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Résumé

Résumé

Reconnaitre les mécanismes de maintien de 1’équilibre glucidique le développement de
nouvelles molécules d’importance thérapeutique combattre le diabete. Cette derniére nécessite
plusieurs étapes pour s’améliorer, entre 1’identification et la proposition d’une molécule
efficace pour un médicament approuve.

Nos travaux visent a évaluer 1’étendue des composé organometalliques, qui sont
principalement basés sur l’inhibition de la puissance enzymatique de I’alpha Amylase
participant a la régulation enzymatique du métabolisme des glucides chez les personnes
diabétiques.

Au début de nos travaux, nous sommes appuyés sur la prédiction in silico des propriétés
physicochimiques, pharmacocinétiques et toxiques des 3 dérivés ferrocéniques a 1’aide des
serveurs : swisSADME, admetSAR et Protox.

Les résultats obtenus indiquent que tous les composés ont de bonnes caractéristiques de
ressemblance aux médicaments et non toxiques pour les 5 types de toxicités. Selon ce qui
précede, les paramétres de liaisons et la concentration inhibitrice 50 sont déterminés on utilise
le logiciel d’amarrage moléculaire a partir duquel nous sommes arrivés a 1’efficacité
biologique des composés étudiés par rapport a I’acarbose.

Les résultats obtenus par 1’amarrage moléculaire (Docking) confirmé ensuite par des
études in Vitro ; qui donnent des valeurs de AG et IC50 peut traduit la bonne affinité des
ligands avec la cible biologique (alpha-amylase).

La formation des liaisons électrostatiques soit hydrogene, soit hydrophobes, entre tous
les derivés ferrocéniques et I’enzyme, confirme 1’efficacité de ces dérivés et permet de nous

concluez la bonne candidature d’étres Comme de futurs médicaments antidiabétiques.

Mots clés: Diabete, dérivés ferrocéniques, alpha Amylase, Amarrage moléculaire,
SwissADME, Protox, admetSAR, AG, IC50.



Abstract

Abstract

Recognize the mechanisms of maintaining the carbohydrate balance the development of
new molecules of therapeutic importance fight diabetes. The latter requires several steps to
improve, between the identification and the proposal of an effective molecule for an approved
drug.

Our work aims to assess the extent of organometallic compounds, which are mainly
based on the inhibition of the enzymatic potency of alpha Amylase involved in the enzymatic
regulation of carbohydrate metabolism in people with diabetes.

At the beginning of our work, we relied on the in silico prediction of the
physicochemical, pharmacokinetic and toxic properties of the three ferrocenic derivatives
using servers: swisSADME, admetSAR and Protox.

The results obtained indicate that all compounds have good drug-like and non-toxic
characteristics for all 5 types of toxicities. Based on the above, the binding parameters and the
inhibitory concentration 50 are determined using the molecular docking software from which
we arrived at the biological efficacy of the studied compounds in relation to acarbose.

The results obtained by molecular docking (Docking) then confirmed by in vitro
studies; which give values of AG and IC50 can reflect the good affinity of ligands with the
biological target (alpha-amylase).

The formation of either hydrogen or hydrophobic electrostatic bonds between all
ferrocenic derivatives and the enzyme confirms the effectiveness of these derivatives and

allows us to conclude the right application of beings as future antidiabetic drugs.

Keywords: Diabetes, ferrocenic derivatives, alpha Amylase, Molecular docking,
SwissADME, Protox, admits SAR, AG, IC50.
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FID: Federation internationale du diabete
G6Pase : Glucose-6-Phosphatase.

GH: Growth hormone.

GLN: Glutamine.

GLU: Glutamique.

GLUT: Transporteur au glucose.

GLY: Glycine.
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INS : Insuffisante de I’insuline.
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OX: Oxydant.

PDB: Protein Data Bank.

pH : potentiel Hydrogene.

PKA : Protéines kinases A.

PLC: Phospholipase C.

PLIP : Protéine-Ligand Interaction Profiler.
RCPG: Récepteur couplé aux protéines G.
Réd: Réducteur.

RX: Rayons X.

SGLT : Co-transporteur glucose/sodium.

SHC : Src Homologous and Collagen protein.
SNC : Systeme Nerveux Central.

TPSA: Topological Polar Surface Area.

UDP- glucoses : Uri dine di phosphate glucose.
UTP: Uri dine triphosphate.

V: Volt.

Vis :Visible.

VTRS : Valorisation et Technologie des Ressources Sahariennes.

Liste d’abréviation



Liste des Tableaux

Liste des figures

Numéro Titre Page
1-1 Physiopathologie du diabete de type 2. 9
1-2 Sécrétion biphasique de I’insuline en réponse a un stimulus constant en 12

glucose.
1-3 Structure moléculaire. 15
1-4 L’inhibition de I’acarbose. 15
-1 La glycolyse. 21
-2 Lipogenese de novo et régulations transcriptionnelles. 23
-3 Induction de I’insulino-sécrétion dans les cellules B pancréatiques. 25
-4 Roles physiologiques du glucagon. 26
I1-5 Structure tridimensionnelle de 1’a-amylase. 28
11-6 La digestion enzymatique de I’amidon. 30
-7 Mécanisme catalytique des hydrolases glycosyliques. 31
11-8 Représentations en ruban des repliements du domaine catalytique chez 32

les différentes familles de GH ou sont retrouvées les a-glucosidases (EC

3.2.1.20).
-1 Ferrocéne sous forme de poudre orange. 34
I1i-2 Structure électronique du ferrocene. 35

-3 Mécanisme (I) de réactions de substitution sur I’anneau pentadiénylique = 37
(formation d’un complexe sigma).
Ii-4 Meécanisme (II) des réactions de substitution sur I’anneau 37

pentadiénylique (formation d’un complexe sigma).

-5 Principales réactions électrophiles de ferrocéne. 38
I1-6 Structure de ferrocénylméthyltriméthylamonium. 38
-7 Réactivités du sel ferrocénylméthyltriméthylamonium. 39
11-8 Oxydation mono électronique réversible de la ferrocéne. 39

-9 Voltammogramme de ferrocéne enregistré sur une électrode de platine 40
dans I’acétonirtile 10-3 M en présence de
tétrabutylammoniumpairchlorate 10-1 M a V =100 mV/s.
111-10 Structure cristalline de ferrocéne. 41

- 11 Les structures chimiques des DFc- méthylacétyleneline. 44



V-1
V-2
V-3

Vi-1

VI-2

VI-4

Variation du potentiel en fonction du temps pour un cycle CV.
Voltammogramme cyclique pour un systéme réversible.
Excitation d’¢électrons de valence suite a I’absorption d’un rayonnement
dans le domaine de I’'UV-Visible.

Spectre électronique du dérivé 2-(ferrocenylmethylamino)benzonitrile
dans I’acétonitrile.

Schéma de I’ordre relatif des niveaux électroniques.

Structure de -caroténe.

Schéma du protocole général de docking.

Les étapes clés du docking moléculaire.

Page d’accueil du serveur SwissADME.

Page d’accueil du serveur admetSAR.

Page d’accueil du serveur Protox.
Aminométhylation de ferrocéne.

Synthese de la N-ferrocenylmethyl-aminoacetophenone.
Différentes étapes d’amarrage.

Voltammogramme cyclique de I’amidon 2% en présence de 1’a-amylase
enregistré sur une électrode de carbone vitreux dans une solution
tampon phosphate 10-1 M a pH = 7, avec une vitesse de balayage de
potentiel égale a 0.1 V/s.

Voltammogramme cyclique d’une solution d’a-amylase en présence de
différentes concentrations de : FC2A(a), Fc3A(b), Fc4A(c) et
Acarbose(d) enregistré sur une électrode de carbone vitreux dans une
solution tampon phosphate 10-1 M a pH = 7, avec une vitesse de
balayage de potentiel égale a 0.1 V/s.

Courbes exponentiels des pourcentages d’inhibition obtenu a partir des
données électrochimiques en fonction des concentrations des composeés

étudiées.

i
LT L .
Tracés de en fonction de PO "p utilisés pour calculer

les constantes de liaison des dérivés ferrocénique étudiés avec 1’a-

amylase.

46
47
51

52

53
54
56
58
63
64
65
71
71
76
81

82

84

86



VI-5

VI-6

VI-7
VI-8

VI-9

VI-10

VI-11

Courbes exponentiels des pourcentages d’inhibition obtenu a partir des
données spectroscopiques en fonction des concentrations des composés
étudiées.

Tracés de %FC] en fonction de é/pb —A utilisés pour calculer les

constantes de liaison des dérivés ferrocénique étudiés avec 1’a-amylase.

Représentation ORTEP de Fc2A (a), Fc3A (b) et Fc4A (c).
Structure tridimensionnelle de 1’acarbose téléchargé depuis la Bank du
médicament avec le Numéro d'accés DrugBank : DB00284.
Structure tridimensionnelle de I’a-amylase pancréatique (PDB ID :
10SE) téléchargé depuis Protein Data Bank.

Poses d'amarrage de Fc4A (a), Fc3A (b), Fc2A (c) et I’acarbose avec
I’a-amylase (PDB ID : 10SE) illustrant I’interaction de tous les ligands.
Liaisons électrostatiques entre les ligands étudiés et les acides aminés de
I’a-amylase (PDB ID : 10SE). (Les lignes en gris montrent les liaisons

hydrophobiques, les lignes bleu indiquent les liaisons hydrogénes).

89

91

92

93

93

95

96



Numéro
1.1

1.1

1.1

V.1

V.2

V.1

V.2

V.3

Vi1l

V1.2

V1.3

V1.4

V1.5

V1.6

V1.7

V1.8

V1.9

Liste des Tableaux

Liste des Tableaux

Titre
Différents types de diabétes MODY.

Différentes nomenclatures d’a-amylase.

Valeurs caractéristiques des parameétres électrochimiques de ferrocéne.
Ordres de grandeurs de quelques chromophores.

Les principaux programmes de docking moléculaire, le nom de leur éditeur
et le site Internet.

Les formes SMILES et les identifiants des molécules testées.

Informations sur les récepteurs cibles choisies pour les études d'amarrage.

Paramétres d'amarrage sélectionnés pour I’a-amylase.
Propriétés physicochimiques des composés étudiés et du I’acarbose.
Propriétés pharmacocinétiques des composés €tudiés et du 1’acarbose.
Prédiction de la toxicité des composés étudiés et de 1’acarbose

Parametres électrochimiques calculés a partir des voltammogrammes
cycliques de la Figure V1.2.
Valeurs de la ICso des composés étudiés et de 1’acarbose obtenu a partir de
la voltammeétrie cyclique.
Valeurs des K et AG des composés étudiés obtenues par des données de la
voltammeétrie cycligque.
Valeurs de 1’absorbance des dérivés ferrocéniques étudiés et de 1’acarbose
obtenus a partir des données spectroscopique UV-Vis.
Valeurs de la ICso des composés étudiés et de 1’acarbose obtenu a partir
d’UV-Visible.

Valeurs des K et AG des composés étudiés obtenues par des données

spectroscopiques.

Page

27
40

54

62

74
75

77

79
80
81

83

85

87

88

89

91



VI1.10 Constantes de liaisons, les énergies libres de liaisons et les concentrations
minimales inhibitrices obtenues pour les complexes étudiés par approche

d'amarrage moléculaire.

VI.11 Longueur des liaisons hydrogene formées entre les ligands étudiés et les

acides aminés de 1’a-amylase.

VI.12 = Comparaison des constants (M™), énergies libres de liaison (KJ.mol™?) et les
concentrations minimales inhibitrices (mg/ml) obtenues expérimentalement

avec celles obtenues par amarrages moléculaires.

94

97

98



SOMMAIRE

Remerciements
_Dédicace

Résumés

Liste d’abréviation
Liste des figures

Liste des Tableaux

PREMIERE PARTIE: CONTEXTE BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre I : Diabéte

S0 I 1= 10 o] SRS 6
I O ] | o= U o USSP 6
1.2.1. Diabete TYPEL(DTL): coeoiiiieeieie ettt ettt 6
1.2.2. Diabete TYPE 2(DT2) & oeeieeeeeeieieeeeieeie ettt sttt 6
1.2.3. Diabete Type gestationNel: .........c.ocviiiiiiiic i 7
1.2.4. Diabete TYPE MODY : ..ottt 7
1.3, PRYSIOPAtNOIOgIE ... 8
1.3.1. Diabete TYPE L(DT L) oottt te e s sae e sraena s 8
(RS BT o (I Y o (B ) LSS RSPR 9
1.3.3. Diabéte Type gestationnel (DG ) & ...ooiiiiiiieieere e 10
1.3.4. Diabete TYPE MODY & ..ottt sttt re e 10
L.4.Facteurs INFIUBNGANT : .....ooie e 10
1.4.1. Facteurs INFIUENGANT 18 DTL & ..o 10
1.4.2. Facteurs iInfluengant 1€ DT2 & . ... e 11
1.5, Traitements du diabete: .........ooiiieieeee e e 13
1.5.1. Traitements NON MEAICAMENTEUX: ....cveiveerierieriierieeiesee e eesreesee e e sreeseeeseesreeseeenee e 13
1.5.2. Traitements MEdICAMENTEUX & ..oveviiiiiiiieieeieieie et 13
1.5.2.1. Antidiabétiques 0rauX (ADQ) :.....ccci oo 13
1.5.2.2. INSUIINOTNEIAPIE ©....ooviiiieieieeeee e 15
Chapitre 11: Métabolisme glucidique

O B T ) T o OSSPSR 18
[1.2. REQUIALION GIYCEMUQUE : ..ottt e e e nneenns 18

11.3. Mécanismes de régulation glycémique postprandiale : ..........ccccoovriviieiiiinenie e 19



11.3.2. Le deVenir du GIUCOSE: .......c.oiiiieieiesie s 20
[1.4. La régulation hormonale de la glyCemIe : ... 23
I1.5. La régulation enzymatique de 1a glyCemie : .......cccooveiiie i 26

[1.5.1. L’alpha amylase: .........ccooiiiiiiiiiiiieee e 26

11.5.2. AlIPha-gluCOSTHASE: .......cueiiieiieieee e 31

Chapitre 111 : Chimie de Ferrocéne
L o 11 (o1 (PSPPSR 34
7 I T ] o oSS 34
[11.3. Structure électronique du fEITOCENE: .........cveiviiieie e 35
I11.4. Proccessus chimique de synthése de ferroCeNe: ........ccocoveerereireneieese s 35

I11.4.1. Réaction du cyclopentadiennylthallium avec le chlorure ferreux: .........cc.ccoceovnenees 35

I11.4.2. Réaction du réactif de Grignard du cyclopentadiéne avec le chlorure ferreux:....... 35
T =T o £ S 36

I11.5.1 RéACtion de SUDSLITULION: .......cveieieiece e 36

II1.5.2. Réaction d’OXYdation :.......cccieiiiiiieiie et 37

I11.5.3. Réaction avec les Electrophiles :.........ccooiieiic i 38
[11.6. Propriétes de FRITOCENE: ........cceiiiieeeee e 39

