition de 1’activité inhibitrice de I’acétylcholinestérase par

les hydrazones synthétisés et le standard Galantamine.

D’apres la figure 1V.16, on peut voir que le HYDZ-1, le HYDZ-2 et le HYDZ-3 n'ont
montré aucun effet d'inhibition. D'autre part, on observe que les molécules HYDZ-4, HYDZ-5
et HYDZ-6 ont un effet d'inhibition comparable au composé utilisé comme standard

(Galantamine).

Dans ce contexte, on peut conclure que le groupement acide carboxylique substitué en
position para sur le noyau benzénique des hydrazones HYDZ-1, HYDZ-2, HYDZ-3 pourrait

étre diminue I’activité inhibitrice de 1’acétylcholinestérase.
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Figure 1V.17 : Pourcentages d’inhibition de I’activité inhibitrice du butyrylcholinestérase par

les hydrazones synthétisés et le standard Galantamine.

La méthode a la butyrylcholinestérase (BChE) a donné des résultats plus
encourageants ; il a démontré que les deux molécules HYDZ-5 et HYDZ-6 sont de bons
inhibiteurs de la butyrylcholinestérase et I’activité des autres molécules suive cet ordre
d’IC50 : HYDZ-5>HYDZ-6> galentamine >HYDZ-4> HYDZ-2 > HYDZ-1 > HYDZ-3.

On peut conclure que le groupement CHsen position para sur le noyau benzénique des
hydrazones HYDZ-4, HYDZ-5 et HYDZ-6 pourrait étre le motif responsable de 1’activité

anticholinesterase élevée de ces produits.

D’apres la figure IV.18, on peut dire que les molecules HYDZ-4, HYDZ-5 et HYDZ-6
ont un potentiel inhibiteur exceptionnel. La comparaison de [l'activité des molécules
synthétisées avec celle du standard Galantamine d'IC50 = 20,38+2,10 uM/ml, montre que les
deux molécules HYDZ-5 et HYDZ-6 ont une activité inhibitrice meilleur que la galantamine
avec des valeurs de I’IC50 respectivement de 16,49+1,04 uM/ml et 18,74+0,41 pM/ml.
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Figure 1V.18 : Valeurs d’IC50 (uM/ml) des dérivés d'hydrazones testés comme agents Anti-
Alzheimer.

Les résultats indiquent que l'activité Anti-Alzheimer des molécules étudiées est
proportionnelle a la concentration et que les molécules peuvent étre tres utiles pour le
traitement des maladies liees aux dommages oxydatifs, surtout quand on sait que les

molécules étudiées sont non toxiques.
1V.3.2. Activité inhibitrice de I’a-amylase

L'amylase de mammifere, qui est sécrétée par le pancréas et la salive, pénétre dans le
tractus intestinal par le suc pancréatique en tant qu'enzyme glycolytique et est une enzyme clé
qui catalyse la premiére étape du processus de digestion des glucides. .

L'activité antidiabétiqgue des composés synthétisés a été évaluée a l'aide du test
d'inhibition de l'a-amylase. Les résultats obtenus sont montrés dans les figures 1V.19 et 1V.20
(16 mM= 4 mg).
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Figure 1V.19 : Inhibition de I’a-amylase (activité antidiabétique) par les hydrazones

synthétisés et le standard acarbose.
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Figure 1.V20 : Valeurs d’IC50 (uM/ml) des dérivés d'hydrazones testés contre I'a-amylase.

Les effets inhibiteurs de 1'a-amylase ont montré une activité inhibitrice plus élevée
pour ’HYDZ-1 et ’HYDZ-2 que pour l'acarbose (IC50 = 5143+ 4.9uM/ml) [13] a I'exception
d'autres composes qui n‘ont montré aucun effet d'inhibition. La plus grande activité
d'inhibition de l'o—amylase a été obtenue dans le compose HYDZ-2 avec une IC50 de
618,40+2,94 uM/ml. On peut conclure que la combinaison entre le motif thiophene et acide

benzoique est responsable a I’effet anti-diabétes.
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1\VV.3.3. Evaluation de Pactivité anti-uréase

L'infection chronique a 1’Helicobacter pylori (H. pylori) entraine directement une
maladie gastro-intestinale, en particulier une gastrite, des ulcéres duodénaux et peptiques et
un cancer gastrique. L’H. pylori produit de l'uréase, une enzyme trés active capable
d'hydrolyser l'urée normalement présente dans l'estomac en libérant de I'ammoniac,
neutralisant ainsi le microenvironnement de la bactérie, ce qui rendrait le milieu plus
accueillant a la bactérie [14,15]. A cet égard, les hydrazones synthétisées ont été examinées
contre l'activité uréase. Les résultats obtenus du test de I’inhibition d'uréase sont présentés
dans la Figure 1V.21 et le Tableau 1V.6 a une concentration de 16 M= 4mg.
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Figure 1V.21 : L'inhibition de I’uréase par les hydrazones synthétisés et le standard Thio-

urées.

Les composes testés ont inhibé lI'uréase de maniére dose-dépendante avec des valeurs
dIC50 variées de 119,75 + 2,05 uM/ml & 754,94 + 3,87 uM/ml, respectivement (figure 1V.22).
La thio-urée a été prise comme témoin positif avec une valeur d’1C50 de 47,80 + 2,73 uM/ml.
La meilleure activité inhibitrice est observée pour I’ HYDZ-3 avec une 1C50 de 119,75 + 2,05
pM/ml.
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Figure 1V.22: Valeurs d’IC50 (uM/ml) des dérives hydrazones étudiés contre l'uréase.

On peut conclure que le groupement acide carboxylique substitué en position para sur
le noyau benzénique des hydrazones HYDZ-1, HYDZ-2 et HYDZ-3 augmente leurs activités
inhibitrices d’uréase.

IV.3.4. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire

Il a été démontré que les AINS inhibent la dénaturation des protéines, de sorte que tout
produit qui empéche la dénaturation des protéines peut étre anti-inflammatoire. Pour cette
raison, la méthode de dénaturation de la BSA a été utilisée pour évaluer l'effet anti-

inflammatoire de nos produits, et les résultats ont été comparés avec le diclofénac sodique

comme médicament standard (figure 1V.23).
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Figure 1V.23 : Histogrammes du pourcentage de I’activité anti-inflammatoire des hydrazones

et de diclofénac sodique en fonction de la concentration a T= 72 °C.

La figure 1V.23 montre que toutes les molécules synthétisées et le medicament

standard empéchent la dénaturation de l'albumine de sérum bovin d’une manic¢re dose-

dépendante, a part I’HYDZ-2 qui présente une activité inhibitrice plus ou moins faible sur la

dénaturation des protéines (74.24 %). Le Diclofenac sodique en tant que médicament anti-

inflammatoire standard atteint son inhibition maximale (98.65%) a la concentration de 2000
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pg/ml. Dans les mémes conditions, le pourcentage maximal d'effet inhibiteur des molécules
synthétisées, est observé pour les molécules HYDZ-6 et HYDZ-5, suivi par la molécule
HYDZ-4.

L'IC50 variait de 191,42 a 818,5 pg/ml (Figure 1V.24). L’HYDZ-5, ’'HYDZ-6 et
I’HYDZ-4 avaient une bonne activité anti-dénaturation et mieux que les autres dérivés

hydrazones et comparables avec le diclofénac sodique (IC50 = 33,65 pg/ml).
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Figure 1V.24 : Valeurs d’IC50 de I’inhibition de ’activité anti-inflammatoire des hydrazones
testés et le standard diclofénac sodique.

Les molécules synthétisées possédent une activité Al bien déterminer par 1Csy,

I’HYDZ-5 posséde une activité supérieure aux autres composés. En peut conclure que la
combinaison entre le motif thioféne substitué en position 3 et le motif CH3z dans I’hydrazine
aromatique donne un effet anti-inflammatoire plus élevé que les autres analogues et en peut le

comparer avec diclofenac sodique.
1V.3.5. D’activité de protection solaire SPF

La photoprotection des composés permettent de mesurer le facteur de protection
solaire (SPF) selon la méthode de Mansur et al. [16]. Par définition, le SPF représente la
quantité d'énergie nécessaire pour induire une dose minimale d'érythéme sur une peau
protégée apres l'application d'une formulation d'écran solaire de 2 mg/ml par rapport a
I'exposition aux rayons UV (généralement de sources artificielles). Les échantillons ont été

dosés a 0,5 mg/ml (500 ppm) concentration en suspension dans méthanol. L'absorbance a été
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enregistrée sur une plage de 280 a 320 nm mesurée a l'aide d'un lecteur de microplaques

multimode (Perkin Elmer Enspire, Singapour).