[11.6.1. Propriétés €lectroChiMIQUES: .......cc.eiieieeecee sttt 39

[11.6.3. PrOpPri€tes PRYSIQUE: ... .cviiiieieieite ettt ettt re et sreenre e 41

H11.6.4. Structure CriStalliNg: ........cvi i 41

111.6.5. Chimie médicinal de fErrOCENE: .........ccoviiiiiieee e 41

H11.6.5.1. ANtIDACTEITENNES: .. .eviitiiiieiieiee et ens 42
[11.6.5.2. ACLIVItE aNtifONGIGUE: .....c.e e 42
[11.6.5.3. ACHIVItE aNtiOXYAANTS ©....eoviiiiiiieeie e 42
H11.6.5.4. ANEI-CANCETBUX : ..ovveviitieieeiiesieie st ste st se e e e et st sbe st e e steseesbestesneereeneanes 42
[11.6.5.5. ANti-TOXOPIASIMOSE : ....cviiiiiiiie et 43
I1.6.5.6. L’actiVité antiVirale: ........cccueiiureiiiieiiiee st e e 43
HLB.5.7. ANti- AIZNBIMET ... et 43
[11.6.5.8. ANTIPAIUGIGUE: .....oeiiiiiiiee s 44
1.7, DErive ferroCeNnique BLUIE: ...........oovveieie e 44
Chapitre 1V : Techniques expérimentales
IV. Contexte théorique des techniques expérimentales ULIlISEES : .........cccovvvveieniiieniiinienn 46
IV.1. VOItammELrie CYCHQUE . ..coiiiieiieieese ettt 46

IV.1.1. Cas d’un systéme réversible (rapIde)  ......ccooeeiirieiiee e 48

V.2, SPectroSCOPIE ElECIIONIGUE :...cvieeeieeie ettt et e e e e sraeeeeneenns 50

IV.2.1. REQIES 08 SEIECTION : ..o.viiieiieicieie et 50



IV.2.2. Principe de la spectroscopie UV — Visible @ .........coooveiiiii i 51

IV.2.3. Etude spectrophotométrique en UV-Visible © ... 51
IV.2.4. Analyse de I'abSOrptioNn: ..o 53
IV.3. Amarrage MOIECUIAITE & ......ccveieie e 54
(Y 0 I 1o oo [0 Tod o o SRR 54
1V.3.2. Types du Docking MOIECUIAITE :.........cciiiiiiiiee e 55
1V.3.3. Principes du docking MOIECUIAIre & .......ccooveiieieiie e 55
1V.3.4. Applications du docking MOIECUIAITE :..........cccoieriiiiiiee e 57
IV.3.5. Les étapes du docking MOIECUIAITE : .........ccoviiiiiiiie e 58
IV.3.6. Les outils du docking MOIECUIAITE :.........ocveivieiiiiicceee e 58
IV.4. Prédiction du parametre bio-informatique : ..o 63
IV.4. 1. SEIVEUIS ULITISES :...viviiieiieieieies ettt ae e eneene e 63
IV.4.2. Prédiction des propriétés ADMET :......cccooieiieiiiic e 65

DEUXIEME PARTIE : EXPERIMENTALES

Matériels et Méthodes

I.1. Produits chimiques et rEaCtifs & ........cciveiiiie e 70
LL.1 AIPRa AMYIASE oottt 70
0 T 01 1 - LSS 70
1.1.3. Reactif chromogéne 3,5-dinitrosalicylique (DNSA) :......ccooeiieneiineneeesereeee e 70
L4, ACAIDIOSE .ottt bbb ne e 70
1.1.5. Tampon phosphate (0.02 M, PH = 6.5) & ..o 70
1.1.6. DErives ferroCeNIQUES BLUIES : .......coiiriiiiiiiiee e 70

I.2. Evaluation in vitro de l'activité anti-diabétique : ...........cccovveiiiiie e, 71
1.2.1. MO OPAIALOITE : ..o.eeeiiiieeieieeie ettt ettt sttt st sbe e e e ne e 71
1.2.2. Mesure VOITaMMEATITQUES & ......ouviiiieieeiee e 72
1.2.3. MESUIe SPECIIOSCOPIGUE : ...vveeeieiiieeiee e et e stre et et et e e e e be et eebe e sne e e baeeneeebeenneeenes 73

1.3. Evaluation in silico de I'activité anti-diabetique : ..........cocoiiiiiiiiiiice e 73
1.3.1. Méthodes d’évaluation des propriétés ADMET :......ccocoiiiiiiniiniiieee e 73
1.3.2. AmMarrage MOIECUIAITE : ........coiiiiieieceeee et 74

Résultats et Discussion

[1.1. RESUItatS €t INTEIPIETALION ........eiuiiiieiieiite ettt bbb 79

[1.1.1. Prédiction des propriet€s ADMET :........ccoooiieiieiiiicseece e e 79
[1.1.1.1. Propriétés phySiCO-ChIMIQUES :........ccoiriiiriiieieie et 79
11.1.1.2. Proprietés pharmacOCINEtIQUES : .......c.eoverreerieireiiesieseesieeeesree e seesreeseesnaesneeseens 80
11.1.1.3. Prédiction de 18 tOXICITE: .......cveiieiiiieie s 81

I1.1.2. Etude de I’inhibition de 1’a-amylase par voltamétrie cyclique :.........cc.ccovuvvrennnee. 81



I1.1.2.1. Détermination de 1’efficacité inhibitrice de I’activité de I’a-amylase (IC50) : .......... 84

I1.1.2.2. Détermination de la constante et 1’énergie libre de I’interaction avec I’a-amylase : .85

I1.1.3. Etude de ’inhibition de 1’a-amylase par spectroscopie électronique : ..................... 87
I1.1.3.1. Détermination de 1’efficacité inhibitrice de I’activité de I’a-amylase (IC50) : .......... 88
11.1.3.2. Détermination de la constante et 1’énergie libre de I’interaction avec 1I’a-amylase : . 90

I1.1.4. Etude de I’inhibition de 1’a-amylase par amarrage moléculaire :..........c..c..cc.cc........ 92

I1.1.4.1. Optimisation StrUCTUIEIIE & ........coeoieie e 92
11.1.4.2. SIMUIAtioNS d'@MAITAGE : ...veieeiieeieiie et sree e 93
[1.2. DISCUSSION GENETAIE ......eeiieeeiiieieeete ettt ettt sttt 99
(@0 o Tod 01 o] o [OOSR 101

R T NI CES ...t e ettt e e et e e et eree e et e e ———raraeeaeaar—————————— 103



Introduction générale

|
A Y /
-
’ \
|



INTODUCTION

Intrduction

Le diabete est devenu un probléeme majeur de santé publique au XXléme siécle.
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), definit « le diabéte est une maladie chronique qui
apparait lorsque le pancréas ne produit pas suffisamment d'insuline ou que I'organisme n'utilise
pas correctement I'insuline qu'il produit. L'hyperglycémie est un effet fréquent du diabete non
contrélé qui conduit avec le temps a des atteintes graves de nombreux systemes organiques et
plus particulierement des nerfs et des vaisseaux sanguins » (OMS, 2020).

Selon I'OMS et la FID, 550 millions de personnes seront diabétiques en 2025 et 642
millions en 2040. Au niveau mondial, pres de la moitié des diabétiques ne seraient pas
diagnostiqués, principalement dans les pays en voie de développement (Diabetesatias , 2021).

Le diabéte de type 1 se caractérise par une production insuffisante d’insuline, laquelle
doit donc étre administrée quotidiennement. On ne connait ni la cause du diabéte de typel ni
les moyens de le prévenir. Le diabéte de type 2, le plus courant, résulte d’une mauvaise
utilisation de I’insuline par 1’organisme. Il est en grande partie le résultat d’une surcharge
pondérale et d’un manque d’activité physique. Les facteurs de risque de ce diabéte sont la race,
I’origine ethnique et I’age (OMS, 2021).

L'une des approches thérapeutiques consiste a diminuer I'hyperglycémie postprandiale en
retardant lI'absorption du glucose par I'inhibition des enzymes qui hydrolysent les carbohydrates
dans l'intestin, & savoir I'alpha-glucosidase et I'alpha-amylase (Wang et al 2016).

Le but de cette étude est de chercher de nouvelles molécules antidiabétiques. A cette fin,
nous menons une étude pour évaluer certains inhibiteurs de 1’alpha-amylase en laboratoire a
I’aide de la technique de spectroscopie basée sur la spectroscopie UV-visible et la mesure du
comportement é¢électrochimique a 1’aide de Potentiostat/Galvanostat. Les résultats obtenus
expérimentalement ont été confirmés in-silico grace a I’amarrage moléculaire.

L'utilisation du ferrocene dans la chimie médicinale est un domaine de recherche
vigoureux, certains dérivés ferrocéniques sont tres actifs dans les activités in vitro et in vivo
(Sansook, 2017), donc cette étude a été réalisé sur 3 dérives ferrocéniques suivants a savoir :
N-ferrocenylmethyl-4-aminoacetophenone, N-ferrocenylmethyl-3-aminoacetophenone et N-
ferrocenylmethyl-2-aminoaceto- phenone; dont le but de déterminer la concentration minimale
inhibitrice de D’activité de 1’a-amylase (IC50) et I’énergie libre de I’interaction avec 1’a-
amylase.

Notre travail est diviseé en deux parties. La premiére partie est consacrée a la synthese

bibliographique qui comporte quatre chapitres. Le premier chapitre concernant le diabéte et le
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deuxiéme chapitre concerne métabolisme glucidique, le troisieme chapitre Chimie de Ferrocene
le quatrieme chapitre techniques expérimentales. La deuxieme partie est consacréee a la partie
expérimentale qui contient la partie des matériels et méthodes utilisées durant ce travail et la
partie des résultats et discussion qui contient la présentation des résultats et leur interprétation.
Et enfin on termine par une conclusion générale.



PREMIERE PARTIE: CONTEXTE
BIBLIOGRAPHIQUE

'" Les nouvelles théories n’ont pas évolué a partir de ’ancien, mais le nouveau
contenait ’ancien "’

Gaston Bachelard
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Chapitre I : Diabéte

1.1. Définition :

Le diabéte est un groupe de maladies métaboliques, d'étiologies diverses, caractérise par
une hyperglycémie chronique, accompagnée par une perturbation des métabolismes
glucidique, lipidique et protéique, résultant d’un défaut de sécrétion et/ou d’action de
I’insuline (DeFronzo et al., 2015). Cette hyperglycémie chronique est associée, a des degrés
divers, a des complications a long terme, touchant en particulier les yeux, les reins, les nerfs,
le ceeur et les vaisseaux sanguins (ADA, 2008 ; Rodier, 2008).

Il correspond a une hyperglycémie chronique, soit une glycémie a jeun supérieure a
1,26 g/L (7 mmol/L) ou une glycémie supérieure a 2 g/L (11,1 mmol/L) a n’importe quel
moment ou lors d’une hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO) a deux reprises (deux
heures aprés le début d'un repas ou aprées ingestion de glucose orale de 75 g). Cette définition
est fondée sur le seuil glycémique a risque de microangiopathie, en particulier a risque de
rétinopathie (Sachon et al., 2004 ; ADA, 2007).

1.2. Classification :

Une fois le diagnostic de diabéte sucré est confirmé, le probléme de sa classification va
se poser. La nouvelle classification proposée repose sur I'étiologie de la maladie et non sur le
degré d'hyperglycémie ou son traitement. Cette classification étiologique comporte de
nombreux types de diabéte, dont les plus fréquents sont le diabéte de type | et le diabéte de
type2 (Redouane, 2011).Cependant, il existe aussi des formes moins courantes de la maladie
qui sont le diabete gestationnel et le diabete monogénique (Henry, 2011).

1.2.1. Diabete Typel(DT1):

Le diabete de type | ou DID, représente environ 10% des cas de diabete mondiaux
(Peter-riesch et al., 2002). 1l résulte d’une destruction auto-immune des cellules  du
pancréas qui secretent I’insuline (Efrat, 2008). Les patients atteints de ce type de diabéte
produisent trés peu ou presque pas d’insuline (IDF 2013).1l apparait le plus souvent chez
I'enfant et le jeune adulte, c'est pourquoi il est aussi appelé « diabéte juveniles » 11 peut se
développer de maniére asymptomatique durant une longue période (Colas, 2010).

Les symptomes classiques les plus manifestes sont une sécrétion excessive d'urine
(polyurie), une sensation de soif (polydipsie) ainsi qu'une perte de poids (Grimaldi, 2001).
1.2.2. Diabete Type 2(DT2) :

Ce diabéte survient généralement chez les personnes de plus de 40 ans, mais touche
également de plus en plus les enfants, les adolescents et les jeunes adultes en sur poids. C'est
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pourquoi on l'appelait souvent « diabéte d'adulte ». 1l dit non insulino-dépendant (DNID) ou
diabéte de la maturité (Chiasson, 2004). Qui associe d'une combinaison entre une résistance a
Iinsuline et une déficience en insuline. Ce type de diabete représente 95% ou plus de
I'ensemble des cas de diabéte recensés de par le monde. Le diabéte de type 2 touche plus
spécifiqguement les gens dans les années les plus productives du cycle de vie. Les personnes
concernées se soignent au moyen de comprimeés, méme si des injections d'insuline peuvent
parfois s'avérer nécessaires. Le diabete de type 2 est I'une des principales causes de maladies
cardiaques et d'autres complications Des interventions simples et efficaces par rapport aux
colts peuvent empécher ou retarder I'apparition de ce type de diabéte (CHENG, 2008).

1.2.3. Diabete Type gestationnel:

Le diabéte gestationnel (DG) est défini par 'OMS comme un trouble de la tolérance
glucidique conduisant a une hyperglycémie de sévérité variable (Beucher, 2010). qui apparait
ou qu'on remarque pour la premiere fois pendant la grossesse. La prévalence du DG varie
d'une population a l'autre et reflete I'incidence sous-jacente du diabete dans la population
(Dubé M, 2011). Le diabéte gestationnel concerne au moins une grossesse sur 25 dans le
monde. Faute de diagnostic ou de traitement adéquat, ce diabete peut avoir diverses
conséquences : macosomie, anomalies foetales, taux plus élevés de mortalité maternelle et
infantile. Les femmes atteintes de DG et les enfants nés d'une grossesse marquée par le DG
risquent davantage que les autres de développer le diabete de type 2 au cours de leur vie
(Mbanya, 2011).

1.2.4. Diabete Type MODY:

Le diabete Maturity Onset Diabetes of the Young (MODY) est une forme de diabete
monogénique se caractérisant par une apparition typique avant 1’age de 25 ans, 1’absence
d’auto-immunité contre les cellules p du pancréas, une fonction préservée des cellules B et un
mode de transmission autosomique dominant. Ce type de diabete constitue 2 a 5 % de tous les

cas de diabetes, mais reste souvent non diagnostiqué (Caironi, 2021).

Selon I’anomalie génétique en cause, les spécialistes distinguent actuellement 6 types de

diabétes MODY, numérotés de 1 a 6. Les six types de diabetes MODY : (Estelle, 2021).
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Tableau 1.1 : Différents types de diabétes MODY (Estelle, 2021).

1 20 Hepatocyte Nuclear Factor-4-alpha
2 7 Glucokinase

3 12 Hepatocyte Nuclear Factor-1-alpha
4 13 Insulin Promotor Factor-1

5 17 Hepatocyte Nuclear Factor-1-beta

6 2 Neurogenic Differentiation Factor 1

Les 3 les plus fréquents sont causés par des mutations des génes codant pour la
glucokinase, HNFla et HNF4a, qui représentent environ 80 % des cas de MODY. La
réalisation d’un test génétique peut ainsi permettre de poser le diagnostic de MODY et mettre
en place un traitement approprié (Caironi, 2021).

1.3. Physiopathologie :

Quel que soit le type, le diabete est caractérisé par une augmentation prolongée de la
quantité de glucose dans le sang, celle-ci peut avoir plusieurs origines. Le diabete est défini
par:

- Une glycémie a jeun supérieure & 1,26 g/L ou 7,00 mmol/L a deux reprises.

- Ou par une glycémie casuelle superieure a 2,00 g/L ou 11,10 mmol/L associée a un
syndrome polyuro-polydipsique.
- Ou encore par une glycémie supérieure a 2,00 g/L deux heures apres l'ingestion de 75 g
de glucose per os dans le cadre d’une hyperglycémie provoquée orale (HGPO), mais la
pratique de cet examen n'est plus recommandée en pratique clinique.
1.3.1. Diabete Type 1(DT1):

Le diabete de type 1 est une maladie auto-immune d'origine multifactorielle, ou facteurs
génétiques et environnementaux contrélent son apparition et son développement (Lebailly,
2015).
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Le diabéte de type 1 est did a une destruction auto-immune des cellules
insulinosécrétrices dites cellules B. L'hyperglycémie apparait lorsqu'il ne reste plus que 10 % a
20 % de cellules B fonctionnelles (Cissé, 2012).

La prédisposition au diabéete de type | ne semble pas liée a une altération génique mais
plutbt a l'association de formes alléliques normales de divers genes, notamment les genes
complexe majeur d'histocompatibilité. Mais les individus prédisposés génétiquement au
diabete de type 1 ne progressent pas tous vers la maladie. Le processus d'auto-immunité ne
surviendrait chez ces sujets qu'a la suite d'un facteur déclenchant : infections virales
congeénitales, facteurs nutritionnels (Januel, 2003).

1.3.2. Diabete Type 2(DT2):

Le diabéte de type 2 (ou DNID) est caractérisé par une altération de 1’insulinosécrétion,
et aussi par I’association de deux pathologies également importantes : d’une part, la résistance
a I’insuline et d’autre part, un déficit sécrétoire de la cellule B qui ne peut pas faire a
I’augmentation des besoins en insuline. Ces deux troubles sont présents d’une facon plus ou
moins marquée mais toujours associée chez I’ensemble des diabétiques de type 2, toutefois,
les troubles de I’insulino-sécrétion semblent étre les premiers & apparaitre dans le temps
(Daubresse, 2004 ; Halimi, 2005). La premiere phase de la maladie consiste en une mauvaise
efficacité de I’insuline sur la pénétration intracellulaire du glucose.

Le glucose s’accumule alors dans le secteur extracellulaire, entrainant une augmentation
d’insuline en réponse a 1’hyperglycémie. L hyperinsulinisme induit ne permet cependant pas
d’abaisser le seuil glycémique et conduit a une diminution du nombre de récepteurs a
I’insuline. Les besoins chronique accrus en insuline finissent par épuiser la cellule béta et
conduisent a leur destruction progressive, entrainant finalement une insulino- secrétion
(Halimi, 2005).

Génes
Adipokines
Inflammation
Hyperglycémie
AGlibres
Autres facteurs

Production du glucose

8 Metformin 4 Absorption du glucose et utilisation
& Thiazolidinediones T Metformin

Glucose sanguin ¥ Thiazolidinediones

L Thiazolidinediones

Tissuadipeux +

Figure I - 1 : Physiopathologie du diabete de type 2
(Matheus et al., 2013).



Chapitre I : Diabéte

Le diabéte de type 2 touche 4 principaux organes ; Le pancréas, le tissu adipeux, le foie
et le muscle. Une dysfonction au niveau des cellules B engendre une sécrétion insuffisante de
I’insuline (INS). Une altération au niveau du foie méne a une surproduction du glucose
hépatique. Aux niveaux des tissus adipeux, on remarque une activation de la lipolyse menant
a un taux anormal des acides gras (A.G). Une anomalie au niveau du muscle conduit a une
diminution de 1’absorption du glucose et de son utilisation. Tous ces facteurs menent a une
hyperglycémie.

1.3.3. Diabete Type gestationnel (DG ) :

Ce type de diabéte apparait dans 1 grossesse sur 25, généralement entre la 24éme et la
28éme semaine d'aménorrhée. 1l est associé a des complications :

- D’une part, pour la mére : hypertension artérielle, toxémie gravidique, pré-eclampsie,
éclampsi.

- D’autre part, pour le feetus : hypoglycémie, macrosomie feetale (caractérisée par un
poids de naissance supérieur a 4 kg), pouvant conduire a des complications lors de
I'accouchement : détresse respiratoire, accouchement prémature.

- De plus, cela prédispose la mere et I'enfant au développement d'un diabéte de type 2 au
cours de leur vie (Buysschaert, 2012 ; Altman, 2012).

1.3.4. Diabete Type MODY:

Le diabete MODY ou diabéte monogénique du sujet jeune est une forme de diabete
familial, a transmission autosomique dominante. On dénombre six sous-variantes génétiques
du diabete MODY (de MODY 1 a MODY 6). En Europe, le type MODY 2 est le plus
fréquent. Les types 1 et 3 sont les plus séveres en termes d'hyperglycémie. Dans leur
expression clinique ces diabétes ressemblent au diabete de type 2 mais ils surviennent chez
I'adulte jeune, avant 30 ans. Les diabetes MODY sont caractérisés par une déficience
génétique primaire en insuline (Buysschaert, 2012 ; Altman, 2012).

I.4.Facteurs influencant :
1.4.1. Facteurs influengant le DT1 :
a. Facteurs environnementaux :

Il a ét¢ démontré que 1’absence d’exposition a des organismes pathogeénes au cours de la
période d’enfance, limite la maturation du systeme immunitaire et augmente la susceptibilité a

développer une maladie auto-immune (Kukreja et Maclaren., 2002).
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b. Facteurs génétiques :

Plus de 20 régions différentes du genome humain représentent une certaine liaison avec
le diabete de typel telles que la région codant pour le HLA sur le chromosome 6p21 et la
région codant pour le géne de 1’insuline sur le chromosome 11p 15 (gene appelé maintenant
DSID2, ou en anglais IDDM2). Les types de HLA associés au diabéte varient selon les
populations étudiées (Arfa et al., 2008).

c. Facteurs immunologiques :

Le diabete de typel est une maladie auto-immune lente médiée par les lymphocytes T.
Des études familiales ont prouvé que la destruction des cellules B par le systéme immunitaire
(des autoanticorps dirigés contre le pancréas) se fait sur nombreuses années (Langlois., 2008).

L’hyperglycémie et les signes classiques du diabéte n’apparaissent que quand 80% des
cellules B ont été détruites (Dubois., 2010). Le DT1 peut étre associé a d’autres affections
auto-immunes dont des maladies thyroidiennes, la maladie cceliaque, et certaines formes
d’anémies (Carneir et Dumont., 2009).

d. L’infection virale :

Plusieurs virus (dont les virus coxsackie, de la rubéole, le cytomégalovirus, le virus
EpsteinBarr et les rétrovirus) ont été associés au déclenchement du diabéte de type 1. Les
virus peuvent infecter les cellules béta directement et les détruire ou susciter indirectement la
destruction des cellules béta en exposant les auto-Ag, en activant des lymphocytes auto
réactifs, en simulant des séquences moléculaires d'auto-Ag qui stimulent une réponse
immunitaire ou par d'autres mécanismes (Erika F. Brutsaert,.2020).

1.4.2. Facteurs influencant le DT2 :
a. Facteurs génétiques :

L’évidence de I’implication des facteurs génétiques dans le déclanchement du diabéte
de type 2 a éte démontrée par les études familiales : la concordance se situe entre 60 et 100%
pour les jumeaux monozygotes. Elle est d’environ de 40% pour les individus apparentés au
premier degré des sujets diabétiques de type 2 (Simonis-Bik et al., 2010).

b. Facteur de I’environnement :

L’obésité, en particulier I’obésité androide, la sédentarité, le tabagisme et 1’age

augmentent considérablement le risque de survenue du diabéte de type2 (Raverot, 2005).
C. Troubles de la sécrétion de I’insuline :

La sécrétion de l’insuline est assurée par les cellules B des ilots de Langerhans
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pancréatiques. Dans les conditions physiologiques, la sécrétion de I’insuline est caractérisée
par une cinétique dite biphasique (Figure I - 2).

Elle est stimulée par une augmentation aigue et transitoire de la concentration
extracellulaire du glucose. Le niveau maximum de la sécrétion est atteint au bout de quelques
minutes (pic précoce). Lorsque la concentration élevee est prolongée, un deuxieme pic

apparait (pic tardif). Cette phase dure tant que le stimulus reste appliqué (Magnan et Ktorza,

2005).
Glucose (mM)
L{ > 20 l.s_
I T
0 2-3 Temps (min)

Figure I - 2 : Sécrétion biphasique de I’insuline en réponse a un stimulus constant en
glucose (Magnan et Ktorza,.2005).

d. Troubles de la sensibilité a I’insuline :

La diminution des effets de I’insuline sur les tissus insulino-sensibles (tissus
musculaires, tissus adipeux, foie) provoque une hyperproduction de glucose par le foie,
expliquant I’hyperglycémie a jeun et une partie des hyperglycémies interprandiales (Henri,
2011). L’insulino-résistance est donc caractérisable au niveau des tissus périphériques, en
particulier, du transport du glucose dans le muscle et dans le tissu adipeux et de la production
hépatique de glucose.

Cette insulino-résistance est aggravée par I’hyperglycémie et 1’exceés d’acides gras
libres circulants ou de triglycérides stockés en exceés dans le muscle. L excés de la production
hépatique de glucose est aussi majoré par les taux élevés d’acides gras circulants (Halimi,
2006).
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I.5. Traitements du diabéte:

Les traitements du diabéte sont de deux types, les non médicamenteux (traitement
hygiénodiététiques) et les médicamenteux (antidiabétiques oraux (ADO) et insulinothérapie).
La recherche d’un équilibre glycémique optimal avec un taux de 1’hémoglobine glyquée
(HbAlc) < 6,5 % repose sur les résultats de 1’étude prospective britannique du diabéte de type

2. Cette étude a montré que la réduction de I’hyperglycémie chronique, attestée par le
dosage de I’HbAlc, permettait une diminution des complications, principalement
microvasculaires et nerveuses, mais aussi cardiovasculaires (Ukpds, 1998).

1.5.1. Traitements non médicamenteux:

La réduction pondérale et la pratique réguliere de I’activité physique (adaptée et
contrblée) ont n effet favorable sur le contrdle de la glycémie, ce dernier ayant un effet
favorable sur I’insulinorésistance. Des mesures hygiéno-diététiques doivent étre mises en
ceuvre des que I’HbAc est supérieure a 6. Une alimentation équilibrée est conseillée, avec une
diminution des apports en graisses saturées, des sucres et de I’alcool. Une activité physique
adaptée aux possibilités de chaque patient est recommandée chez le diabétique de type 2
(DT2) car elle contribue a une amélioration de la situation métabolique (insulinosensibiliteé,
niveau glycémique, pression artérielle, profil lipidique etc...) et pourrait étre utile pour le
contréle du poids (ANAES, 2000).

1.5.2. Traitements médicamenteux :

Les hypoglycémiants oraux sont nécessaires des lors que la diététique et 1’activité
physique combinées ne suffisent pas, ce qui est habituel. L objectif d’un traitement par les
antidiabétiques est d’obtenir un taux d’HbA 1c inférieur a 6,5% (Christin-Maitre, 2005).
1.5.2.1. Antidiabétiques oraux (ADO) :

Ils ne sont utilisés qu’apres échec ou insuffisant des mesures hygieno diététique. La
stratégie consiste en une monothérapie initiale adaptée au profil du patient qui, selon les
résultats obtenus, sera progressivement majorée par une thérapie combinée (Peter Riesch et
al., 2002).

Actuellement, on retrouve cinq classes d’agents antidiabétiques oraux que 1’on divise
en deux groupes : les hypoglycémiants et les antihyperglycémiants (Levasseur et Patrick,
2003).
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A).Les hypoglycémiants (Augmenter la sécrétion d’insuline):

Les hypoglycémiants se divisent en deux classes : les sulfonylurées et les analogues
des méglitinides. Ces médicaments agissent en stimulant la libération d’insuline préformée
par le pancréas. La production endogéne d’insuline n’est pas augmentée, mais Sa Sécrétion est
accélérée. Ce mécanisme permet de renverser la sécrétion insuffisante d’insuline associée au
diabéte de type 2, mais ne permet probablement pas de diminuer la résistance a 1’insuline
(Levasseur, 2003).

e Les Sulfamides hypoglycémiants (SH ou Sulfonylurées): Qui stimulent la production
d’insuline (Anca Nistone L., 2009).

e Les analogues des méglitinides (MGT) (répaglinide et natéglinide): Qui agissent
comme les sulfonylurées (Slama G., 2010).

B).Les antihyperglycémiants (Augmenter la sensibilité a I’insuline):

Contrairement  aux  hypoglycémiants qui  diminuent la  glycémie, les
antihyperglycémiants exercent leur action antidiabétique en empéchant la glycémie
d’augmenter sans toutefois la faire chuter (Passa, 2002).

e Les biguanides (Metformine): Qui favorisent ’action de I’insuline en diminuant la
production de glucose dans le foie (Philippe J., 2009).

e Thiazolidinedione (TZD) ou glitazones: Qui réduisent la résistance a I’insuline (Wens
J., 2007).

e Les inhibiteurs des enzymes de 1’absorption des glucides (Acarbose): L’alpha -
glucosidase est une enzyme qui se trouve dans I’intestin gréle. Elle transforme les
polysaccharides en monosaccharides. L’inhibition de cette enzyme ralentit la digestion
des glucides et diminue leur absorption, aboutissant a une baisse des glycémies post-
prandiales et de I’HbAlc. Il existe peu d’effets secondaires et peu de contre-
indications pour ces molécules (Fagherazzi-Pagel, 2002).

1.5.2.1.1. Mode d’action Acarbose:

Ce produit, récemment introduit en Amérique du nord, a peu d’effet sur la glycémie a
jeun mais s’avere efficace pour réduire I’hyperglycémie postprandiale en Conformité avec son
mécanisme d’action (Chiasson et al., 2002).

L'acarbose est un oligosaccharide complexe qui agit comme un inhibiteur de plusieurs
enzymes responsables de la dégradation des glucides complexes dans les intestins. Il inhibe a

la fois I'alpha-amylase pancréatique et les alpha-glucosidases liees a la membrane - y compris
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Chapitre I : Diabéte
la glucoamylase intestinale, la sucrase, la maltase et lI'isomaltase - qui sont responsables du
métabolisme des amidons complexes et des oligo-, tri- et disaccharides en sucres simples
absorbables. En inhibant I'activité de ces enzymes, I'acarbose limite I'absorption des glucides
alimentaires et l'augmentation postprandiale subséquente des taux de glucose sanguin et
d'insuline. L'acarbose est donc utilisé en conjonction avec le regime alimentaire, I'exercice et
d'autres pharmacothérapies pour la gestion de la glycémie chez les patients atteints de diabete
de type 2 (DrugBank, 2022).

CH OH [*°] Polysacchorides
2 OO0 Aarbose
H0 (é> ‘ § C%Q
Ho . o 38 | %
W
"t Q@ |
HN MGA:M )) © Gluose OQL\(’,
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Figure | - 3 : Structure moléculaire

_ Figure I - 4 : L’inhibition de
(Higues, 2003).

I’acarbose (compétitive de 1’alpha
glucosidase (MGAM) par ’acarbose
(Bischoff,. 1991).

1.5.2.2. Insulinothérapie :

En cas de diabete type 1. Le diabéte type 2 peut étre lui aussi traité a I’insuline, soit
aprés échec du regime associé aux médicaments antidiabétiques oraux a dose maximale
tolérée ; soit encore a 1’occasion d’une grippe, d’une intervention chirurgicale ou d’autre
stress et, dans ce cas, la mise a I’insuline est habituellement transitoire (Simon D., 2005).