Le SPF est généralement divisé en quatre catégories : protection basse (valeur FPS
entre 2 et 15), protection moyenne (valeur FPS entre 15 et 30), protection élevée (valeur FPS
entre 30 et 50) et trés haute protection (la valeur FPS est plus supérieure a 50) [17].

Le facteur de protection solaire a été déterminé comme un indice de la capacité
photoprotectrice dans la Figure 1V.25. Tous les composés ont montré des valeurs SPF élevées
allant de 32,13+0,36 a 36,25+1,45. Le HYDZ-4 avait la valeur SPF modérée (26,40 + 0,38),
tandis que le HYDZ-6 a donné des valeurs faibles (7,81 + 1,96) sans effet protecteur.

40
35
30

25

SPF

20
15

10

B HYDZ-1 MHYDZ-2 WHYDZ-3 MWHZ-1 WHZ-2 WmHZ-3

Figure 1V.25 : Valeurs du facteur de protection solaire (FPS) des composés

hydrazones testés.

Les résultats de I'étude du facteur de protection solaire indiquent que les hydrazones
synthétisées sont de bons protecteurs contre le rayonnement solaire, elles appartiennent a la
catégorie des produits de protection solaire élevée a moyenne puisque la valeur de SPF est
comprise entre 36,25 et 26,40 et elles ont une meilleure protection que la référence utilisée
(Tableau TV.2).
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Tableau 1V.2: Comparaison du facteur de protection solaire (FPS) d'une série de

dérivés hydrazones.

Composés Valeur du SPF  Facteur de Commission Facteur de
(0,5 mg) Protection européenne Protection
Note solaire
mesure
HYDZ-1 35,31+5,72 Haut « protection faible»  6-149
HYDZ-2 36,25+1,45 Haut
HYDZ-3 34,58+0,77 Haut « protection moyen»  15-29,9
HYDZ-4 26,40+0,38 Moyen
HYDZ-5 32,13+0,36 Haut
HYDZ-6 7,81+1,96 Faible «protection haut » 30-59.9

IV.3.6. Evaluation des propriétés antimicrobiennes

L'activité antibactérienne in vitro de ces molécules a été testée contre quatre souches
bactériennes ATTC a Gram positif et Gram négatif : Bacillus subtilis (ATCC-6633),
Staphylococcus aureus (ATCC- 6538P), Escherichia coli (ATCC-8739) et Pseudomonas
aeruginosa (ATCC- 9027). Il a été déterminé par la méthode de diffusion sur disque d'agar
[18, 19].

Dans un premier temps, la solution mere des molécules testées a été préparée en
dissolvant 4 mg du produit dans 1 ml de DMSO, puis des dilutions de 1, 2, 3 et 4 mg/ml ont
été réalisées. Des disques de papier filtre de 5 mm de diamétre sont imprégnés des dilutions
correspondantes puis sont déposés sur la gélose MH ensemencé préalablement par
écouvillonnage par un inoculum de 10® cellules/ml d'une culture jeune (18-4 h) de la souche
testée. Les boites de Pétri sont ensuite pré-incubées pendant 1/2 h a température ambiante

permettant la diffusion compléte du produit puis incubées a 37 °C pendant 24h.

L'activité antibactérienne a été déterminée en mesurant les diameétres des zones

d'inhibition (mm) ; un ensemencement a partir de la zone d'inhibition permet de déterminer si
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l'activité est bactériostatique ou bactéricide. La gentamicine (10 pg) a été utilisée comme

contréle positif et le DMSO comme contrble négatif.

Tableau 1V.3 : Diamétres d'inhibition antibactérienne en mm.

Strains Diameétres d’inhibition (mm)

HYDZ- HYDZ- HYDZ- HYDZ-4 HYDZ-5 HYDZ- GM

1 2 3 6
P. 14+2.08 7 x0.57 - 9.33+0.577  11+0.5 - 20
aeruginosa
B. subtilis - - - - 14+2.17 - 30
S. aureus - - - - 8.33+1.15 - 25
E. coli - - - - - - 22

Parmi les souches examinées (tableau 1V.3), seule la P. aeruginosa était sensible aux
composes HYDZ-1 (15 mm), HYDZ-2 (7 mm), HYDZ-4 (9 mm) et HYDZ-5 (11 mm).
Cependant, la B. subtilis et la S. aureus étaient tous sensibles au HYDZ-5 avec respectivement
14 mm et 8 mm. Quoi qu'il en soit, ces zones sont moins denses donc, ces activités étaient
bactériostatiques et inférieures a la Gentamicine. Bien que la P. aeruginosa soit
intrinséquement résistante a de nombreux antibiotiques [20] et capable d'acquérir rapidement
des résistances supplémentaires au cours du traitement soit une source fréquente d'échec
thérapeutique [21], sa structure a double membrane spécifique aux lipides la rend sensible aux
lipides lipophiles. Substances qui affectent I'intégrité et la perméabilité de la membrane et

conduiraient a la lyse de la cellule bactérienne.

En revanche, selon Haenni et al [21], les études microbiologiques ont montré que la
présence d'un groupement aromatique ou hétéroaromatique a caractere plus lipophile
contribuait significativement a l'activité antibactérienne. El-Etrawy et al. [22] ont attribué
I'effet inhibiteur des nouvelles hydrazones synthétisées contre les bactéries pathogenes a sa
capacité a activer des enzymes et certaines protéines cellulaires essentielles a la synthése de
I'ATP et a l'expression des protéines des sous-unités ribosomales. L'étude de la relation
structure-activité suggere que différentes substitutions sur les cycles aromatiques ont affecté

de maniere drastique I'activité antibactérienne des composés synthétisés [23].
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De la méme maniére, la présence d'atomes et de groupements électronégatifs (-NO, -
Cl, S-H et N-H) sur les cycles aromatiques améliore I'activité antimicrobienne des composés
[24]. La présence de fonctions actives sur le cycle aromatique (COOH et CHa), des
groupements N=C des hydrazones et du motif thiophene renforcent l'activité antibactérienne

des composés étudiés. Cette activité reste bactériostatique et inférieure a la gentamicine.

Cette activité, avec 4 mg (20 ul), est satisfaisante en comparaison avec d'autres études
[23, 25], ou des concentrations élevées ont été utilisées (50 pL, 35 pL). Ces observations
suggerent que les cibles moléculaires de ’HYDZ-1 et I’HYDZ-2 sont trés différentes des

autres molécules ainsi que de celles des antibiotiques conventionnels.

IVV.3.7. Evaluation de la cytotoxicité des molécules par les larves (Brine Shrimp Lethality
Test)

Le test de cytotoxicité a été évalué sur la létalité des artémias [26]. Les ceufs d'artémias
ont été éclos dans un plat rectangulaire peu profond (150 mm x 5 mm) rempli d'eau de mer.
Un séparateur en plastique avec plusieurs trous de 2 mm a été serré au centre du plateau pour
créer deux compartiments inégaux. L'O2 a été introduit pour la respiration. Des ceufs
d’artémias (50 mg) ont été¢ saupoudrés dans le plus grand compartiment, qui était obscurci,
tandis que le plus petit compartiment était éclairé. Aprés 48h, retirez les nauplii
photochromiques de la chambre d'éclairage a l'aide d'une pipette pasteur. Les échantillons de
test ont été préparés a différentes concentrations (0,125, 0,25, 0,5, 1 mg/ml) dans le DMSO.
Transférer 100 ul de chaque solution préparée dans des ampoules contenant 4,9 ml d'eau de
mer et 10 larves d'artémias (nauplii) a des concentrations finales de 25, 50, 100, 200 puM/ml.
Les flacons sont conserves sous éclairage. Aprés 24 H, les larves d’artémias survivantes ont
été comptées et la mortalité totale et le pourcentage de mortalité a chague niveau de dose et

contrble ont été déterminés [26].
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Figure IV.26: Représentation photographique de 1’expérience de cytotoxicité des larves

d’arthimias.

Les composés sont raisonnablement bien corrélés avec les propriétés cytotoxiques.
Pour cette raison, tous les composés obtenus ont été soumis a un essai biologique de létalité

des larves d’artimias pour évaluer toute action cytotoxique possible. Les résultats sont donnés
dans (Figure 1V.27).

L’HYDZ-5 était le plus toxique pour les nauplii @ 200 uM/mL par rapport aux autres
composés testés a la méme concentration (200 uM/mL), tandis que a faibles concentrations
(100, 50, 25 uM) nous n'avons aucune toxicité apparente. L’activité cytotoxique des autres

hydrazones testés n'est pas apparenté a toutes les concentrations (200, 100, 50, 25 uM).