Concernant les Types d’insulines il y a :

1.5.2.2.1. Les insulines rapides :

Elles débutent leur action environ quinze minutes aprés l’injection sous la peau et
agissent pendant quatre a six heures. Ces insulines sont également appelées insulines
ordinaires, Elles sont toutes limpides comme de 1’eau. La libération est rapide mais de courte
durée. Quant a leur durée d’action elle est « dose dépendantes », c’est-a- dire que la durée

d’action, elle est menti avec la quantité injectée (Simon D., 2007).
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1.5.2.2.2. Les insulines retard :

Elles ont un début d’action plus tardif et un effet plus prolongé. Ces insulines ont toutes
un aspect laiteux en raison de la présence des substances destinées a retarder la diffusion sous
la peau. Lorsqu’on laisse ces flacons au repos pendant quelques heures, il est normal qu’il se
produise un dépdt blanchatre au fond du flacon. Ce dépdt correspond a des cristaux
d’insulines ou aux substances a effet retard qui se trouvent dans le flacon. Avant de prélever
I’insuline il faut toujours retourner plusieurs fois le flacon pour remettre en suspension «
produit retard » qui s’est déposé au fond du flacon depuis la derniére injection (Simon D.,
2007).

On dispose de deux sortes d’insulines a effet retard :

- Les insulines & durée intermédiaire :

Elles débutent leur action trente a quarante-cinque minutes aprés 1’injection sous la
peau, et agissent pendant dix a seize heures selon les insulines et selon les diabétiques (Simon
D., 2007).

-Les insulines a durée prolongée :

Elles débutent leur action une a deux heures apres 1’injection sous la peau, et agissent
pendant vingt a trente-six heures selon les insulines et selon les diabétiques :

Ces insulines sont toutes de types zinc car la protamine ne permet pas d’obtenir une

libération qui soit supérieure a une douzaine d’heures (Simon D., 2007).
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Chapitre II: Métabolisme glucidique

11.1. Définition :

En 1850, Claude Bernard a créé le concept fondamental de la constance du milieu
intérieur définie, quelques années plus tard, sous le nom d’Homéostasie. Ce terme se définit
par la capacité, pour 1’organisme, de maintenir ses paramétres physico-chimiques a des
valeurs constantes malgré les contraintes qu’il subit.

Chez I’homme, la glycémie doit étre régulée trés finement de telle sorte qu’elle soit
maintenue en alentour de 5,5 mmol.lI-1 (1 g.I-1) afin de garantir un apport énergétique
constant aux différents tissus. Trois organes vont principalement intervenir dans la régulation
de ’homéostasie glucidique : le foie, le tissu adipeux et le muscle squelettique. D’autres
organes participent également a 1’augmentation ou la diminution de la glycémie. C’est le cas,
notamment du rein et de I’intestin qui sont capables de produire ce substrat énergétique. En
période postprandiale (juste aprés un repas), ’augmentation du taux de glucose dans le sang
entrainera ’activation de I’utilisation et du stockage de glucose sous forme de glycogéne dans
les muscles squelettiques et le foie, et sous forme de triglycérides dans le tissu adipeux. En
revanche, en période de jelne, la glycémie est maintenue stable par une augmentation de la
production de glucose essentiellement au niveau du foie et, dans une moindre mesure, par le
rein et I’intestin. Les flux entrants et sortants de glucose sont contrélés par des régulations
nerveuses et hormonales (Taveau, 2014).

11.2. Régulation glycémique :

L’homéostasie du glucose dépend de la balance entre les apports de glucose circulant
provenant de 1’alimentation et de la libération du glucose par le foie, et des besoins en glucose
de I’organisme. Cette balance est régulée par un couple d’hormones secrétées par le pancréas
endocrine : le glucagon, hormone hyperglycémiant capable d'augmenter la glycémie et de
favoriser la lipolyse (destruction des acides gras), et I’insuline ayant un effet hypoglycémiant.
L’insuline est la seule hormone hypoglycémiante de I’organisme, elle favorise 1’incorporation
du glucose dans les tissus cibles, sous forme de glycogene, afin d’éviter une hyperglycémie
prolongée (Grise F., 2006).

L’insuline agit sur les cellules cibles en se fixant sur un récepteur spécifique a activité
tyrosine-kinase. Ce récepteur est exprimé de fagon ubiquitaire dans toutes les cellules de
mammiféres mais a des taux variables. L’insuline agit sur deux types de tissus cibles, les
tissus périphériques qui comprend le foie, les adipocytes et le muscle squelettique, et sur le
pancréas. La sous-unité  du récepteur porte I’activité tyrosine-kinase qui déclenche une voie

de signalisation (cascade de phosphorylation) aboutissant a la phosphorylation de substrats
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Chapitre II: Métabolisme glucidique

endogenes (Grise F., 2006).
11.3. Mécanismes de régulation glycémique postprandiale :
11.3.1. La captation de glucose :

Bien avant que le glucose puisse étre utilisé ou stocké par les différents organes, ce
dernier doit étre assimilé en franchissant la membrane plasmique cellulaire. Toutefois, le
glucose est une molécule hydrophile, polaire et de taille relativement importante 1’empéchant
de traverser librement la membrane plasmique des cellules. Son entrée dans la cellule sera
alors facilitée par I’intermédiaire de transporteurs spécifiques classés en deux catégories (Baly
D.L. et Horuk R., 1988 ; Bell G.I. et al, 1990). Les co-transporteurs glucose/sodium (SGLT)
et les transporteurs au glucose (GLUT).

v" Les co-transporteurs glucose/sodium :

Les SGLT permettent le transport du glucose contre son gradient de concentration en
couplant son entrée avec celle du sodium. Le taux de sodium entrant sera régulé par la
présence d’une pompe ATPase Na+ / K+ située sur la membrane basolatérale. Il s’agit donc
de transporteurs actifs secondaires fonctionnant comme des symports. Chez I’homme, il a été
décrit la présence de 5 membres de la famille des SGLT permettant le transport du glucose et
autres hexoses (Wright E.M. et al, 2011). Ces co-transporteurs sont notamment exprimeés au
niveau de la membrane apicale des cellules absorptives de I’intestin (entérocytes) et au niveau
des cellules épithéliales du tubule proximal du rein. Parmi ces membres, on retrouve le
SGLT1 qui est présent dans les deux organes alors que le SGLT2 est présent uniquement dans

le rein. Cependant, la réabsorption rénale de glucose se fait principalement par I’intermédiaire
du SGLT2.

v’ Les transporteurs GLUTS:

Contrairement aux SGLT, les GLUT sont des transporteurs permettant le transport du
glucose suivant son gradient de concentration par une diffusion facilitée ne nécessitant pas
d’énergie. Cependant, certains d’entre eux peuvent transporter d’autres sucres tels que le
galactose et le fructose. Bien qu’il ait été généralement considéré que ces transporteurs
induisaient 1’entrée du glucose dans la cellule, ils sont aussi capables de le faire sortir : une
particularité favorable au foie pour la régulation de la glycémie. A ce jour, 14 membres de
cette famille ont pu étre identifies (GLUT1 a GLUT14) et leur expression varie en fonction de
I’espece, du type tissulaire et cellulaire et ils disposent d’une sensibilité variable pour les

stimuli (Uldry M. et Thorens B., 2004).
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11.3.2. Le devenir du glucose:

Une fois que le glucose est entré dans les cellules, celui-ci va étre métabolisé de
différentes facons en fonction des besoins de 1’organisme. Les voies métaboliques de la
glycolyse et des pentoses phosphates permettront la production d’énergie, de coenzymes
réduites et autres intermédiaires alors que celles de la glycogenése et de la lipogenese de novo
favoriseront le stockage du glucose sous forme de glycogéne et la synthese de tryglycérides,
respectivement. Quel que soit la voie empruntée par le glucose, celui-ci doit étre transforme
en glucose 6- phosphate (Taveau, 2014).

v’ La voie de la glycolyse :

Cette voie métabolique correspond en 1’oxydation du glucose pour former du pyruvate.
Cette oxydation progressive conduira a la production d’énergie sous forme d’ATP et de divers
substrats en vue du stockage du glucose par la glycogénése et la production de triglycérides
par la lipogeneése. Tous les tissus sont capables d’utiliser le glucose comme source d’énergie.
Effectivement, une molécule de glucose oxydée donnera naissance a deux molécules de
pyruvate, d’ATP et de coenzymes réduites sous forme de NADH, H+. Ainsi, la glycolyse
permet la production directe d’énergie sous forme d’ATP et indirecte sous forme de NADH,
H + qui sera réoxydé en NAD+ par la chaine respiratoire mitochondriale, en condition
aérobique et par la fermentation lactique en condition anaérobique. L’ATP sera utilisée pour
des réactions endergoniques et le pyruvate sera entierement oxydé dans la matrice
mitochondriale par le cycle de Krebs. Les points clés liés a cette voie sont le taux de glucose
capté par la cellule via les GLUT, la phosphorylation du glucose sur son carbone 6 par
I’hexokinase, la conversion du fructose 6-phosphate en fructose 1,6-biphosphate par la
phosphofructokinase et la formation de pyruvate par la PhosphoEnolPyruvate kinase. Ces
trois enzymes ont une régulation allostérique et leur synthese est sous I’influence de I’insuline
aussi bien dans le foie que dans le muscle (Printz R.L et al, 1993 ; Wu C et al, 2004) ,
(Figure 11- 1).
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Figure 11- 1 : La glycolyse (Taveau, 2014).

L’entrée du glucose par le transporteur GLUT conduit a son oxydation en glucose 6-
phosphate et son intégration dans la voie de la glycolyse. Celle-ci formera au final
dupyruvate qui rentrera dans le cycle de Krebs. GA3P : GlycérAldéhyde 3-Phosphate ;
DHAP : DiHydroxyAcétone Phosphate ; PEP : PhosphoEnolPyruvate.

v’ La voie des pentoses phosphates :

Le pourcentage de glucose passant dans la voie des pentoses phosphates varie de 5 a

30% en fonction des tissus. Le flux maximal étant atteint dans les tissus capables de produire

des acides gras et stéroides (foie, tissus adipeux ou encore la glande surrénale) et dans les

hématies. Bien que son rdle soit de produire du Ribose 5-phosphate pour parfaire la synthese

Des acides nucléiques, la voie des pentoses phosphates est également tres utile pour

générer le NADH, H+ (Bosca L. et al, 1985). La production de cette coenzyme réduite

permet la synthese des acides gras mais elle joue également un réle antioxydant protégeant

ainsi contre le stress oxydatif. Il est important de noter qu’au travers de cette voie, des

substrats de la glycolyse sont produits, a savoir du fructose 6-phosphate et du GA3P. La voie

des pentoses phosphates va permettre de dérouter 1’oxydation du glucose, par la voie

classique de la glycolyse, afin de produire des dérivés de la synthése d’acides nucléiques et

des coenzymes réduites.
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v' Stockage du glucose en glycogene:

La glycogénese est le processus de synthése du glycogene par I’assemblage de
molécules de glucose. Cette forme de stockage se produit uniquement dans le foie et le
muscle squelettique. La quantité de glycogene dépendant de la taille de I’organe, la
glycogéneése est plus importante dans le foie que dans le muscle squelettique. Cependant, a
I’¢échelle de I’organisme, la masse totale des muscles est nettement supérieure a celle du foie.

Ainsi, environ 65% du glycogéne corporel est stocké dans les muscles. Dans cette voie
métabolique et avant I’assemblage des molécules de glucose, le glucose sera transformé en
glucose 6- phosphate par 1’hexokinase/glucokinase. L’enzyme clé de cette voie métabolique

est la glycogeéne synthéase qui est activée par I’insuline (Taveau, 2014).

v" Glucose et lipogenése de novo :

La synthese de lipides de novo est une voie métabolique qui conduit & la conversion
d’un excés de carbohydrates en acides gras lesquels sont estérifiés avec le glycérol 3-
phosphate pour former des triglycérides. Cette voie métabolique du glucose a lieu a la fois
dans le tissu adipeux et le foie et lorsque les stocks en glycogéne sont saturés (Hellerstein
M.K. et al, 1996). Les différentes étapes conduisant a la formation de triglycérides sont
illustrées ci-dessous (Figure 11- 2).

L’activité de cette voie est fortement dépendante de 1’état nutritionnel et il est
maintenant bien €tabli que la transcription des enzymes lipogéniques nécessite de I’insuline
et du glucose pour étre pleinement réalisée (Foufelle F. et Ferré P., 2002). En effet,
I’insuline régule non seulement le flux entrant de glucose par les GLUT (tissu adipeux) mais
aussi I’activité des enzymes lipogéniques tels que la FAS (Fatty Acide Synthase) et I’ Acétyl-
CoA Carboxylase (tissu adipeux et foie) (Clarke S. et Jump D., 1993 ; Girard J. et al,
1994). Dans le foie, le pyruvate issu de la glycolyse peut étre oxydé dans le cycle de Krebs
mais aussi favoriser la lipogenése (Hers H.G. et Hue L., 1983). Les genes codant pour les
enzymes de la lipolyse sont sous le contréle de facteurs de transcription : SREBP-1c (Sterol
Response Element Binding Protein 1c) en réponse a I’insuline et ChREBP (Carbohydrate
Responsive Element Binding Protein) en réponse au glucose (Foufelle F. et Ferré P., 2002 ;
Dentin R. et al, 2005). Les récepteurs X du foie (LXR : Liver X Receptor) sont également
des facteurs de transcription activés par un ligand, appartenant a la famille des récepteurs
nucléaires hormonaux, et ils sont importants dans la régulation de la lipogenése. LXR est un

régulateur essentiel du contrdle transcriptionnel de SREBP-1c¢ par I’insuline (Chen G. et al,
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2004), des enzymes lipogéniques et de ChREBP (Decaux J.F. et al, 1989 ; Cha J.Y. et al,

2007).
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Figure I11- 2 : Lipogenese de novo et régulations
transcriptionnelles (Taveau, 2014).

La conversion du glucose en acides gras, par ['intermediaire de la lipogenese, est sous le

controle nutritionnel dont ’insuline et le glucose en sont des déterminants.

AGCL : Acides Gras a Chaine Longue ; ChREBP : Carbohydrate Responsive Element

Binding Protein ; LXR : Liver X Receptor ; PEP : PhosphoEnolPyruvate ; SREBP-1c: Sterol

Response Element Binding Protein 1c.

11.4. La régulation hormonale de la glycémie :

 L’importance des hormones dans le contrdle du métabolisme glucidique :

L'insuline et le glucagon sont donc les hormones principales de la régulation du glucose

sanguin. De plus, selon Lins et al en1983, le ratio insuline / glucagon est crucial puisqu'une

faible diminution de la concentration d'insuline rend le foie plus sensible aux effets du

glucagon qui augmente la production de glucose se traduisant par une hyperglycémie, et ce,

méme avec une augmentation minimale de la glucagonémie (Annie Lé Gar.,2001).

e Roéle de ’insuline :

L’insuline est considérée comme la principale hormone pancréatique permettant de

réguler finement la glycémie. Elle favorise le stockage du glucose sous forme de glycogene

dans le foie et le muscles et stimule le stockage des lipides dans le tissu adipeux. L’insuline

est la seule hormone hypoglycémiante et elle est sécrétée par les cellules B des ilots de

Langerhans du pancréas (HACHIMI, 2021).
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e Le glucose, stimulus de ’insulino-sécrétion pancreatique :

A la surface des cellules B pancréatiques est exprimé un transporteur au glucose non
insulinodépendant : GLUT2. Comme décrit précédemment, ce transporteur permet le transfert
facilit¢ du glucose depuis le compartiment sanguin vers 1’intérieur de la cellule B. C’est la
détection directe du glucose par le pancréas qui conduira a une augmentation de la sécrétion
calcium dépendante de I’insuline. La premiére étape consiste en la métabolisation du glucose
entrant afin d’augmenter le rapport ATP/ADP. Le taux élevé d’ATP intracellulaire entrainera
la fermeture du canal K+ sensible a I’ ATP par fixation de I’ATP sur la protéine Kir 6.2 (Cook
D.L. et al, 1984). La résultante est une dépolarisation membranaire de la cellule B suivie par
I’ouverture de canaux Ca2+ voltage-dépendants (Satin L.S. et Smolen P.D., 1994).
L’augmentation intracellulaire de calcium conduira a 1’exocytose des vésicules contenant

I’insuline par I’intermédiaire du complexe SNARE (Henquin J-C., 2000), (Figure I1- 3).
v Voies de signalisation de I’insuline :

Une fois sécrétée dans la circulation systémique, les effets anaboliques de 1’insuline
résultent de sa liaison sur un récepteur spécifique situé, prioritairement, a la surface cellulaire
de trois tissus cibles : le foie, le muscle et le tissu adipeux. Ce récepteur dispose d’une activité
tyrosine kinase permettant son autophosphorylation suivie par la phosphorylation, sur des
résidus tyrosines, de protéines substrats (IRS : Insulin Receptor Substrates) et de protéines
adaptatrices de la famille SHC (src homologous and collagen protein) (van Obberghen E.
etal, 2001). Les deux voies majeures de la signalisation sont celles de la phosphatidylinositol-
3 kinase (PI3K) impliquée dans les effets métaboliques, et la voie des MAP kinases impliquée
dans les processus de croissance, prolifération et de différenciation cellulaires. Le schéma 16
illustre la voie de signalisation passant par PI3K. La transmission du signal insulinémique
dans la cellule met en jeu les IRS1 et IRS2 (Yu, 2002). Par I’intermédiaire de cette
signalisation, 1’insuline est capable d’induire la translocation du transporteur GLUT4 a la
surface membranaire des cellules musculaires et adipocytaires (Saltiel A.R. et Kahn C.R.,
2001 ; Bryant N.J. et al, 2002). Dans le foie, la voie insulinémique activera directement un
ensemble de protéines et facteurs de transcriptions impliqués dans les voies métaboliques du

glucose.
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Figure I1- 3: Induction de I’insulino-sécrétion dans les
cellules B pancréatiques (Taveau, 2014).

Stimulation de la sécrétion d’insuline induite par [’entrée de glucose, l'inactivation des
canaux K+ sensibles a I’ATP et [’augmentation intracellulaire de calcium.
e Role du glucagon :

Le glucagon est sécrété par les cellules a des ilots de Langerhans du pancréas et il est un
régulateur clé de I’homéostasie glucidique. L’administration exogene de glucagon conduit a
une augmentation de la glycémie aussi bien chez ’homme que le rongeur (Young A.A. et al,
1993 ; Hvidberg A. et al, 1994).

v" Voies de signalisation de Glucagon :

Le glucagon en se fixant sur son récepteur RCPG, associé a deux types de protéines G,
stimule deux voies signalétiques :

Li¢ a la protéine Gs, le glucagon entraine 1’activation de 1’adénylate cyclase, induisant
une augmentation du taux intracellulaire d’AMPc et par conséquent, comme pour le récepteur

V2 de la vasopressine, une stimulation de la PKA (Burcelin R. et al, 1996).

Lié a la protéine Gq, le glucagon favorise la voie de la PLC soit, comme pour les
récepteurs de type V1 de la vasopressine, une augmentation du taux intracellulaire de calcium
(Wakelam M.J. et al, 1986). Par cette voie de signalisation, le glucagon diminuerait I’activité
de la pyruvate kinase (enzyme de la glycolyse).

D’un point de vue général, les effets du glucagon sont inverses a ceux de ’insuline. Le
glucagon induit la phosphorylation de la phosphorylase kinase et de la glycogene synthase
(activation de la glycogénolyse, inhibition de la glycogénése), de la G6Pase et de la PEPCK
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(activation de la néoglucogénese) (Christ et al, 1988 ; Roach P.J., 1990 ; Bollen M. et al,
1998).

Le glucagon permet également de phosphoryler la phosphofructokinase Il entrainant une
réduction du taux de fructose 2,6-biphosphate et par conséquent léve 1’inhibition exercée sur
la F-1,6 BPase. In fine, il favorise la néoglucogénése (Okar D.A. et Lange A.J., 1999). En
méme temps, le glucagon inhibe ’activité de la phosphofructokinase I et par conséquent
inhibe la glycolyse. Il a également été démontré, au cours d’un long jeline, que le glucagon

favorisait la néoglucogénese rénale et intestinale (Mutel et al, 2011), (Figure 11- 4).

Glucagon

PP I T ICIVIT I CITIT I T

S

Ca
! Phosphorylase
kinuse
; ® l®
' PEPCK Glycogéne
H G6Pase Phosphorylase
v l
\ Giyealyse \ Giycoptnize /| Néogtucopiniee / Giycoptnatyse

Figure 11- 4 : Roles physiologiques du glucagon (Taveau, 2014).
Suite a la stimulation de son récepteur, le glucagon favorise la production de glucose en
faisant intervenir deux voies de signalisation : la voie PKA et la voie PLC.
11.5. La régulation enzymatique de la glycémie :
Les enzymes sont les outils clés des biotechnologies car elles offrent de nombreuses
possibilités d'applications dans différents domaines, en industries agroalimentaires (industries
laitieres, biscuiteries, charcuterie, patisserie...), en industries chimiques (détergents et
textiles), en clinique (enzymes réactifs, enzymothérapies par des protéines recombinantes),
dans la recherche (protéomique et en génomique) et autres. Parmi ces enzymes qui ont une
grande importance dans différents domaines on trouve les a-amylases et les a-glucosidases
(Gupta, 2003).
11.5.1. L’alpha amylase:
a. Définition :

L’a-amylase comme toutes les enzymes est une macromolécule appartenant a la classe
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des proteines globulaires (Nouadri, 2011). Elle est une enzyme ubiquitaire, synthétisée chez
tous les étres vivants (Merabti, 2006). C’est une endo-enzyme, de masse moléculaire
comprise entre 40 et 70 kDa (Panchal, 1990), qui hydrolyse au hasard les liaisons osidiques
(1,4) de I’amylose, de I’amylopectine, de I’amidon et du glycogéne a 1’exclusion des liaisons
terminales de ces chaines. Elle provoque la libération du glucose, du maltose et surtout d’o-
dextrines (Kelly et al., 1997).

b. Nomenclature :

Le (Tableau 11.1), récapitule les différentes nomenclatures d’a-amylase.

Tableau I1.1: Différentes nomenclatures d’a-amylase (Mercier, 1985).

!\Iom. (1 -4) D-glucane glucanohydrolase
systematique -
Non codifié | E.C 3.2.1.1
N
= Alpha-amylase.
recommandé ?

glycogenase, endoamylase, maxilase, taka-amylase A, takatherm,
Synonymes | thermolase, amylotherm, clarase, amylopsin, spitase CP1, G995, kleistase
L1, THC 250, maxamy, ptyalin

c. Types:

Plusieurs types d'amylase existent, alpha (3.2.1.1), béta (3.2.1.2) et gamma (3.2.1.3)
(Yamamoto, 1995). La béta- amylase et la gamma-amylase (glucoamylase) sont
généralement d'origine végétale ou microbienne quoique la glucoamylase ait été retrouvée
chez certains mammiferes ou especes aquatiques (Shetty, 2006).

d. Lieu de synthése :

Chez I’homme, 1’amylase est largement présente dans les sécrétions salivaires (amylase
S) et pancréatiques (amylase P). Les amylases humaines S et P sont codées par les génes Amy
1 et Amy 2A, respectivement, qui sont situés sur le chromosome 1 (Nishide et al., 1986 ;
Horii et al., 1987 ; Tricoli et Shows, 1984).

L’amylase humaine S est constituée principalement de deux familles ; Les amylases de
la famille A sont des protéines glycosylées de 62 kDa, alors que les amylases de la famille B
sont des protéines non glycosylées de 55 kDa (Karn et Malacinski,. 1978).

e. Structure :

Les a-amylases sont également considérées comme des glycoprotéines renfermant 478

acides aminés répartis en 3 domaines globulaires (Nouadri, 2011). Ces domaines sont

associés par une chaine polypeptidique constituée principalement de résidus hydrophobes
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(Figure 11-5 ). La partie glucidique est formée essentiellement de maltose, les residus
constituant le site de fixation du substrat ainsi que ceux constituant le site catalytique sont
localisés dans le domaine A qui montre que l'aamylase est formée de 8 feuillets B plissés et de
8 hélices a (Chiba, 1988 ; Nouadri, 2011).

Figure 11- 5 : Structure tridimensionnelle de 1’a-amylase (Kraulis, 1991).

L a-amylase fongique, comportant trois domaines globulaires (A, B, et C). Le domaine A
(couleur verte), forme un tonneau (3 / o) 8 feuillets et porte le site actif a la partie C-
terminale des feuillets R3.

Le domaine B (couleur jaune), forme une boucle a partir du milieu du domaine A et constitue
une sorte de «couvercle ». Quant au domaine C (couleur bleue), il constitue un tonneau de 8
feuillets 8 antiparalléles et I'ion de calcium (sphére violet) (Benaouida, 2008).

f. Caractéristiques physicochimiques d’alpha- amylase :
e Spécificité de substrat:

Le substrat naturel de 1’L’alpha -amylase est I'amidon (Pandey et al., 2000 ; Alais et
al., 2008). Dans la molécule d’amidon, les unités de glucose sont reliées par des liaisons
osidiques a (1- 4) en formant ainsi des chaines hélicoidales d’amylose, sur lesquelles de
courtes chaines de méme constitution se branchent par des liaisons osidiques o (1-6)
(Mercier, 1985). La production d’a-amylase par certaines souches fongiques (Aspergillus sp.,

Rhizopus sp. Et Penicilium sp.) est contrélée par 1’amidon ;

Il s’agit d’une induction de I’enzyme par son substrat naturel (Leveau et Bouix, 1993;
Nouadri 2011).
¢ Poids moléculaire :

Le poids moléculaire des a- amylases varie d’une origine a I’autre et d’une espece a
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I’autre. Il est compris entre 40.000 et 90.000 daltons (Schomburg et Salzmann, 1991). Celui
des a- amylases levuriennes, s’échelonne entre 40.000 et 70.000 daltons (Panchal, 1990).
e pH optimale :

L'alpha -amylase est tres sensible au pH. Par conséquent, le choix du pH optimum est
tres essentiel pour la production de cette enzyme (McMahon et al., 1999). Selon Kindle,
(1983), I’optimum d’activité peut étre obtenu a des pH compris entre 4 et 8. Les a-amylases
bactériennes, ont un optimum supérieur a la neutralité, alors que les fongiques, ont des pH
optimum compris entre 4 et 6 (Larpent et al., 1992). Pour les levures, I’enzyme requiert selon
les espéces des pH entre 4 et 6 (Panchal, 1990 Avwioroko, 2015).

e Température optimale:

Selon 1’origine et les espéces, les alpha amylases ont des températures optimales
comprises entre 40°C et 90°C (Schomburg et Salzmann, 1991). En effet, I’alpha amylase
bactérienne est réputé pour sa grande thermostabilité, celle de Bacillus amyloliquefaciens est
caractérisée par un optimum de température qui, selon les applications va de 70°C a 90°C,
alors que I’optimum de 1’alpha amylase fongique se situe entre 50°C et 70°C (Sicard, 1982 ;
Panchal, 1990).

o Effecteurs:

Toutes les L'alpha amylases, exigent la liaison a au moins un ion calcium, pour le
maintien de leur intégrité et leur stabilité structurale (Vallee et al., 1959, Steer et Levitzki,
1973). Cependant, a une concentration supérieure a 20mM, le calcium devient inhibiteur
(Boel et al., 1990).

g. Le role d’alpha-amylase:

L’hydrolyse de I’amylose abouti a la formation du maltose puis ce dernier sera
hydrolysé a son tour.

L’hydrolyse de I’amylopectine se déroule en deux étapes ; La formation du glucose,
maltose, et alpha dextrine, ces dernieres possedent au minimum 4 molécules de glucose et
présentent des liaisons glycosidiques alpha (1-6) ensuite 1’hydrolyse lente des dextrines.
(Fogarty et Kelly, 1994). L’hydrolyse enzymatique de I’amidon permet non seulement
d’avoir des composés purs mais aussi par un choix judicieux de I’enzyme ; une gamme de

produits aux propriétés physicochimique bien caractérisées.
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L’alpha amylase est une endoamylase qui hydrolyse spécifiquement les liaisons
glucosidiques alpha (1 — 4) de I’amylose et I’amylopectine, elle n’est pas capable de dégrader
les liaisons alpha (1-6) et s’arréte jusqu’ ou elle rencontre une ramification
Les produits finaux de l'action des a-amylases sont des oligosaccharides qui constituent
un mélange de maltose, et oligosaccharides ramifiée de 6-8 unités de glucose qui contiennent
a la fois des liaisons a-( 1,4) et a-(1-6 ) (van der Maarel et al ; 2002), L’action conduit a une
diminution de la viscosité de la solution. Elles sont utilisées dans la phase initiale de

I’hydrolyse ou liquéfaction.

— R-Enzyme
a-1,6-Glucosidases
f i f-Amylases v
() Giucose O(:) Maltose

Figure 11- 6 : La digestion enzymatique de I’amidon
(Tormo et al., 2004).

h. Mécanisme d’action :

Le mécanisme d'action de 1' a-amylase nécessite la participation de trois fonctions du
site actif impliquant un attaquant nucléophile, un stabilisateur de la charge positive de I'atome
attaqué et un donneur de proton au groupe déplacé ; ceci signifie que la rupture de la liaison
osidique fait intervenir une série d'échanges d'électrons et de protons entre certains residus de
I'enzyme et du substrat. Les groupes impliqués dans la réaction du site actif sont deux acides
carboxyliques et un noyau imidazole (Park et al., 1997). Ce mécanisme est une
caractéristique de I'enzyme et selon les conditions expérimentales (température, pH, taille et
structure du substrat), 1’enzyme peut utiliser I’'un ou 1’autre mécanisme et méme une
combinaison entre plusieurs mécanismes (Mazur et Nakatani, 1993 ; Nielson et al., 2001).

Attaqué et un donneur de proton au groupe déplacé ; ceci signifie que la rupture de la
liaison osidique fait intervenir une série d'échanges d'électrons et de protons entre certains
résidus de I'enzyme et du substrat. Les groupes impliqués dans la réaction du site actif sont

deux acides carboxyliques et un noyau imidazole (Park et al., 1997). Ce mécanisme est une

30



Chapitre II: Métabolisme glucidique

caractéristique de I'enzyme et selon les conditions expérimentales (température, pH, taille et
structure du substrat), I’enzyme peut utiliser 1’'un ou I’autre mécanisme et méme une
combinaison entre plusieurs mécanismes (Mazur et Nakatani, 1993 ; Nielson et al., 2001).

- Attaque aléatoire: I’a-amylase hydrolyse aléatoirement les liaisons glucosidiques,
libérant deux fragments, qui seront séparément attaques.

- Attaque préférée: 1' a-amylase montre une préférence pour certaines liaisons dans le
substrat.

- Attaque répétitive ou multiple: elle implique le déplacement de I'enzyme tout au long
de la chaine du substrat, pour hydrolyser les liaisons glucosidiques sans se dissocier du
substrat (Berry et Paterson, 1990 ; Scriban, 1999).