On peut en conclure que ces dérivés hydrazones n'ont aucune toxicité sur les larves et

pourront donc étre utilisés dans le futur comme médicaments destinés a 1’étre I'numain.
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IV.4. Conclusion

L’évaluation in vitro de I’activité biologique des molécules synthétisées effectuée par
différentes méthodes, montre que les molécules testées possédent des activités biologiques
importantes et prometteuses comparables aux celles des standards a de trés faibles
concentrations. Ceci peut étre lié & la richesse des structures moléculaires des ces derivés
hydrazones en hétéroatomes et cycles aromatiques.

Enfin, la différence significative de D’activité antioxydante et les activités biologiques
entre les molécules synthétisées, peut étre attribuée aux positions du cycle thiophene (ortho ou

para) et de la nature de la position du substituant sur le cycle aromatique (-CHs ou -COOH).
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CHAPITRE V DFT ET MODELISATION MOLECULAIRE

V.1. Introduction

Dans notre travail la modélisation moléculaire a été faite par trois méthodes :

v" Calculs de chimie 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' Systeme ADME/T (Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion et Toxicité) utilisant
comme objectif la prédiction le devenir de ces molécules dans 1’organisme et étudier leur

leurs toxicités;

v La modélisation empirique par la méthode d’arrimage moléculaire (plus souvent connu
sous le terme "docking") afin d’estimer l'affinité entre 1’enzyme SARS-CoV-2 et les

molécules testées et pour analyser les interactions intermoléculaires impliquées.
v.2. Calculs de chimie quantique par la méthode DFT

Récemment, les calculs DFT sont considérés comme les techniques de calcul les plus
utilisées en raison de leur précision et de leur faible consommation de temps. Dans ce
contexte, le programme Gaussian 09W a été utilisé pour effectuer tous les calculs de chimie
quantique. Aussi, la méthode DFT au niveau B3LYP/6-311++G(d,p) a été utilisée pour
determiner les structures moléculaires optimisées de I’HYDZ-1, I’'HYDZ-2, ’'HYDZ-3,
I’HYDZ-4, ’HYDZ-5 et ’HYDZ-6 [1] . De plus, les frequences vibrationnelles calculées ont
été obtenues aux structures optimisées des hydrazones étudiées. D'autre part, la DFT
dépendante du temps (TD-DFT) avec la méthode B3LYP/6-311++G(d,p) a éte utilisée pour
prédire les spectres électroniques des dérivés hydrazones étudiés dans le méthanol comme
solvant. L'écart énergétique (AEcap), l'indice d'électrophilie (w), le moment dipolaire (p), la
mollesse (o), la dureté (n) et I'électronégativité absolue (x) sont calculés a l'aide des valeurs
obtenues des énergies des orbitales HOMO et LUMO. Tous ces parametres sont calculés a

I'aide des équations suivantes [2-4] :

AEgap = Erymo — Enomo (V.1)
— Erumo—Enomo (V.2)
5 .
1
o= (V.3)
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_ —(Erumo + EHomo) (V.4)
> .
— X2
w = (V.5)

V.2.1. Résultats des calculs de chimie quantique

Les molécules visées par ce travail ont été analysées avec la méthode DFT. Les
géométries optimisées, les charges atomiques et les parametres de chimie quantique ont été

calculées et discutés.
V.2.1.1. Propriétés structurelles et électroniques

La figure V.1 représente les structures géométriques optimales des hydrazones
synthétisés. Ces structures ont été obtenues par une optimisation globale caractérisée par un

calcul des fréquences vibrationnelles (1.R).

HYDZ-1 HYDZ-2 HYDZ-3

HYDZ-4 HYDZ-5 HYDZ-6

Figure V.1 : Structures moléculaires optimisées de ’'HYDZ-1, ’'HYDZ-2, ’HYDZ-3,
I’HYDZ-4, ’HYDZ-5 et ’'HYDZ-6.
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HOMO

V.2.2. Analyse des orbitales moléculaires frontieres (FMO)

La stabilité et la réactivité chimique des composés bioactifs peuvent étre largement
expliquées via les orbitales HOMO et LUMO et leurs énergies. Généralement, une valeur
élevée d’EHOMO est liée a la capacitée de donneur d'électrons de la molécule [5], tandis
qu'une valeur plus élevée d’ELUMO est liée a la capacité de la molécule a accepter des

électrons [6].

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 1’orbitale

moléculaire inoccupée la plus basse (LUMO).

D’apres la figure V.2, la région colorée en rouge représente les atomes positifs, tandis
que la région colorée en vert représente les lobes négatifs de la molécule. Généralement, les
charges HOMO et LUMO sont situées sur des molécules entieres [7].

On observe aussi que la densit¢ d’HOMO est concentrée sur le cycle thiophéne, furan
et le cycle aromatique. En outre, on observe que la densité de LUMO est inversement
distribuée a la densité de ’THOMO.

HYDZ-1 HYDZ-2 HYDZ-3

oy Ws; gy

AEcaAr=3.6436 B
AEcpp=4.0804 AEGgar=3.7141
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3.654eV 3.983 eV 3.910 eV
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Y

HYDZ-4 HYDZ-5 HYDZ-6

Figure V.2 : Distributions de densité des orbitales moléculaires frontiéres des dérivés

hydrazones synthétisés.
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Les énergies des orbitales LUMO et HOMO ont été utilisées pour etudier les
descripteurs de réactivité globale tels que Energie de Gap (AEgap) la dureté (n), le potentiel
chimique (w), la mollesse (o), I'électronégativité (y), I'indice d'électrophilicité () 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.

Tableau V.1 : Descripteurs de réactivité chimique globale pour les dérivés hydrazones
calculés par la méthode DFT a B3LYP/6-311++G(d,p).

Descripteurs HYDZz-1 HYDZ-2 HYDZ-3 HYDZ-4 HYDZ-5 HYDZ-6
chimiques
guantiques
Eto(eV) -30521.494 -30521.36 -21732.70 -26458.40 -26458.339 -17669.61
Enomo(eV) -5.70487 -5.9002 -5.6689 -5.37506 -5.39901 -5.4395
ELumo(eV) -2.061263 -1.8198 -1.9548 -1.72084 -1.41580 -1.52928
AEgpp(eV) 3.6436 4.0804 3.7141 3.65422 3.98321 3.91022
u(Debye) 4.4728 5.5653 4.4565 2.22810 1.99865 2.497993
n(eVv) 1.8218 2.0402 1.8570 1.82711 1.991605 1.95511
b 0.5489 0.4901 0.5385 0.54731 0.5021 0.5114
x(eV) 3.8830 3.860 3.8118 3.54795 3.40740 3.48439
Q 4.1382 3.6515 3.9122 3.4447 2.9148 3.1049

Les densités HOMO sont liées a la forte électronégativité des atomes d'oxygéne et de
soufre. 1l a été perturbé sur le thiophene, le cycle furane et la fonction C=N qui ont une plus
grande affinité pour conserver leurs paires électroniques. L'energie HOMO élevée correspond
a une grande capacité a perdre un électron, tandis que I'énergie LUMO la plus petite indique

la plus grande affinité pour les électrons.
Les résultats obtenue dans le tableau V.1 est devisés en deux séries :

v Sériel: HYDZ-1 HYDZ-2 et HYDZ-3.
v Série 2 : HYDZ-4, HYDZ-5 et HYDZ-6.
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e L'ordre de I’Enomo pour la premier série est HYDZ-3 (—5,6689) > HYDZ-1
(—5,70487) > HYDZ-2 (—5,9002), donc I’HYDZ-3 a une meilleure capacité de don
d'électrons et libere des électrons plus que HYDZ-1 et HYDZ-2, qui exprime leur
capacité en activité antioxydante. De plus, la valeur la plus basse d’ELumo est référée
alaHYDZ-2 (-1,8198) qui montre son potentiel élevé a recevoir des électrons.

e L'ordre de Enomo pour la deuxiéme série est HYDZ-4 (-5,37506 eV) >HYDZ-5 (-
5.39901 eV) >HYDZ-6 (-5.4395 eV).

Les molécules peuvent étre trés réactives chimiquement, instables et excitées facilement
lorsque AEcap est plus petit, alors qu'elles peuvent étre tres stables et moins réactives
chimiquement si AEgap est trés grand [7]. En conséquence, le AEcap des molécules

synthétisées devient sous |’ordre suivant :

e AEca/HYDZ-1 (3.6436 eV) < AEcap/HYDZ-3 (3.7141 eV) < AEcap/HYDZ-2
(4.0804 &V)

e AEcap/HYDZ-4 (3,65422 eV) < AEgap/HYDZ-6 (3,91022 eV) < AEgap/HYDZ-5
(3,98321 V)

Ce que signifient que ’HYDZ-1 et HYDZ-4 sont relativement les composés les plus
réactifs chimiquement. Les atomes d'oxygene, d'azote et de soufre sur les hydrazones
synthétisés sont des groupes électronégatifs et ils peuvent fortement impressionner la
réactivité chimique ainsi que l'activité biologique au moyen de AEgar. ENn revanche, nous
pouvons observer clairement que les valeurs obtenues de Exomo, ELumo et AEgap sont trés
proches les unes des autres. Il est donc difficile d'utiliser ces paramétres chimiques quantiques

pour corréler.