Fogarty et Kelly (1980), signalent que les a-amylases sont des métallo-enzymes a calcium, vu
la nécessité des ions calcium a l'activité enzymatique et au maintien de la stabilité de la

structure en acides aminés de ces enzymes.
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Figure 11- 7: Mécanisme catalytique des hydrolases glycosyliques (Nielsen et al., 2001).

11.5.2. Alpha-glucosidase:

D’apres la nomenclature [UPAC-IUBMB, les a-glucosidases (EC 3.2.1.20, o-D-
glucoside glucohydrolase) sont définies comme des exo-glycosidases catalysant
majoritairement I’hydrolyse des liaisons a-1,4-glucosidiques d’un substrat (comme chez les
malto-oligosaccharides ou le glycogéne par exemple) pour libérer un a-D-glucose. Elles
peuvent également catalyser des reactions de trans-glycosylation pour synthétiser des
composés a-D-glucosylés (Kato et al., 2002 ; Ferrer et al., 2005 ; Seo et al., 2011).
L’activité de trans-glycosylation des a-glucosidases est utilisée dans 1’industrie pour produire
des oligosaccharides et des sucres conjugués dans le but d’améliorer leurs propriétés
chimiques et leurs fonctions physiologiques (Kren & Martinkova, 2001 ; Murata & Usui,
2006). Ces enzymes sont retrouvées dans six familles différentes de glycoside hydrolases
répertoriées dans la base de données CAZy : GH4, 13, 31, 63, 97 et 122 (Comfort et al.,
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2008), (Figure 11- 8).
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Figure 11- 8: Représentations en ruban des repliements du domaine catalytique chez les
différentes familles de GH ou sont retrouvées les a-glucosidases (EC 3.2.1.20) (Dejob, 2013).

Les fleches rouges et bleues indiquent selon quel mécanisme les différentes familles agissent.
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Chapitre 111 : Chimie de Ferrocene

I11.1. Histoire :

En Angleterre, plusieurs chimistes avaient remarqué, au tournant des années 50 et
méme avant, cette poudre orangée trés stable qui se formait quand on faisait circuler le
cyclopentadiene dans des tuyaux en fer ; certains en avaient méme rempli des pots dans leurs
laboratoires. Keally, Pauson et Miller publient le produit en 1951. Dans un article au journal
nature, Pauson reporte la structure [Fe (6-C5H5)2]. Ce faisant, il commet a peu prés la méme
erreur que Hein avec le polyphénylchrome, 32 ans plus tot. Mais, entre-temps, son
compatriote Sidgwick a publié la regle des 18 électrons pour les complexes de transition dans
son ouvrage «The Electronic Theory of Valency » ( Cornell University, Ithaca,1927). La
structure du bis-cyclopentadiényle-fer de Pauson ne comporte que 10 électrons de valence sur
le fer : elle ne fera pas long feu. A Harvard, Wilkinson et Woodward ne semble pas ignorer la
regle de Sidgwick et ont tout de suite compris que cette formulation n’était pas la bonne.
Quelques mois plus tard, ils publient, peu avant Fischer a Munich, la premiéere structure
sandwich : le di-cyclopentadiényl-fer est le ferrocene, un complexe a 18 électrons dans lequel
les deux cycles sont parfaitement parall¢les, n-liés au fer et possédent des propriétés
aromatiques (1952) (Benabdesselam, 2017).

111.2. Définition:

Le ferrocéne est un composé organométallique de formule Fe(C5H5)2. Il se présente
sous forme d‘un solide orange avec une odeur caractéristique, (Figure Il11- 1) (Ghallab,
2014).

Il fait partie de la famille des métallocénes, un type de composé organométallique
composé de deux cycles pentadienyles entourant un centre métallique. 1ls sont aussi appelés
composés sandwich. La croissance rapide de chimie organométallique est souvent attribuée a
I'excitation résultant de la découverte du férrocene et de ses nombreux analogues. (Khelef,
2014).

Figure 111-1: Ferrocene sous forme de poudre orange
(Zayya et al., 2013).
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111.3. Structure électronique du ferrocéne:

L’atome central de fer dans le ferrocéne est normalement considéré comme étant dans
I’état d’oxydation +2 (ceci peut étre montré en utilisant la spectroscopie de Mossbauer).
Chaque anneau de cyclopentadiényle est ensuite attribué une seule charge négative - cet
¢lectron supplémentaire occupe une m orbitale, ce qui porte le nombre d’électrons-m sur
chaque anneau a six, et les rend ainsi aromatiques. Ces douze électrons (six de chaque
anneau) sont ensuite partagés avec le métal par liaison covalente, ce qui, combiné avec les six
d’électrons de Fe2+, donne au complexe une configuration d’électrons a gaz inerte de 18

électrons. Cette configuration rend le ferrocéne particuliérement stable (Monte, 2006).

H
C

.

Figure I11- 2 : Structure électronique du ferrocéne (Chemspider, 2021).

I11.4. Proccessus chimique de synthése de ferrocéne:

L'acidité du cyclopentadiene est suffisante pour réagir avec I'nydroxyde de sodium dans
le DMSO et produire I'anion cyclopentadiényle. Le DMSO est un solvant dipolaire aprotique
exaltant la basicité de I'ion OH- en solvatant trés efficacement le contre-ion Na+.

Une amine suffisamment basique comme le diéthylamine peut étre utilisée pour former
I'ion cyclopentadienyle a partir du cyclopentadiéne (Khalef, 2012).

111.4.1. Réaction du cyclopentadiennylthallium avec le chlorure ferreux:

Le cyclopentadiénnylthalliume peut étre utilisé également comme un produit de départ
pour la préparation du ferrocéne (Medellel, 2017).

111.4.2. Réaction du réactif de Grignard du cyclopentadiene avec le chlorure ferreux:

Le réactif de Grignard du cyclopentadiéne, intermédiaire facilement obtenu, a été
utilisé par Kealy et Pauson pour leur préparation historique du ferrocene. Cette technique a été
développée par Pauson en 1955.

2CS5H5MgBr + FeCl2 — (C5HS)2Fe + MgBr2 + MgCl
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Le succes de cette méthode est di a la solubilité du chlorure ferrique dans les solvants
organiques. Aucune réaction ne se produit si I'nalogénure ferreux est insoluble dans le solvant,
mais des rendements élevés de ferrocéne sont obtenus si I'ion ferreux est "solubilisé" par
chélation, comme dans le complexe d'acétylacetone-dipyridine. Dans la réaction de Grignard,
un exces du reactif est nécessaire.

Plusieurs autres méthodes de synthese du ferrocéne ont été proposées. Il peut étre
préparé par réaction directe du cyclopentadiene avec le fer métallique, par la réaction du
chlorure ferreux avec le cyclopentadiényle de sodium dans un solvant d'ammoniaque et la
réaction du cyclopentadiene avec le complexe ferreux d'acetylacétone-dipyridine (Bechki,
2012).

I11.5. Réactivite :

Les ferrocénes substitués peuvent étre préparés directement ou indirectement. Dans la
préparation indirecte, la molécule de ferrocéne est utilisée comme un point de départ pour la
synthese des autres dérivés ferrocéniques, tandis que dans la synthése directe, le ferrocene
substitué est préparé par la réaction d'un composé dérivé de cyclopentadiéne convenablement
substitué avec le fer par des méthodes semblables a celles utilisées pour la préparation du
ferrocéne lui-méme. Seulement, les bases fortes telles que le réactif de Grignard, les
organothalliums, les réactifs de lithium ou de sodium, peuvent donner de bons rendements de
dérivés ferrocéniques a partir de cyclopentadiénes substitués (Khelef, 2014).

111.5.1 Réaction de substitution:

Les propriétés semblables entre le ferrocéne et le benzéne ont contribué au
développement de la chimie de cette nouvelle molécule, et ont facilité la réalisation d’une
grande variété de réactions de substitution sur le ferrocene. Le mécanisme des réactions de
substitution sur le cycle pentadienyle repose sur la formation directe d'un complexe sigma
sans participation du metal. Deux mécanismes sont proposés (Walker, 1983).

Mécanisme (1) : il comporte un processus en deux étapes. La premiére est une étape
rapide ou I'électrophile E detruit la liaison métal-carbone dans une réaction de SE2 avec la
conservation de configuration, suivie d'une limitation de vitesse d’enlevement du proton a

partir de I'extérieur de la molécule, la deuxiéme étape est une réaction d'inversion SE2.
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Figure 111-3: Mécanisme (I) de réactions de substitution sur I’anneau pentadiénylique
(formation d’un complexe sigma).
Mécanisme (1) : ce meécanisme comporte une limitation de vitesse de l'attaque par
I'électrophile a partir de I'extérieur dans un déplacement SE2 avec une inversion de la
configuration, suivie du départ rapide d'un proton de I'intérieur, avec la conservation de la

configuration.
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Figure 111-4: Mécanisme (IT) des réactions de substitution sur I’anneau pentadiénylique
(formation d’un complexe sigma).
111.5.2. Réaction d’oxydation :

Le ferrocéne est oxydeé a I'ion ferrocénium par une large gamme d'agents d'oxydation.
Au cours de cette oxydation, I'atome de fer qui peut étre considéré formellement a I'état de
Fe(Il) dans le ferrocéne, est oxydé a I'état de Fe(l11). Ceci peut se produire méme lorsque l'air
est passé a travers une solution de ferrocéne a faibles valeurs de pH. Cette oxydation oriente
les tentatives de nitration ou d'halogénation du ferrocéne en employant I'acide nitrique ou le
brome respectivement. Ainsi, la molécule du ferrocéne porte une charge positive et résiste a
toute attaque électrophile.

De nombreuses études sur l'oxydation contr6lée du ferrocene et ses dérivés ont été
rapportées (Farrugia, 1998 ; Trueblood, 1996). Afin de diminuer la conversion du ferrocéne
et de ses dérivés en ion ferrocénium relativement instable et non réactif, la plupart des
réactions doivent étre réalisées sous une atmosphére inerte.

Le ferrocéne peut exister sous d'autres formes d'oxydation. Ces différents états redox se
caractérisent électrochimiquement par voltamétrie cyclique, chaque vague correspondant a un
changement d'un degré d'oxydation. La forme de la vague montre que le transfert d’un

électron est réversible sans variation structurale.
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111.5.3. Réaction avec les électrophiles :

Le ferrocéne se comporte comme la plupart des aromatiques, permettant la synthese de
dérivés substitués. Une expérience classique de démonstration est une réaction de
FriedelCrafts avec I'anhydride acétique en présence d'acide phosphorique comme catalyseur.
En présence de chlorure daluminium, Me2NPCI2 et le ferrocene réagissent pour donner la
ferrocenyl dichlorophosphine alors que le traitement avec la phenyldichlorophosphine dans

les mémes conditions conduit a la P,P-diferrocenyl-P-phenyl phosphine. (Khelef, 2014).

La ( Figure 111-5) représente les Principales reactions du ferrocéne avec les

électrophiles.
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Figure 111-5: Principales réactions électrophiles de ferrocéne (Chemspider, 2021).

Les déerives N,N-dialkylaminomethylferrocenes, tels que Le N, N diméthylaminométhyl
ferrocene sont parmi les intermédiaires les plus utilisés pour la synthése des ferrocenes
substitués. L'iodure de ferrocénylmethyltriméthylamonium est employé comme un produit de

départ pour la préparation d'un grand nombre de dérivés ferrocéniques monosubstitués.
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Figure 111-6: Structure de ferrocénylméthyltriméthylamonium (Chemspider, 2021).

38



Chapitre 111 :

Chimie de Ferrocéne

Le groupement triméthylamine dans le sel ferrocénylméthyltriméthylamonium (Figure 111-6),

peut étre facilement substitué par les nucléophiles, tels que des anions d'alcoxide et de

cyanures,des réactifs de Grignard, des réactifs carbanioniques et des amines comme le montre

le (Figure I11- 7).
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Figure I11- 7 : Réactivités du sel ferrocénylméthyltriméthylamonium (Khelef, 2014).

I11.6. Propriétés de ferrocene:

111.6.1. Propriétés électrochimiques:
Beaucoup d'études et des analyses par des méthodes électrochimiques ont été effectuées

sur les propriétés oxydo-réductrices de ferrocéne. D’une maniére générale, le comportement

cathodique habituel de ferrocéne en milieux organiques tel que le dichlorométhane,

’acétonitrile et le DMF peut étre décrit par une réduction réversible a un électron, conduisant

a I’ion ferrocérium (Khelef, 2014).
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Figure I11- 8 : Oxydation mono électronique réversible de la ferrocéne
(Neghmouche et al, 2010).

La réversibilit¢ de la réaction d’oxydoréduction a été démontrée par voltametrie
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cyclique, les paramétres électrochimiques tirés de voltammogramme de ferrocene montrent

gue le processus d’oxydoréduction se fait d’une facon rapide, réversible et monoélectronique

(Khelef, 2014).
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Figure 111-9: Voltammogramme de ferrocene enregistré sur une électrode de
platine dans 1’acétonirtile 10-3 M en présence de
tétrabutylammoniumpairchlorate 10-1 M a V =100 mV/s (Bechki, 2012).

Les valeurs des parametres électrochimiques tirées de voltamogramme de la (Figure 111-9).
sont regroupées dans le (Tableau 111.1). Ces valeurs renseignent sur les criteres de rapidité et
de réversibilité (Khelef, 2014).

Tableau I11.1 :Valeurs caractéristiques des parameétres électrochimiques de ferrocéne

(Khelef, 2014).

Ep, (mV) Ep. (mV) | Ip( pA/cm2) | Ip( pA/cm2) E;» (mV) AEp (mV)

439 362 16.9 -16.69 380 77

111.6.2. Propriétés chimique :

Le ferroceéne est insoluble dans 1’eau et soluble dans la plupart des solvants organiques.
Il est tres stable thermiquement et peut étre facilement fonctionnalisé de maniere trés variée.
Dés lors, ces nouveaux dérivés organométalliques ont trouvé des applications pratiques en
catalyse, science des matériaux et plus récemment en chile domaine d’électrochimie, ses

propriétés d’oxydo-réduction font du ferrocene un bon électron, caractére qui s’amplifie avec
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I’alkylation du cycferrroceneperméthylé une espece tres sensible a I'oxydation (Boudebia,
2017).

111.6.3. Propriétés physique:

Le ferrocéne est un solide cristallin orange, de masse molaire 186,04 g.mole-1, stable a
1’air son point d'ébullition 249°C et son point de fusion 173-174 °C. le ferrocéne est soluble
dans la plupart des solvants organiques, sa solubilit¢ dans 1’eau est d'environ 0,1 mg/ml a
21°C, 100 mg/ml dans le DMSO a 19.5°C. Il est stable a haute température, jusqu’a 400°C. A
température ambiante, le ferrocéne est le plus stable des métallocénes, d’une odeur de
camphre. Les études ont montré qu’il est sensible a I'exposition prolongée a l'air et a la
lumiere. Le ferrocene forme avec l'acide nitrique dilué et I'acide sulfurique concentré des
solutions rouge foncé avec une fluorescence bleue (Khelef, 2014).

111.6.4. Structure Cristalline:

La structure cristalline de ferrocéne a été étudiée par Wilkinson et al. par diffraction des
RX. C’est grace a ces analyses que les longueurs des liaisons C-C C-Fe, et C-H ont étés

déterminés exactement (Khelef, 2014).

Figure 111-10: Structure cristalline de ferrocéne (Appel, 2015).