Généralement, les valeurs faibles de la dureté et les valeurs élevées de la mollesse sont
liees a la réactivité chimique élevée des molécules [8]. Les valeurs calculées de la dureté pour

les molécules étudiées suivent I'ordre suivant :

Pour la 1° série: La dureté de nos molécules suivent l'ordre suivant : HYDZ-1 <
HYDZ-3 < HYDZ-2 et HYDZ-1 > HYDZ-3 > HYDZ-2, respectivement. Ces résultats
indiquent que I'HYDZ-1 avec la plus faible dureté et la plus grande mollesse est I'espece le

moins stable et le plus réactive.

Pour la 2°™ série : HYDZ-5 >HYDZ-6 >HYDZ-4, ce qui indique que le HYDZ-4 est

moins flexible, instable et plus réactif. Concernant les valeurs obtenues de la mollesse, nous
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observons que les hydrazones étudiées suivent l'arrangement suivant : HYDZ-4 >HYDZ-6

>HYDZ-5, ce qui suggere que ’HYDZ-4 est le composé hautement bioactif [9].

Bien que I'importance du moment dipolaire en tant qu'indicateur de la distribution
électronique au sein d'une molécule soit certaine, des études ont rapporté des résultats
incohérents sur l'association entre les valeurs du moment dipolaire et I'efficacité d'inhibition
des molécules bioactives [10]. Dans I'étude actuelle, comme prévu, nous avons trouve cette
association significative entre les valeurs du moment dipolaire et I'ordre de la bioactivité est le
suivant: HYDZ-2 > HYDZ-1 > HYDZ-3 et HYDZ-6 (2.4979 Debye) >HYDZ-4 (2.22810
Debye) >HYDZ-5 (1.99865 Debye). D'apres ce résultat, on peut remarquer que ’HYDZ-3 et
I’HYDZ-5 qui sont les composées les plus bioactifs ont valeur de u les plus faibles parmi les
hydrazones testées. Ainsi, nous pouvons dire que les molécules avec un moment dipolaire

plus petit sont plus bioactives que les molécules avec un moment dipolaire éleve.

L’électrophilicité (w) et 1’électronégativité (x) des molécules synthétisées montrent
leur capacité a accepter des électrons. De méme, une valeur accrue de w prouve les meilleures
propriétés électriques, tandis qu'une faible valeur de w indique les mauvais électrophiles [11].
Dans ce contexte, l'activité biologique des composés augmente avec la diminution de la valeur
de w [12]. Dans cette étude, les valeurs calculées de w pour les hydrazones synthétisées
suivent la séquence suivante : wHYDZ-4>wHYDZ-6>wHYDZ-5. En conséquence, nous
observons que ’HYDZ-3 et ’HYDZ-5 ont la faible valeur de w, ce qui indique que I’'HYDZ-
3 et ’HYDZ-5 sont les composés les plus bioactifs. Ce résultat est en bon accord avec les
résultats expérimentaux obtenus de l'activité biologique de nos composés testés. Pour cette
raison, nous pouvons dire que pour considérer une molécule comme un composé
potentiellement bioactif, elle devrait avoir une valeur moindre de p. En conclusion, les
activités chimique et biologique des molécules augmentent avec I'augmentation de la valeur
de I'électrophilicité [13]. Nous concluons que I’HYDZ-1 et I’HYDZ-4 ont une bonne activité
inhibitrice (antibactérienne et inhibition de la protéase principale du SARS-CoV-2) et que
I’HYDZ-3 et ’HYDZ-5 ont une bonne activité antioxydante, tandis que I’'’HYDZ-2 et

I’HYDZ-6 montre les conformeéres les plus stables parmi les composés étudiés.
V.2.3. Surfaces du potentiel électrostatique moléculaire (MEP)

Pour déterminer les sites actifs qui conduisent aux attaques électrophiles et
nucléophiles, nous avons décidé d'utiliser les surfaces du potentiel électrostatique moléculaire

(MEP) comme descripteur utile [14]. Le MEP décrit la distribution de charge des molécules
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de maniere tridimensionnelle et corréle la distribution de charge totale avec le moment
dipolaire, I'électronégativité, la charge partielle et les sites chimiquement réactifs des
molécules [15]. La zone de potentiel zéro est représentée par la couleur verte, et I'évolution du
potentiel suit I'ordre rouge < orange < jaune < vert < bleu [16]. Généralement, la zone colorée
en rouge indique la surface riche en électrons a potentiel négatif et a forte répulsion, tandis
que la zone colorée en bleu représente la surface pauvre en électrons a potentiel positif et a
forte attraction. De plus, la zone verte représente la région avec un potentiel neutre.

La Figure V.3 représente les surfaces MEP calculées de I’'HYDZ-1, ’'HYDZ-2,
I’HYDZ-3, ’HYDZ-4, ’'HYDZ-5 et ’HYDZ-6 avec des gammes potentielles de [-5.944 10
25,944 1072, [-5.402 1072, 5.402 107, [-5,930 1072, 5,930 107?], [-3,579 1072, 3,579 1077,
[-3,591 1072, 3,5911072] et [-3,7061072, 3,706 1072], respectivement. Ainsi, les surfaces
étudiées apparaissent dans des couleurs différentes. Généralement, les zones rouges, oranges
et jaunes indiquent les régions négatives du MEP, correspondant aux sites nucléophiles
(groupes fonctionnels carboxyliques, thiophénes, furanes et hydrazones). Par contre, les zones
vertes et bleues présentent les régions positives responsables des attaques électrophiles

(atomes d'hydrogéne et noyau benzénique).

5342 D 2 o

HYDZ-1 HYDZ-2
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HYDZ-3 HYDZ-4

HYDZ-5 HYDZ-6

Figure V.3 : Cartes de potentiel électrostatique moléculaire de dérivés hydrazones.
V.2.4. Charges atomiques NBO :

La densité électronique des molécules peut étre affectée par les charges NBO. De plus,
pour Vérifier les liaisons et les liens d'interaction au sein et entre les molécules, I'analyse NBO
peut étre utilisée pour évaluer la délocalisation de la densité électronique entre les orbitales de
type Lewis occupées et les NBO vides non-Lewis, indiquant la stabilité de I'interaction
donneur-accepteur [17]. Pour les hydrazones étudiées, les charges atomiques naturelles
calculées de tous les atomes sont présentées dans le tableau V.2 . D'aprés les résultats obtenus,
on peut voir que les atomes d'oxygene et d'azote ont les charges les plus négatives, ce qui est
dd a la relaxation moléculaire. De plus, les charges les plus positives sont situées sur les

atomes d'hydrogene. Pour les molécules étudiees, les charges négatives sont situées sur les
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atomes 016, 017, N18 et N19 pour HYDZ-1, les atomes 014, O15, N16 et N17 pour HYDZ-
2 et les atomes 02, 014, 015, N16 et N17 pour HYDZ-3.

Tableau V.2: Charges atomiques NBO de HYDZ-1, HYDZ-2 et HYDZ-3 calculées par la
méthode DFT a B3LYP/6-311++G(d,p).

HYDZ-1 HYDZ-2 HYDZ-3
Atomes  Charges NBO Atomes Charges NBO Atomes  Charges NBO
C1 -0.2196900 C1 -0.3600700 C1 0.2420600
C2 -0.2457100 S2 0.4482700 02 -0.4609100
C3 -0.2439300 C3 -0.1716300 C3 -0.2562800
S4 0.4259500 C4 -0.3762300 Cc4 0.1305300
C5 -0.3827100 C5 -0.2621100 C5 -0.2944000
Cé 0.0257600 C6 0.0447000 C6 0.0077900
H7 0.2199800 C7 -0.2430600 C7 -0.2448700
H8 0.2267800 C8 -0.1258000 C8 -0.1250500
C9 -0.2444200 C9 0.1904000 C9 0.1872100
C10 -0.1249300 C10 -0.2055000 C10 -0.2061700
Cl1 0.1877300 Cl1 -0.2491000 Cl1 -0.2489400
C12 -0.2062300 C12 -0.1409600 C12 -0.1402900
C13 -0.2489400 C13 0.7855200 C13 0.7850000
Cl4 -0.1400200 014 -0.6124800 014 -0.6127000
C15 0.7850000 015 -0.6979600 015 -0.6977500
016 -0.6126400 N16 -0.4033300 N16 -0.3762900
017 -0.6977300 N17 -0.2401700 N17 -0.2366500
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N18 -0.3780000 H18 0.1945300 H18 0.2305500
N19 -0.2395200 H19 0.2300800 H19 0.2286600
H20 0.2303400 H20 0.2295300 H20 0.2028600
H21 0.2286700 H21 0.2257700 H21 0.2253900
H22 0.2028800 H22 0.2331300 H22 0.4836000
H23 0.2253700 H23 0.2283000 H23 0.3559200
H24 0.4836100 H24 0.2029600 H24 0.2308000
H25 0.3553200 H25 0.2248100 H25 0.2238900
H26 0.2289000 H26 0.4834000 H26 0.1978500
H27 0.1581900 H27 0.3670100 H27 0.1681800

Les charges atomiques naturelles calculées (NBO) de la 2eme serie des hydrazones
étudiées sont répertoriées dans le tableau V.3. L'atome C6 de HYDZ-4 et C3, C10 pour
HYDZ-5 et les atomes C1, C4 et C9 de HYDZ-6 présentent des charges positives, tandis que
les autres atomes de carbone ont des charges négatives. De plus, les deux atomes d'azote des
groupes hydrazones ont des charges négatives (N13 et N14 de HYDZ-4 , N8 et N9 de HYDZ-
5et N13 et N14 de HYDZ-6 ).

Tableau V.3 : Charges NBO atomiques de HYDZ-4, HYDZ-5 et HYDZ-6 calculées par la
méthode DFT a B3LYP/6-311++G(d,p).

HYDZ-4 HYDZ-5 HYDZ-6
Atomes Charges NBO Atomes Charges NBO Atomes  Charges NBO
C1 -0.2592500 C1 -0.2296400 C1 0.2309400
S2 0.4000600 Cc2 -0.1798200 02 -0.4565600
C3 -0.2258900 C3 0.1550900 C3 -0.2954300
C4 -0.3817100 C4 -0.0633400 C4 0.1370900
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~C5  -0.2470200 C5 -0.2363300 C5 -0.2976400
C6 0.0036200 C6 -0.1863500 C6 -0.0187400
C7 -0.2277300 C7 -0.5845900 C7 -0.2264500
C8 -0.1803500 N8 -0.4095700 C8 -0.1796000
C9 0.1533300 N9 -0.2369600 C9 0.1527900
C10 -0.0604000 C10 0.0270200 C10 -0.0597600
c11 -0.2324700 C11 -0.1667500 Ci1 -0.2340300
C12 -0.1864400 C12 -0.3645400 C12 -0.1867500
N13 -0.4002700 C13 -0.2608200 N13 -0.4001300
N14 -0.2398000 S14 0.4393200 N14 -0.2338400
C15 -0.5850100 C15 -0.3788300 C15 -0.5851200
H16 0.1966300 H16 0.1914200 H16 0.2046700
H17 0.2191300 H17 0.2276600 H17 0.2199600
H18 0.2278000 H18 0.1990800 H18 0.1994100
H19 0.2215800 H19 0.1983400 H19 0.2246400
H20 0.2282500 H20 0.1993300 H20 0.2285100
H21 0.1994200 H21 0.2039600 H21 0.1998000
H22 0.2003300 H22 0.2054500 H22 0.1982300
H23 0.1998700 H23 0.2079400 H23 0.1999300
H24 0.3578100 H24 0.3613200 H24 0.3589000
H25 0.2085100 H25 0.2282400 H25 0.2088000
H26 0.2053900 H26 0.2257300 H26 0.2063600
H27 0.2045900 H27 0.2276400 H27 0.2039900
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v.3. Etude qualitative de systeme ADME/T
V.3.1. Introduction

Chaque médicament éventuel doit se conformer & plusieurs critéres de base, tels son
faible colt de production, étre soluble, stable mais doit aussi se conformer & 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 régles ou de filtres ont été codifiés afin d’aider a
définir I’espece chimique de la ressemblance avec les médicaments. La régle la plus connue
rapportant les constitutions chimiques a leurs activités biologiques est la régle de Lipinski

[18], il s'appelle la « regle de cing ».

V.3.2. Analyse des propriétés physicochimiques, pharmacocinétiques et Drug-
like

La régle de Lipinski est la plus utilisée pour I’identification des composés drug-like.
D’apres cette régle, les composés ne validant pas au moins deux des critéres suivants ont de

trés fortes chances d’avoir des problémes d’absorption ou de perméabilité :
v Le poids moléculaire du composé ne doit pas étre supérieur a 500 daltons (Da) ;
v" Le coefficient de partition (logP) doit étre < 5 (avec un optimum entre 0 et 3) ;
v Le nombre de donneurs de liaisons hydrogénes doit étre <5 ;
v Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogénes doit étre < 10.
v" TPSA ne doit pas étre supérieur a 140 A°.

Ce n’est donc pas une méthode pour distinguer les composés étant potentiellement des
médicaments de ceux n’en étant pas, mais plutdét une méthode pour identifier les composés

ayant une faible absorption ou une faible perméabilité.
V.3.2.1. 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 utilisé dans I’étude

de transport dont la diffusion et le mode de fonctionnement des médicaments [19,20].
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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 composé 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 maniére suivante [21]:

P= Coct/Ceau x100 (V .6)
Ou : Coct est la concentration de composé en solution dans l'octanol.
Ceau est la concentration du composé en solution dans l'eau.
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. Ce parameétre a été représenté pour une
meilleure corrélation d'absorption intestinale dans le corps humain, la perméabilité, et la

pénétration de barriére hémato-encéphalique [22].
V.3.2.4. Nombre de donneurs de liaisons hydrogénes (HBD)

C’est un atome d'hydrogene lié a un hétéroatome (comme dans les amines, alcools,

thiols...).
V.3.2.5. Nombre d'accepteurs de liaisons hydrogénes (HBA)

Il s’agit du nombre d’atomes possédant des doublets non liants (N, O ou F) capable de

se lier par liaisons hydrogeéne a d’autres molécules.
V.3.2.6. Solubilité Log S

LogS est directement lié a la solubilité dans I'eau d'un médicament et est défini comme
une unité de solubilité commune correspondant au logarithme de base 10 de la solubilité d'une

molécule mesurée en mol/L.
V.3.3. Résultats des propriétés physicochimiques (drug-likeness)

De plus, il est bien connu dans le développement de médicaments que les propriétés
d'absorption, de distribution, de métabolisme, d'excrétion et de toxicité (ADME-T) des
molécules sont lI'une des principales raisons de leur échec dans les essais cliniques. Les

propriétés ADME-T des hydrazones synthétisées et leurs paramétres pharmacocinétiques et
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la toxicité ont été évalués et calculés a l'aide de logiciel OSIRIS et de la boite a outils de
calcul des propriéetés en ligne Molinspiration (disponible sur : http://www.molinspiration.com)
[23].

Pour explorer I'importance de nos composés, nous avons utilisé les médicaments de
chloroquine et hydroxychloroquine qui sont utilisées comme références dans traitement de

COVID-19 pour comparer leurs propriétés ADME/T avec les produits hydrazones testés.

Généralement, la valeur négative de log P indique la forte affinité de la molécule pour
la phase aqueuse (plus hydrophile), tandis que la valeur positive de log P montre la valeur
élevée de la concentration de la molécule dans la phase lipidique (plus lipophile). Aussi, il a
été montré que pour que les composes aient une probabilité raisonnable de bonne absorption

ou perméation, leur valeur de log P ne doit pas étre supérieure a 5.

D'apres le tableau V.4, nous avons remarqué que les valeurs de lipophilie (log P) des
hydrazones étudiées sont variait de 3.93 a 5,11. De plus, on constate que seul le composé
HYDZ-4 a une valeur calculée de log P supérieure a 5 (5.11). Il a été démontré que pour que
les composés aient une probabilité raisonnable de bonne absorption. Concernant le TPSA, la
bonne biodisponibilité orale d'une molécule est obtenue lorsque la valeur du TPSA est
comprise entre 20 et 130 A2 De plus, si le score TPSA est supérieur a 140 A?, la molécule a
une faible biodisponibilité orale [24]. Pour tous nos composeés testés, la valeur TPSA varie de
24,39 & 74.83.