111.6.5. Chimie médicinal de ferrocéne:

Le ferrocene a attiré une attention particuliére car il offre des propriétés attrayantes
telles que la neutralité, la lipophilie, de bonnes propriétés redox, une stabilité chimique et une
faible toxicité. De nombreux composés ferroceéniques présentent une fascinante activité
antibactérienne antifongique, DNAcleaving, cytotoxiques et l'activité antitumorale.
L'utilisation du ferrocene dans la chimie médicinale est un domaine de recherche vigoureux,
certains dérivés du ferrocene sont tres actifs dans les dosages in vitro et in vivo (Sansook,

2017).
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111.6.5.1. Antibactériennes:

Depuis quelques décennies, la chimie du ferrocéne a eu un impact énorme dans de
nombreux applications tels que : les applications pharmaceutiques (fabrication des
médicaments tels que : La Pénicilline, Céphalosporine, et Réfamycines), les applications
thérapeutiques, la lutte contre certaines bactéries. Une des premieres applications dans ce
domaine, fut le développement de dérivés ferrocéniques d’antibiotiques (les ferrocenyl
pénicilline et ferrocényl-céphalosporine) par Edwards et ces collaborateurs pour lutter contre
certaines bactéries. Ces travaux ont été suivis par de nombreuses tentatives d’introduction du
ferrocene sur des antibiotiques, certains de ces composés ont montré une bonne activité et une
sélectivité pour les bactéries gram positif (Bioud et Lassoued, 2015).
111.6.5.2. Activité antifongique:

Les résultats d’évaluation de ’activité antifongique du 3-nitrophénylferrocéne contre
deux especes de levures pathogenes. D'apres ces résultats, il a été révélé que le composé a des
activités antifongiques prometteuses contre deux souches de levures (Aspergillus niger,
Aspergillus flavus). Ces résultats suggérent que le composé avait des activités sélectives
contre les levures (Benabdesselam, 2017).
111.6.5.3. Activité antioxydants :

Les dérivés du ferrocene contenant des atomes d'azote sont connus pour avoir in vitro
une capacité de piégeage des radicaux libres et une activité antioxydante. L'activité
antioxydante des dérivés de ferrocéne a d'abord été étudiée a la fin des années 1950, lorsque
Acton et Silverstein ont rapporté la synthése et I'évaluation antioxydante d'un certain nombre
de ferrocénecarboxyamides N-substitues et de dérives de ferrocénylamine. Zhang et Liu ont
également étudié l'activité antioxydante des ferrocenylhydrazones et ont decouvert qu'ils
présentaient une activité antioxydante intéressante. Depuis lors, un grand nombre de
composés ferrocéniques ont été synthétisés et évalués en termes d'activités antioxydantes
(Khelef et Lanez, 2015).
111.6.5.4. Anti-cancéreux :

Au cours de la derniere decennie, une révolution dans le traitement du cancer a été
réalisée par des chimistes organométalliques. De nombreux dérivés ferrocényliques donnent
de bons résultats en tant qu'agents antitumoraux, et certains d'entre eux font actuellement
I'objet d'essais cliniques (Fouda, 2007).

L’application des dérivés du ferrocéne dans la thérapeutique du cancer, est un domaine

de recherche actif, et de nombreux rapports ont démontré que certains composés ferrocenyles
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sont hautement cytotoxiques in vitro contre plusieurs lignées de cellules de cancer,
notamment du sein, de la prostate, du poumon, du colon et des cellules cancéreuses de la
leucémie. Cependant, seuls quelques- uns ont éte testés in vivo (Bioud et Lassoued, 2015).
Les ferrocifénes sont les premiéeres molécules actives contre les certaines cellules cancéereuses
hormono-dépendantes et hormono-indépendantes  (Sansook, 2017). Plusieurs études
ayant montrées que les dérivés ferrocénique peuvent se lier a I'ADN par modes d'interaction
covalents et non covalent. l'activité anticancéreuse des dérivés du ferrocene dépend de I'état
d'oxydation du fer dans le fragment ferrocene, certains résultats indiquant que le composé
ferrocényle Fe (1) est plus actif que le fer (111) (Chavain, 2008; Monserrat, 2012).

111.6.5.5. Anti-Toxoplasmose :

L’atovaquone est une molécule utilisée dans le traitement de la toxoplasmose. En raison
de problémes d’intolérance, de concentrations et d’effets secondaires de 1’atovaquone, des

recherches sur de nouvelles molécules restent nécessaires.

Des tests biologiques a partir des homologues ferrocéniques de ’atovaquone ont été
réalisés. Trois de ces dérivés ferrocéniques, possédant une chaine alkyle de 6 a 8 carbones en
R2, se sont révélés actifs sur des souches Toxoplasmas. De plus, ces nouveaux composés sont
particuliérement efficaces sur des souches résistantes a 1’Atovaquone (Barameea et al.,
2006).

111.6.5.6. L’activité antivirale:

L'activité des dérivés ferrocéniques antiviral basé sur I'étude de I'effet de ces composés
sur virus VIH, responsable des symptomes du syndrome d’immunodéficience ; Il a été montré
que les dérivés ferrocéniques entravent la multiplication du virus de SIDA en inhibant
I'enzyme de transcriptase inverse, mais son effet inhibiteur sur I'ADN et I'ARN polymérase de
la cellule hote est plus important (Hemmami, 2017).
111.6.5.7. Anti- Alzheimer:

L'agrégation et la formation de fibrilles de peptides B-amyloides (AR) est un phenomeéne
clé dans la pathogenése de la maladie d'Alzheimer. De nombreux efforts ont été déployés sur
le développement d'inhibiteurs efficaces pour empécher la formation de fibrilles d'AR ou
démonter les fibrilles AR préformées. Des inhibiteurs peptidiques ayant des séquences
homologues aux segments hydrophobes de AR peuvent modifier la voie d'agrégation de AR ,
avec diminution de la toxicité cellulaire. Le Fc—KLVFF; une combinaison de ferrocenyl (Fc)

avec pentapeptide KLVFF montre l'effet inhibiteur de haute sélectivité de la formation de
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fibrilles de AR 1-42 (Wei et al., 2011).
111.6.5.8. Antipaludique:

La chloroquine CQ est I’une des plus anciennes molécules antipaludiques de synthese
dont la premiére utilisation date des années 40 (Dubar et al., 2008). Elle présente de
nombreux avantages, notamment un faible colt et peu d’effets secondaires (toxicité
uniquement en cas de surdosage). Elle était a 1’origine efficace sur toutes les formes de

paludisme mais, malheureusement, P. falciparum a développé une résistance a la CQ.

Pour pallier aux problémes de résistance de P. falciparum, 1’équipe de Pr.Brocard a
synthétisé de nombreux analogues et dérivés ferrocéniques de molécules antipaludiques. Ces
travaux de recherche ont conduit a la synthése de la ferroquine qui résulte de I’introduction
d’un groupement ferrocénique dans la structure de la chloroquine. C’est I’un des premiers
antipaludiques organométalliques qui a été synthétisé (Beagley et al., 2003).

111.7. Dérivé ferrocénique étudie:
e N-ferrocenylmethylaminoacetophenone :

La synthése du N-ferrocenylméthyl-2-aminoacétophénone (Fc2A), N-ferrocenylmethyl-
3-aminoacetophenone (Fc3A) et N-ferrocenylmethyl-4-aminoacetophenone (Fc4A) a été
obtenu a partir du sel quaternaire triméthylferrocéyliodure de méthylammonium bien connu et
d’un exceés de aminoacétophénone dans le rapport molaire 1/1,5 dans 1’ébullition I’eau et la
durée de la réaction a été de quatre heures. Le précipité jaune a été séparé par filtration, lavé
avec de I’eau pour éliminer toute trace inchangée du sel d’ammonium quaternaire et
finalement recristallisé dans 90% éthanol/eau pour produire 77% (E. LANEZ, 2016). Les

structures chimiques des dérivés étudiés sont présentées dans la figure suivante :

(o]

=

Fe

~=

N-ferrocenylmethyl-4-aminoacetophenone N-ferrocenylmethyl-3-aminoacetophenone

=

N-ferrocenylmethyl-2-aminoacetophenone

Figure 111-11: Les structures chimiques des DFc- méthylacétyleneline.(E. LANEZ,
2016).
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V. Contexte théorique des techniques expérimentales utilisées :
IV.1. Voltammétrie cyclique :

La voltampérométrie cyclique, plus communément appelée voltamétrie cyclique (CV),
est une des méthodes électrochimiques les plus efficaces pour caractériser les réactions de
transfert de charges. Elle consiste a imposer une rampe linéaire en potentiel avec une vitesse
de balayage positive ou négative, et a enregistrer l'intensité du courant.

Le montage généralement utilisé est un montage a trois électrodes. Le balayage des
potentiel s'effectué de fagon cyclique a vitesse constante, apres avoir balayé vers les potentiels
anodiques et réaliser une oxydation, on inverse le sens de variation du potentiel pour effectuer
une exploitation vers les potentiels cathodiques (Bernard et al, 2018).

Si le balayage est suffisamment rapide le produit aussi formé a I'aller et encore présent
au balayage retour et peut se réduire on enregistre donc sur le voltammogramme les courbes
de polarisations anodique et cathodique (dites voltammogrammes cycliques).

Le tracé du potentiel en fonction du courant est dit voltammogramme cyclique. Lors
d'un cycle unique de potentiel, la réponse i-E attendue d'un couple redox réversible est
illustrée par la (Figure 1V- 1).

Potentiel
A

Emigxfecemecmcccmmccccnacccncncccecana-.

*®
balayage
aller

balayage
retour

e ————————
w

E min

= | s
E initial E [inal P

Figure IV- 1 : Variation du potentiel en fonction du temps pour un cycle CV (Bernard et al,
2018).

Le courant enregistré est représenté graphiquement en fonction du potentiel, ce qui a
pour résultat, pour un processus réversible, ’apparition d’un pic d'oxydation et un pic de
réduction de I'analyte dans I'balayage aller et dans le balayage retour respectivement.

Le tracé du courant en fonction du potentiel fait apparaitre un pic maximum de courant
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ipa (courant de pic anodique) a Epa (potentiel de pic anodique) dans le scan anodique et un pic
minimal de courant ipc (courant de pic cathodique) & Epc (potentiel de pic cathodique) lors du

balayage cathodique (Figure 1V- 2).
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Figure V- 2 : Voltammogramme cyclique pour un systéme réversible (Bernard et al, 2018).

Le voltammogramme cyclique peut fournir des informations importantes concernant la
réversibilité du systeme. Dans un systéeme entierement réversible, les hauteurs des pics du
courant obtenus dans le balayage aller et retour sont les mémes, et sont séparées par 59 mV
pour un processus monoélectronique. Ces caractéristiques devraient étre indépendantes de la
vitesse de balayage si le transfert d'électrons est un transfert rapide (Bernard et al, 2018).

La forme de la courbe cathodique est toujours le méme, indépendamment de EA mais
la valeur de EAmodifie la position de la courbe cathodique par rapport a I'axe de courant.
Pour cette raison ipc doit &tre mesurée a partir d'une line de base qui est une continuation de la

courbe anodique, comme le montre la Figure précédente.
N L .35 \
EA est le potentiel d'inversion, il doit é&tre EA> Epa (d'au moins FmV apres Epa)

Parfois, et c'est l'un des inconvénients des voltammogrammes cycliques, il n'est pas
possible de mesurer la line de base avec précision suffisante afin de mesurer ipc.
Cependant, il est une bonne approximation d'appliquer I'expression suivante en termes

de courant de pic mesuré a partir de I'axe de courant (ipc)o et le courant a I’inversion de

potentiel (1), (voir Figure précédente).
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La contribution du courant capacitif au courant total tel qu'il vu précédemment doit

également étre pris en considération. Ecrivant 1, = I, nous obtenons I’équations suivante :

1
C,v210°
[Réd]

3§ 1
2.69n2D2

red

pa
sol

Replagant par des valeurs typiques C,=20uF.cm™?, Dg,=10°cm’S™

[Réd]sol =10*Metn=1

1
=0.24v?

IC

pa
Le rapport est égale a 0.1 pour une vitesse de balayage égale a 0.18 V.s, si [Réd ]Sol est

d’ordre de grandeur plus ¢élevé 10 M par exemple, le rapport est 0.01, Cela montre l'avantage
d'utiliser des concentrations aussi élevées que possible, les concentrations millimolaires
représentant la limite supérieure (Bernard et al, 2018).

IV.1.1. Cas d’un systéme réversible (rapide) :

Dans le cas ou le systeme étudié Ox+ne” ——Red est rapide ou Nernstien, tel que

I’on puisse admettre la vérification de la relation de Nernst a la surface de 1’électrode, en
tenant compte de la variation linéaire de potentiel, on peut exprimer la variation de
concentration de I’espéce Ox a la surface de ’électrode en fonction du temps et la résolution

des équations de FICK dans ces conditions conduit a I’expression du courant sous la forme :
1
1 2
i:n.F.s.c(ﬂD)z(ﬁvj 2(5.)
RT
Ou Z(&,t) est une variable sans dimension, fonction de E, calculée numériqguement

. nF . e - .
pour certaines valeurs de (E—E}/)et 5=ﬁvle traitement mathématique a été aborde
2

successivement par Randles-Sevcik puits par Nicholson et Shain.

La fonction ;((6,t) présente un maximum égal a 0.25 correspondant au courant de pic

ip, pour une réaction réversible est donné par la relation de RANDLES-SEVCIK suivante :

48



Chapitre IV Techniques expérimentales

1

2 i1
i 0.4463nF (E)z S.CD2v?
RT

Cette equation peut se mettre a 25 °C sous la forme suivante (Brett, 1993):

3 1 1

i, =0.269.10° x Axn? x D? xC xV?

Tel que :
A, surface de 1’électrode en cm?.
n, nombre total des électrons transféres.
D, coefficient de diffusion en cm?.s™.
C, concentration de I’espéce réagissant au sein de 1’électrolyte en mol/cm®.
v, vitesse de balayage en mV/s.

La réaction précédente peut étre utilisée pour des analyses quantitatives étant donné la
proportionnalité de i, avec la concentration. Le principal avantage réside dans la rapidité de la
méthode ; une seule détermination de concentration peut étre effectuée en quelque second. Le
domaine de concentration utilisable est de 102 a 10° M. pour un systeme réversible, le
potentiel de pic Epc peut étre calculé par la relation :

E,=E, + 2.2%
2

A 25 °C I’équation précédente peut se mettre sous la forme suivante :

56.6
==——m
n

E, -E

p

\%

N o

E, : Potentiel de demi-vague.

2

Une fois effectuée le balayage de potentiel précédent, on inverse le sens de balayage du
potentiel. Dans cette situation, I’espece adjacente a la surface de 1’¢électrode produite durant le
balayage aller subit au cours du balayage retour la transformation inverse.

L’allure des voltampérogrammes cycliques selon le systéme rapide est représenté par
les suivantes ci-dessous. Nous pouvons résumer toutes les informations caractéristiques des
voltampérogrammes de balayage cyclique pour des reéactions réversibles (Bernard et al,
2018):

1
v’ 1, dépond de v?

v'E, indépendant de v
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IV.2. Spectroscopie électronique :

La spectroscopie électronique, plus communément appelée la spectroscopie
d’absorption dans ultraviolet et le visible (UV-Vis), est une des méthodes spectroscopiques
les plus efficaces pour caractériser les interactions entre la matiere et un rayonnement
électromagnétique. Elle est basée sur la propriété des molécules d’absorber des radiations
lumineuses de longueur d’onde déterminée (Mulliken, 1969).