La solubilité est 1'une des principales propriétés physico-chimiques. Cette valeur
exprimée en LogS affecte de maniere significative ses caractéristiques d'absorption et de
distribution. Généralement, 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 de S (estimée) supérieure a -4 [25-26]. D’aprés les résultats
obtenus, nous constatons que toutes les composés ont une solubilité aqueuse acceptable, car
leurs valeurs du log S sont des valeurs supérieures a | a valeur optimale (-4), par contre pour

hydroxychloroquine qui il est une valeur de log S inférieur a -4.
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Tableau V.4 : Calcul informatique des parameétres physico-chimiques pharmacocinétiques

importants pour une bonne biodisponibilité orale des composés synthétisés (ADME-T).

Composés LogP Solubili TPSA MM nON nOH MV Vio Risque de Toxicité
<5 té (A?) <500 <10 NH Mut  Tumo Irr RE
>-4 <140 <5
HYDZz-1 457 -3.17 61.69 246.29 4 2 2088 0 No No No No
HYDZ-2 426 -3.06 61.69 246.29 4 2 2088 0 No No No No
HYDZ-3 393 -284 7483 23022 5 2 1996 0 No No No No
HYDZ-4 5.11 -3.5 2439 21631 2 1 1983 1 No No No No
HYDZ-5 448 -3.39 2439 21631 2 1 2046 0 No No No No
HYDZ-6 447 -3.17 3753  200.24 3 1 1892 0 No No No No
Chloroquine® 4.01  -406 28.16 3 1 3131 1 Yes No Yes No
319.83

Hydroxychl- 3.08 -3.55 48.38 35.88 4 2 3213 0 Yes No No No

oroquine”

* . médicaments de Référence, surface polaire topologique (TPSA) ; Nombre de liaisons rotatives (n-rotb) ;

Poids moléculaire (MW); Volume moléculaire (VM); Logarithme du coefficient de partage entre le n-octanol et
I'eau (miLogP) ; Nombre de donneurs de liaisons hydrogéne (n-OHNH) ; Nombre d'accepteurs de liaisons
hydrogéne (n-ON) ; Violation de Lipinski (vio) (Mut) mutagéne (Tumo) : tumorigéne (Irr) : irritant (R.E)

reproductif efficace.

Comme observe dans le tableau V.4, les hydrazones synthétisées respectent la régle
de Lipinski et n‘ont montré aucune violation, sauf ’HYDZ-4 qui montre une violation. Le
profil de toxicité des composés inspectés était relativement dans la plage de sécurité, a
I'exception des médicaments de références qui présentaient un risque de toxicité. Tous les
composes testés n‘ont montré aucun risque de toxicité, ils ont donc été prédits pour provoquer
des mutagénes, des tumorigenes, des irritations et des effets sur la reproduction. Enfin, I'étude
in silico des propriétés ADME-T a démontré que les hydrazones synthétisées ont de bons
paramétres ADME-T et peuvent étre des nouveaux médicaments sans aucune toxicité

déterminé.
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v.4. Docking moléculaire

Le docking (amarrage ou arrimage) moléculaire est une méthode empirique qui permet
de prédire I’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
trés rapides et peu cotliteux 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 [27].

L'un des meilleurs moyens de comprendre l'interaction de liaison des ligands et des
protéines dans l'industrie de la conception des médicaments est la recherche sur I'amarrage
moléculaire. En outre, I'amarrage moléculaire est I'une des meilleures méthodes de simulation
pour estimer le complexe d'interactions medicament-cible en calculant la minimisation de
I'énergie et I'énergie de liaison.

V.4.1. Logiciel et protocole utilisées

L'achévement du contréle d'amarrage moléculaire consiste a évaluer l'affinité de

liaison des ligands synthétiques a la protéase principale du SRAS-CoV-2 (Mpro). La structure

cristalline de Mpro a été fournie a partir de la base de données de protéines PDB via le code
6LU7.

Figure V.4: Structure cristalline de la protéase principale du SARS-CoV-2.

De plus, les géométries optimisées de HYDZ-1, HYDZ-2 et HYDZ-3, HYDZ-4,
HYDZ-5 et HYDZ-6 obtenues par la méthode DFT au niveau B3LYP/6-311++ (d,p) ont été
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utilisées dans les calculs d'amarrage moléculaire. Par conséquent, le processus d'amarrage
moléculaire a été exécuté au moyen de la version 2.1 du programme iGEMDOCK. D'autre
part, les complexes obtenus ont été visualisés avec la version 16.1.0 de Discovery Studio

Visualizer d'Accelry

La préparation de récepteur pour I’amarrage s’effectue comme suit :

- Les molécules d'eau, les cofacteurs, et les ions ont été exclus ;

- Tous les atomes d'hydrogéne et les charges des atomes ont été additionnés ;
- Les atomes d'hydrogene non polaires ont été fusionnés ;

- Les ligands ont été placés pour étre flexible ;

- L'enzyme a été préparée comme corps rigide ;

- 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 [28].

Mpro-HYDZ-1 Mpro-HYDZ-2

p- 109



CHAPITRE V DFT ET MODELISATION MOLECULAIRE

Figure V.5 : Meilleures configurations des complexes formeés entre les ligands étudiés et la

protéase principale du SRAS-CoV-2.

V.4.2. Résultats du dokcing moléculaire

La figure V.5 représente les structures cristallines des meilleurs modes d'amarrage des
complexes Mpro-HYDZ-1, Mpro-HYDZ-2, Mpro-HYDZ-3, Mpro-HYDZ-4, Mpro-HYDZ-5
et Mpro-HYDZ-6. Il est a noter que les ligands étudiés se lient de préférence dans la structure

externe de Mpro.

La figure V.6 représente les diagrammes d'interaction 3D et 2D entre la cible Mpro et
les ligands étudiés. En général, les interactions principales ont les couleurs suivantes : la
liaison hydrogéne conventionnelle est présentée en vert foncé, tandis que l'interaction de van

der Waals est colorée en vert clair.
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D'aprés la Fig. V.6, nous pouvons remarguer que :

Le ligand HYDZ-1 s'est avéré interagir avec une seule liaison hydrogéne
conventionnelle LEU141 (6,35 A) avec l'oxygéne du groupe carboxylique, un type Pi-sigma
avec MET165 (5,24 A) et le un groupe benzéne, un Pi-Soufre avec MET49 (5,44 A), HIS41
(5,14 A) et MET165 (5,32 A) et un groupe thiophéne, une liaison vdW avec HIS172 (4,93 A)

et un groupe carboxylique.

Il a également été observé que le ligand HYDZ-2 interagissait a travers deux liaisons
hydrogéne conventionnelles ARG217 (5,44 A) et THR304 (3,83 A) avec l'oxygéne des
groupes carboxyliques et amines de I'nydrazone, respectivement, un Pi-sigma type avec
GLN256 (4,11 A) et un vdW avec VAL303 (6,24 A) avec thiophéne et fonction C=N,

respectivement.

Quant au ligand HYDZ-3, il a interagi via cinqg liaisons hydrogene avec CYS145
(3,55 A), GLY143 (3,41 A), SER144 (3,93 A), SER144 (3,36 A) et HIS163 (4,57 A) qui a
réagi sur le groupe carboxylique, un Pi-Alkyl avec CYS145 (6.00 A), un Pi-Cation avec
MET165 (4.71 A) a réagi sur le groupe furane, un VDW avec GLU166 (5.18 A) et Pi-Sigma
avec MET165 (6,08 A) et groupe benzénique.

A partir de ces résultats, nous observons que HYDZ-1, HYDZ-2 et HYDZ-3 ont une
liaison Pi-Sigma qui n'apparait pas dans les standards. Cela signifie que l'effet inhibiteur a
augmenté. On peut conclure que les acides aminés ont réagi plus fortement au niveau des sites

nucléophiles (groupes hydroxy, furanne et thiophéne) [29].

L’HYDZ-4 interagit avec les résidus d'acides aminés dans le site actif via une liaison
hydrogéne conventionnelle avec le GLU166 (2,90 A), alors qu'il interagit avec le CYS145
(5,07 A) par interaction Pi-soufre, il interagit avec le MET49 (5,22 A), le MET165 (5,39 A),
I’HIS41 (4,76 A) par interaction Pi-alkyle. Les interactions en forme de Pi-Cation et Pi-Pi
correspondent a l'interaction des acides aminés HIS163 (2,49 A) et HIS41 (4,50 A),

respectivement.

Pour le ligand HYDZ-5, nous observons qu'il interagit via des liaisons hydrogenes
conventionnelles avec I’'HIS164 (>5 A) et le TYR45 (7,41 A), alors qu'il peut interagir avec
HIS41 (4,57 A) et HIS163 (5,56 A) par interaction Pi-cations. De plus, il interagit par
interaction Pi-alkyle avec le MET49 (4,89 A), le CYC145 (6,54 A) et I’'HIS172 (5,86 A).
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Dans le cas du ligand HYDZ-6, nous avons observé la formation d'une liaison
hydrogeéne conventionnelle avec 1’HIS164 (6,72 A). De plus, il interagit avec I'interaction Pi-
cations avec 1’HIS163 (5,95 A) et I’HIS163 (6,20 A). De plus, le HYDZ-6 forme une
interaction Pi-alkyle avec le MET49 (3,87 A), le MET49 (6,37 A) et le CYC145 (5,20 A).
L'interaction de vdW et Pi-Pi en forme de T correspond a l'interaction des acides aminés
MET165 (5,45 A) et HIS41 (6,20 A), respectivement.

Pour la chloroquine utilisée comme standard, il n'y a qu'une seule liaison hydrogéne
avec I’ASN142 (4,12 A). Ensuite, une interaction de type Pi-Alkyl avec le CYS145 (4.09 A)
et le LEU27 (5.00 A) avec l'atome de Chlorure, une interaction Pi-Cation avec la CYS145
(6.79 A), la CYS145 (4.41 A) réagissent sur le groupe quinoléine, une interaction de type Pi-
Pi en forme de T avec la GLY143 (4,95 A), I’HIS164 (9,65 A) d'interaction vdwW [30].

Pour I'Hydroxychloroquine, il existe trois liaisons hydrogénes avec la SER144 (4,28
A), la GLY143 (2,95 A) et la CYS145 (3,07 A) par I’intervention du groupement fonctionnel
OH, deux liaisons Pi-Alkyl avec I’'HIS163 (5,77 A) et la CYS145 (6,69 A), la liaison de van
der Waals avec la HIS172 (5,01 A) et la THR (4,28 A) ont interagi avec I'atome de chlore et
les groupes amines de I'nydroxychloroquine, respectivement [31].
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| SER144

Acceptor -

Figure V.7: Interaction des ligands avec leurs cartes de surface moléculaire a l'intérieur de la

poche du site actif.
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Sur la figure V.7, la zone verte représente les sites accepteurs d'électrons des liaisons
H (cycles thiophene, furane et benzene), tandis que la zone rose représente les sites donneurs
d'électrons (C-S, C=N, C-0) [32]. De plus, l'interaction théoriquement calculée du complexe
inhibiteur-récepteur a montré des résultats tres positifs. En ce sens, on peut dire que les

hydrazones étudiées ont une bonne capacité inhibitrice.

Les inhibiteurs et les acides amines a l'intérieur des sites actifs des enzymes ont été
déterminés par des simulations d'amarrage moléculaire. Dans ce contexte, la répartition
énergétique des différentes interactions entre le Mpro et les ligands synthétisés est illustrée
dans le tableau V.10, qui explique les différentes interactions entre les acides aminés actifs du
récepteur ciblé (Mpro), et ’HYDZ-1, ’'HYDZ-2 et ’HYDZ-3 [33].

Le tableau V.5 rassemble les valeurs comparatives des énergies de liaison des
composes selon l'ordre suivant : HYDZ-1 > HYDZ-2 > HYDZ-3 > Chloroquine >
hydroxychloroquine>HYDZ-4>HYDZ-6>HYDZ-5.

D’apres le tableau V.5, on obverse que ’HYDZ-1 a I’énergie la plus négatif, ceci
montre que ce composé est le plus actif et il a ’affinité la plus ¢lavée a interagir avec le Mpro.
En outre, on note que les interactions de type vdW ont les énergies les plus négatives ce qui

montre que ce type d’interaction est le plus dominant dans le systéme d’interactions.

En conséquence, les ligands étudiés ont montré une bonne capacité inhibitrice contre
la protéase principale du SRAS-CoV-2 et supeérieures aux celles des standards

(hydroxychloroquine et chloroquine).

Tableau V.5: Répartition énergétique des hydrazones étudiées entre les forces de van der

Waals, les liaisons hydrogenes et les interactions électrostatiques.

Produits Energie totale Vdw Laision-H Elec
Mpro-HYDZ-1 -89.90 -70.17 -17.17 -2.56
Mpro-HYDZ-2 -85.66 -60.75 -22.03 -2.88
Mpro-HYDZ-3 -84.82 -71.07 -13.07 -0.69
Mpro-HYDZ-4 -77.97 -69.88 -8.09 0
Mpro-HYDZ-5 -73.41 -63.49 -90.92 0
Mpro-HYDZ-6 -77.41 -68.98 -8.43 0
Chloroquine* -83.91 -74.41 -9.5 0
Hydroxychloroquine* - 82.27 -67.02 -15.25 0
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*: Médicaments de référence, Liaisons H : liaison hydrogene, vdW : forces de van der Waals

et Elec : interactions électrostatiques.
v.5. Conclusion

Les résultats des calculs de chimie quantique effectués par la méthode DFT montrent
les propriétés structurales et électroniques des molécules synthétisées, ainsi ils confirment les

résultats expérimentaux sur la réactivité des molécules synthétisées.

Les résultats des calculs ADME/T permet de prédire plusieurs paramétres comme les
propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques notamment 1’absorption, la distribution,
le métabolisme, 1’excrétion et la toxicité des molécules synthétisées a obéirent aux régles de

Lipinski et de Drug-likeness qui supporte la conception de nouveaux médicaments

Enfin, les résultats du docking moléculaire révelent que les molécules pénétrent bien
dans le site actif de la protéase principale du SARSA-CoV-2. Donc, ces molécules peuvent

étre considérer comme des inhibiteurs potentielles contre le virus de COVID-19.
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Dans cette étude, une nouvelle série de six dérivées hydrazones : HYDZ-1, HYDZ-2 ;
HYDZ-3, HYDZ-4, HYDZ-5, HYDZ-6 a été synthétisée en utilisant la réaction de

condensation de Woolf-kihner. Dans ce contexte, on a réagit :

e Un Hydrazine aromatique porteur d’un groupement COOH avec trois aldéhydes
hétérocycliques pour obtenir les composés : HYDZ-1, HYDZ-2 et HYDZ-3.

e Une Hydrazine aromatique porteur d’un groupement CHsz avec trois aldéhydes
hétérocycliques pour obtenir les composés : HYDZ-4, HYDZ-5 et HYDZ-6.

Le rendement de la synthese était entre 75% et 88%. Les produits HYDZ-1, HYDZ-2 et
HYDZ-3 sont des solides cristallins de couleur jaune et marron clair, alors que les composés
HYDZ-4, HYDZ-5 et HYDZ-6 sont des poudres cristallines noirs. Ces produits sont
caractérisés respectivement par des points de fusion suivants : (Tf= 240.01 °C, T+=252.1 °C,
T#=187.9 °C, Tf=125.02 °C, T+=135.03 °C et T+=197.7 °C).

Les spectres UV-Vis et infrarouge ATR-FTIR des hydrazones synthétisés montrent la
disparition des pics caractéristiques des groupements aldehyde CH=0O des réactifs de départ
et I’apparition de nouveaux pics attribués aux groupements hydrazones, N=C, N-N=C et N-C.
Les résultats IR et UV-Vis théoriques obtenus par la méthode (DFT) sont en bon accord avec

les résultats expérimentaux.

L’analyse des produits synthétisés par la spectroscopie de résonance magnétique RMN

'H, et RMN 3C a permis de confirmer les structures attendues.

Les molécules synthétisées, ont été valorisés a travers des tests biologiques pour avoir si

ces composes ayant des activités biologiques ou non.

Premiérement, nous avons étudié¢ I’activité antioxydante par ces cinq techniques:
» La capacité de piégeage des radicaux :
1 Le DPPH basée sur la réduction du radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle ;

1 L’ABTS basé¢ sur la capacit¢ a réduire le radical libre 1’acide 2,2'-azinobis-3-

éthylbenzothiazoline-6-sulphonique ;

» La capacité réductrice des ions :
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[ Cuivriques (CUPRAC)

[ Ferriques (FRAP et PHENANTHROLINE)

Les produits testés montrent une bonne capacité antioxydante avec des valeurs d’ICso

comparables aux celles des standards utilisés BHT, BHA et acide ascorbique.

Dans un deuxiéme temps nous avons évalué 1’activité anti-enzymatique des molécules

synthétisées, vis-a-vis de quatre enzymes dont I’AChE et le BChE pour évaluer I’activité

anti-Alzheimer, I’a-amylase pour évaluer I’activité antidiabétique et I’uréase pour évaluer

Pactivité antiulcéreuse.

v

Les résultats montrent que les produits synthétisés ont une activité anti-Alzheimer
prometteuse. Les composés HYDZ-5 et HYDZ-6 ont une activité meilleure que la
galantamine (standard). En peut conclure que motif CHz substitué dans 1’hydrazine
aromatique est responsable de I’effet anti-Alzheimer élevé ;

L’HYDZ-1 et HYDZ-2 ont montré une activité inhibitrice de I’a-amylase plus élevée
que l'acarbose (standard). En peut dire que la combinaison entre le motif thiophéne et
acide benzoique est responsable de 1’activité anti-diabete remarquable ;

Les molécules synthétisés possedent une meilleure activité inhibitrice d’uréase et on
peut dire que la présence du groupement acide carboxylique substitué en position para
du noyau benzénique des hydrazones (HYDZ-1, HYDZ-2, HYDZ-3) augmente
I’activité d’inhibitrice de 1’uréase.

Les molécules synthétisés possedent une activité Al importante et ’HYDZ-6 posséde
I’activité la plus élevés par rapport aux autres composés testes et elle est comparable
avec le diclofenac sodique. Cette activité est expliquée par la présence d’un hétérocycle
(furan) et un groupement CHzs a la fois dans structure moléculaire de 'HYDZ-6 ;

Les résultats de 1’étude effectuée sur les facteurs de protection solaire indiquent que les
dérivées Hydrazones synthétisées appartenant a la catégorie des produits de Moyen-
haute protection solaire, sauf I’HYDZ-6 qu’il apparait dans la catégorie faible
protection ;

Les molécules synthétisees possédent une activité antibactérienne faible et inférieure a
celle de la gentamicine. En outre, cette activité faible est classée dans la catégorie des
activités bactériostatiques ;

L’étude de la toxicité des molécules synthétisées montre que les dérivés hydrazones

n'ont aucune toxicité sur les larves et pourront donc étre utilisés dans le futur comme

p. 120



CONCLUSIONS GENERALES

médicaments destinés a 1’étre I'numain, a I’exception de ’'HYDZ-5 ;

Les calculs de chimie quantique effectués sur les hydrazones étudiées en appliquant la

méthode de DFT au niveau de la base B3LYP/6-311++G(d,p) montre que :

v

<

Les orbitales moléculaires sont principalement localisés sur toute la surface des hydrazones
étudiées ;

Les énergies des orbitales HOMO de toutes les molécules sont faibles, ceci confere aux
molécules un caractere électrophile et la molécule HYDZ-4 a la valeur de Enxomo la plus
éleveée ;

Selon les valeurs du gap énergetique (AEcap) obtenus, les molécules sont des espéces
réactives et instables et la molécule HYDZ-1 montre le gap énergétique le plus faible ce
qui montre son réactivité eleveé par rapport aux autres molécules testés ;

Les charges atomiques négatives sont portées sur les atomes d’oxygéne, d’azotes et sur

certains atomes de carbone des cycles aromatiques ;
L’étude ADME-T réalisée sur les hydrazones synthétisées montre que :

Les 5 regles de lipinski sont appliquées validées sur molécules synthétisés;

Les molécules synthétisées ont une bonne biodisponibilite orale ;

Les hydrazones synthétisées présentent une bioactivité modérée par rapport aux
médicaments de références testés (chloroquine et hydroxychloroquine) ;

Les molécules synthétisés, ont des structures supposées non mutagenes, non irritantes et

sans effet sur la reproduction lors de I'execution de I'étude de mutagénicité.

Enfin, le docking moléculaire entre les molécules étudiées et la protéase principale du

SARS-COV-2 a été exécuté pour définir les conformations appropriées des ligands

synthétisés au sein du site actif du Mpro et les forces secondaires qui en résultent entre ces

molécules et les acides aminés actifs, les résultats obtenus montrent que :

v

v

v

Les valeurs énergies calculées des complexes Mpro-HYDZ-1, Mpro-HYDZ-2 et Mpro-
HYDZ-3, HYDZ-4, Mpro-HYDZ-5 et Mpro-HYDZ-6 indiquent que I’HYDZ-1 a affinité
la plus élevée a inhiber le Mpro par rapport aux autres hydrazones ;

Les hydrazones testées inhibent le Mpro et forment des liaisons hydrogénes et des
interactions de type vdW avec les acides aminés du site actif de la Mpro ;

Les forces de vdW ont I’énergie la plus négative ce qui montre que ce type d’interactions

est le plus dominant ;
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v’ Les résultats d'amarrage moléculaire ont permis de conclure que les dérivés d’hydrazones

étudiés peuvent étre développés comme agents thérapeutiques contre le SRAS-CoV-2.
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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 dérivés hydrazinophosphoniques correspondant aux molécules obtenues
et évaluation de leurs activités biologiques ;

Faire une étude in vivo des activités biologiques des composés synthétises ;
Synthétiser les complexes métalliques des hydrazones obtenus et évaluation in vitro et
invivo de leurs bioactivité;

Poursuivre la mise en évidence des activités biologiques et pharmaceutiques des
molécules synthétisées, notamment 1’é¢tude de leur intérét dans la lutte contre le
plusieurs maladies commune, le cancer, le SIDA,.. .etc ;

Faire des autres tests de toxicité in vivo sur les rats pour confirmer leurs propriétés

thérapeutiques et leur disposition a étre administrés chez 1’€tre humain.
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Résumé :

Dans cette étude, une série de dérivées hydrazones (HYDZ-1, HYDZ-2 ; HYDZ-3, HYDZ-4, HYDZ-5 et HYDZ-6) a
été synthétisée en utilisant la réaction de condensation de 2 hydrazines aromatiques avec trois aldéhydes
hétérocycliques. Les molécules synthétisées ont été caractérisées a l'aide des méthodes spectroscopiques et physico-
chimiques comprenant I'UV-Vis, I'IR, la RMN *H, la RMN 23C et la détermination du point de fusion. Les structures
moléculaires optimisées, les spectres UV-Vis et IR, la réactivité, la stabilité et certains paramétres chimiques
quantiques des molécules synthétisées ont été modélisés a I'aide de la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT).
Les résultats théoriques obtenus sont en bon accord avec les résultats expérimentaux. D'autre part, les activités
antioxydantes et antibactériennes des molécules synthétises ont été évaluées. En outre, les paramétres ADME-T et
pharmacocinétiques prédits ont indiqué que ces composés présentaient une bonne biodisponibilité orale. Les composés
étudiés ont été testés pour déterminer leurs cytotoxicités par la méthode de létalité des artémias. L'efficacité
photoprotectrice des composés synthétises a également été déterminée en mesurant le facteur de protection solaire
(SPF). L'activité inhibitrice de I'acétylcholinestérase et de la butyrylcholinestérase a été réalisée en utilisant la méthode
colorimétrique d'Ellman. Les résultats ont montré que ’HYDZ-5 et ’HYDZ-6 ont la meilleure activité et supérieures a
celle de la galentamine. Les composés étudiés ont montré une activité comparable aux standards (acarbose, thio-urée).
Les résultats montrent que ces composés peuvent étre une source importante de traitement des dommages
pathologiques sans aucune toxicité. Enfin, I'amarrage moléculaire a été utilisé pour prédire I'activité inhibitrice des
dérivés hydrazones étudiés sur la protéase principale du SRAS-CoV-2 (Mpro).
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Abstract:

In this study, a series of hydrazone derivatives (HYDZ-1, HYDZ-2; HYDZ-3, HYDZ-4, HYDZ-5, HYDZ-6) have been
synthesized using condensation reaction of 2 aromatic hydrazines with three heterocyclic aldehydes. The synthesized
molecules have been characterized using spectroscopic and physicochemical methods including UV-Vis, IR, *H NMR,
13C NMR, and melting point determination. Optimized molecular structures, UV—-Vis and IR spectra modeling, the
reactivity, the stability and some quantum chemical parameters of the synthesized molecules were modeled utilizing
density functional theory (DFT). The obtained theoretical results are in good agreement with the experimental results.
On the other hand, the antioxidant and antibacterial activities of the studied molecules were evaluated to better
understand the associated mechanisms of action specifically. Also, predicted ADME-T and pharmacokinetic
parameters indicated that these compounds showed good oral bioavailability. The synthesized compounds were tested
for cytotoxicity by the brine shrimp lethality method. The photoprotective efficacy of the studied compounds was also
determined by measuring the sun protection factor (SPF). The acetylcholinesterase and Butyrylcholinesterase
inhibitory activity were performed using Ellman's colorimetric method. The obtained results showed that HYDZ-5 and
HYDZ-6 have the better activity and higher than its of the galentamine. Furthermore, The evaluation the inhibition
effect of these compounds on alpha amylase and urease has been estimated. These compounds showed a good activity
comparable to the standards (acarbose, thiourea). The results show that these compounds can be an important source of
treatment for pathological damage without any toxicity. Finally, molecular docking has been used to predict the
inhibitory activity of the studied hydrazone derivatives on the SARS-CoV-2 main protease (Mpro).
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