La spectroscopie électronique présente beaucoup d’avenages, est non destructive et
rapide, cette spectroscopie est largement répandue en analyse quantitative (apres construction
d’une droite d’étalonnage et report d’une mesure expérimentale) ainsi qu’en analyse chimique
ou biochimique. On peut citer par exemple le dosage des ions nitrates dans les eaux de piscine
(apres adjonction d’un additif formant un complexe colore) ou la détermination de la pureté
de I’ADN et de certaines protéines apres leur extraction. D’autres applications sont connues
pour le contrdle qualité ou le suivi de la cinétique d’une réaction, la détermination des
constantes de dissociation des acides ou des constantes de complexation, la détermination des
masses molaires (Boeyens, 1967).

IV.2.1. Regles de sélection :
Une molécule absorbera une radiation de fréquence v s’il existe des transitions

nécessitant une énergie AE donnée par la relation suivante :
hc _
AE =hv = 7= hco

Avec h constant de Planck, v la fréquence, 4 longueur d’onde et & nombre d’onde.
Une transition électronique est analysée comme un changement de population entre une
orbitale moléculaire fondamentale occupée et une orbitale moléculaire excitée vacante.
Lorsqu’elle a lieu, la matiére absorbe un photon dont 1’énergie correspond a la
différence d’énergie entre ces niveaux fondamental et excité. Mais toutes les transitions

énergétiqguement possibles ne sont pas permises (Mulliken, 1952).
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Figure IV- 3 : Excitation d’¢lectrons de valence suite a 1’absorption d’un rayonnement dans
le domaine de ’UV-Visible (Bernard et al, 2018).

Les regles de sélection déterminent si une transition est permise (active) ou interdite
(inactive). Les transitions permises sont celles qui provoquent une variation du moment
dipolaire électrique. De plus, une transition permise a lieu si les orbitales impliquées au cours
de ce processus sont telles que Al =+1 et AS =0. En d’autres termes, le photon fait changer
la symétrie de I’orbitale occupée par 1’¢lectron avant et apres la transition mais ne fait pas
changer le spin de cet électron (Boeyens, 1967).

La spectroscopie UV-Visible permet d’accéder qualitativement a des renseignements
quant & la nature des liaisons présentes au sein de 1’échantillon (via I’ordre de grandeur de

Avex €L €y ) €1 de déterminer quantitativement la concentration d’espéces absorbant dans ce

domaine spectral.
IVV.2.2. Principe de la spectroscopie UV — Visible :

Dans une molécule, les transitions électroniques UV-visibles mettent en jeu les énergies
les plus importantes de la chimie (environ de 13000 a 50000 cm™ soit 160 & 665 kJ-mol™).
L’ordre de grandeur des énergies mises en jeu est celui des énergies de liaison des molécules
et ces rayonnements peuvent parfois provoquer des ruptures de liaisons. Plus généralement,
ils provoquent des transitions électroniques entre les différents niveaux d’énergie des
moléecules (Rao, 1967).
1VV.2.3. Etude spectrophotométrique en UV-Visible :

Dans une étude spectrophotométrique UV-Visible, il est d’usage de tracer le graphe de
I’absorbance A en fonction de la longueur d’onde 4. Par exemple, le spectre de dérivé 2-

(ferrocenylmethylamino)benzonitrile est représenté ci-dessous (25°C, acétonitrile) :
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Figure 1V- 4: Spectre électronique du dérivé 2-(ferrocenylmethylamino)benzonitrile dans
I’acétonitrile (Bernard et al, 2018).

On remarque que le spectre de la (Figure 1V-5) , est constitué de bandes larges, et non
de pics. De nombreuses transitions énergétiquement proches sont donc réalisées. Or si les
transitions électroniques sont bien responsables de ces absorptions, les sous-structures
vibrationnelles et rotationnelles, au sein d’'un méme niveau électronique, peuvent conduire a
des transitions énergétiquement du méme ordre de grandeur, partant et aboutissant aux mémes
niveaux electroniques mais mettant en jeu des niveaux vibrationnels et rotationnels différents.
Différents rayonnements électromagnétiques de longueurs d’ondes légérement différentes
conduisent alors a différentes transitions énergétiquement trés proches et ainsi a des bandes
d’absorption.

L’analyse d’un tel spectre méne a la détermination de la longueur d’onde du maximum

d’absorption A, . Dans I’exemple précédent, celle-Ci est de 334 nm. Cependant, la donnée

d’une telle longueur d’onde ne renseigne pas sur I’intensité de 1’absorbance. Une donnée
intensive et quantitative est nécessaire. Celle-ci est fournie par la loi de Beer-Lambert : pour
une solution contenant une unique solution absorbante (Mulliken, 1952) : A=¢IC

Avec | la largeur de la cuve contenant I’échantillon (donc la longueur du chemin
optique), C la concentration molaire de 1’échantillon et ¢ le coefficient d’extinction molaire
(exprimé usuellement en mol™.L.cm™ si | est exprimée en cm). Cette loi est valable pour les
solutions transparentes, peu concentrées et dans ces conditions elle est également additive.
Ainsi, la relation de linéarité est valide tant que 1’absorbance garde des valeurs faibles.

La relation de Beer-Lambert donne donc accés au coefficient d’extinction molaire € qui

caractérise 1’absorption de 1’édifice dans les conditions de I’expérience. Ainsi, il dépend de la
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température, de 1’édifice et du solvant dans lequel est enregistré le spectre. En se placant a la

longueur d’onde du maximum d’absorption, les coefficients &, peut étre calculé. La donnée

de ces deux grandeurs (A, , &) €st caractéristique de I’absorption d’un édifice dans des

conditions expérimentales données, mais ne dépend pas de 1’appareil utilise (Boeyens, 1967).
IVV.2.4. Analyse de I'absorption:

L’absorption provient d’une transition énergétique entre deux niveaux électroniques

dont la nature joue fortement sur les deux grandeurs (4., €t ¢..,). Dans le cas de molécules

organiques les niveaux électroniques concernés par des transitions dans 1’UV-Visible

correspondent grossierement aux orbitales de valence de I’édifice et leur énergic est

dépendante de leur nature(a,;r) et de leur caractéere (liante, antiliante, non liante).

Schématiquement, I’ordre relatif des niveaux électroniques est le suivant :

A

+
+1
_H_

Figure 1V- 5 : Schéma de I’ordre relatif des niveaux électroniques.

n
n
e}

De nombreuses transitions sont donc possibles mais seules celles de plus faibles
énergies conduisent a une absorption dans I’UV-Visible. La nature ¢ ou m des niveaux
impliques reflétent la nature du groupe fonctionnel présent dans 1’édifice. Certaines fonctions
organiques provoqueront donc une absorption, ce sont des chromophores. L’enregistrement
d’un spectre UV-Visible peut donc, a I’instar de la spectroscopie Infrarouge, conduire a
I’identification des fonctions présentes dans une molécule organique. Les ordres de grandeurs

de nombreux chromophores caractéristiques sont tabulés :
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Tableau IV.1 : Ordres de grandeurs de quelques chromophores.

Chromophore Transition
Alcene T—7 175 3.0
Alcool n—o 180 2.5

Aldéhyde — Cétone ,—n" n—n" 180; 280 3.0;15
Acide carboxylique n—rz 205 1.5
Nitro n—r~ 271 <1.0

La présence de liaisons multiples et de doublets non liants permet en général une bonne
absorption dans I’'UV-Visible. De plus, la conjugaison du systéme n conduit a un resserrement
des niveaux m et m* et par conséquent une augmentation du A . Il s’agit de ’effet
bathochrome. Si les alcenes absorbent de fagon caractéristique dans 1’UV, les polyenes voient
leur A, augmenter avec le nombre de liaisons m conjuguées pour finir par atteindre le

domaine du visible pour les grandes molécules conjuguées. Ainsi, le B-carotene, contenant 11

liaisons C=C conjuguées, a son maximum d’absorption vers 450nm.

Figure IV- 6: Structure de B-carotene.

Une solution de B-caroténe absorbant dans le bleu, elle ne laisse passer que les

radiations peu absorbées et apparait alors de sa couleur complémentaire, 1’orange.

Dans le cas des complexes des métaux de transitions, les transitions électroniques sont
réalisées entre orbitales d, dont la dégénérescence a été levée par les ligands. I s’agit alors de
transitions d-d, en général peu intenses et qui conduisent souvent a des absorptions dans le
visible.

IVV.3. Amarrage moléculaire :
IV.3.1. Introduction :

L'interaction entre une protéine et son substrat est la premiére étape de la plupart des
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réactions biologiques (Mezhoud, 2020). Elle permet la régulation de certains processus, la
transmission des signaux ou encore la catalyse de diverses réactions biochimiques (Amina,
2017). Etudier les détails de ces interactions, a I'échelle moléculaire grace au Docking
moléculaire, s'avere donc d'un trés grand intérét (Bouchagra, 2018).

Initié au début années 1980 (Morris, 2008). le Docking moléculaire ou amarrage
moléculaire in silico, vise a prédire la structure d'un complexe moléculaire a partir des
molécules isolées. Il consiste a trouver les modes de liaison les plus favorables d'un ligand a la
cible d'intérét, ce qui est considérablement plus facile a mettre en ceuvre, moins cher et plus
rapide que l'utilisation d'une des méthodes expérimentales in vitro. Le Docking a émergé au
cours des trois derniéres décennies, poussé par les besoins de la biologie moléculaire
structurale et la découverte de médicaments structurels. 1l a été grandement facilité par la
croissance spectaculaire et la disponibilité des outils informatiques, et la facilité d'acces aux
bases de données biomoléculaires (Morris, 2008).

I1VV.3.2. Types du Docking moléculaire :

Il existe trois types de docking moléculaire : le premier est le Docking rigide qui est
basé sur le modéle « clé-serrure ». Proposé en 1894 par Emile Fischer, ce docking considere
la protéine et le ligand comme corps rigides. Cette procédure est la plus simple et la plus
rapide a réaliser, car la taille de I'espace de recherche est beaucoup plus petite, mais si la
conformation du ligand n'est pas correcte, la probabilité de trouver un ajustement
complémentaire sera plus faible. Elle demeure toutefois encore souvent employée pour
I’amarrage protéine-protéine.

Le deuxieme type est le docking semi-flexible qui est souvent utilisé pour 1’amarrage
protéine-ligand. Le ligand étant considéré comme flexible et la protéine gardée rigide.
Cependant, certaines protéines présentent naturellement des régions de grande flexibilite,
subissant des réarrangements considérables en présence d’un ligand. Dans ce cas, négliger la
flexibilité de la protéine peut mettre en péril la fiabilité des résultats du docking, et rend
nécessaire |’utilisation d’approches capables de tenir compte de la flexibilité du systéme
entier.

En revanche, la troisieme classe qui est le docking flexible traite la flexibilité des deux
molécules, mais la flexibilité permise reste limitée (Lebbad, 2016 ; EI Hadji Said, 2016;
Bouchagra, 2018).
1VV.3.3. Principes du docking moléculaire :

Le docking peut étre réalisé en deux étapes complémentaires : la premiere consiste a
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placer le ligand dans le site actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions
et orientations possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes d’interactions
les plus favorables. La deuxieme étape est celle du classement (scoring). Elle consiste a
évaluer I’affinité entre le ligand et la protéine, et de donner un score aux poses obtenues lors
de la phase de docking. Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles
proposeé (El Hadji Said, 2016).

Idéalement, les algorithmes de docking devraient étre capables de reproduire le mode de
liaison expérimental et la fonction de scoring devrait également le classer le plus haut parmi

toutes les conformations générées (Bouchagra, 2018).

1- Representation 4- Regroupement,

Classement et selection:
2- Recherche

conformationnelle: o
pet * - donnée expérimentale

\! I-‘ -rigide (rotation et
translation)

-flexible: résidus,
chaine carbonée,
domaine

3- Minimiseur
évaluation du score

5- Affinement
-minimiseur
- dynamique moléculaire

Figure V- 7: Schéma du protocole général de docking (Férey, 2009).

Les fonctions de notation (scoring) prédisent des facteurs tels que : la force de van der
Waals, 1'énergie de liaison, les effets de solvatation, les effets d’entropie, le nombre des
liaisons hydrogenes formées entre la protéine cible et le ligand, et d'autres types d'interactions
intermoléculaires (interactions hydrophobes et électrostatiques) (George Priya Doss, 2014,

LEBBAD, 2016).
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Le score est globalement une approximation de 1’énergie libre résultant du passage de la
forme libre de la protéine et du ligand a I’association sous forme de complexe. Le principe
thermodynamique est le suivant (Arrault, 2007) :

AG = AGcomplexe — AGiligand - AGprotgine

Théoriquement, le complexe est favorable si la variation d’énergie libre globale de
complexation est négative (AG complexation < 0) (LEBBAD, 2016).

Les fonctions de scoring peuvent étre divisées en quatre classes principales : la premiere
détient les fonctions basées sur le champ de force (force field-based) qui décident I'énergie de
liaison en calculant la somme des interactions non-covalentes telles que les interactions
électrostatiques et les interactions de van der Waals.

La deuxieme classe englobe les fonctions de scoring empiriques ou les éléments tels que
la liaison hydrogene, l'interaction ionique, I'effet hydrophobe et I'entropie de liaison sont pris
individuellement et multipliés separément par un coefficient pour donner un score individuel.
Tous les scores sont ensuite résumes pour obtenir un score final.

La troisieme classe quant a elle regroupe les fonctions basées sur les connaissances
(knowledge-based). Ces fonctions utilisent une analyse statistique des interactions ligand-
protéine. Elles sont basées sur la théorie selon laquelle s'il existe une interaction élevée entre
une protéine particuliére et un ligand, la probabilité de les combiner est trés élevée.

La derniere classe est la plus récente, elle regroupe les fonctions de notation basées sur
le consensus. Ces fonctions combinent les scores de tous les programmes de scoring et
donnent un score final afin de minimiser les erreurs et trouver le ligand parfait pour une
macromolécule cible donnée (Dar, 2017 ; Arrault, 2007).
1\VV.3.4. Applications du docking moléculaire :

Le docking moléculaire peut démontrer la faisabilité de toute réaction biochimique telle
qu'elle est effectuée avant la partie expérimentale. Dans certains domaines, le docking a
révolutionné les résultats. En particulier, quand il s'agit des études structure-activité ou il peut
prédire l'activation ou l'inhibition de la protéine cible.

En combinaison avec le scoring et grace au criblage virtuel des différentes bases de
données, le docking permet 1’identification des molécules potentielles (hits) qui peuvent cibler
la molécule d'intérét, afin de découvrir des candidats médicaments. Il permet aussi
I’optimisation des molécules identifiées pour développer des médicaments plus puissants,
sélectifs et efficaces (Dar, 2017; Morris, 2008). Il est aussi appliqué pour fournir des

hypothéses des différentes interactions afin de faciliter les prédictions des études de
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mutagenese, et aider la cristallographie aux rayons X dans I'adaptation des substrats et des
inhibiteurs a la densité électronique. Le docking peut également étre utilisé dans les études
des mécanismes chimiques et la conception de la bibliotheque combinatoire (Morris, 2008).
1V.3.5. Les étapes du docking moléculaire :

Les étapes clés communes a tous les protocoles de docking, commencent d’abord par le
choix des structures 3D de la macromolecule cible et le ligand. Puis, chaque structure doit étre
préparée conformément aux exigences de la méthode utilisée. Apres le docking, les résultats

doivent étre analysés (Morris, 2008).

_).[ Target Selection J [ Ligand Selection J‘—
L l

[ Target Preparation Ligand Preparation ]

Y

[ Evaluating Docking ]
l Results J

Figure 1V- 8 : Les étapes clés du docking moléculaire (Morris, 2008).

1VV.3.6. Les outils du docking moléculaire :
Comme chaque protocole expérimental, 1’application pratique du docking moléculaire

nécessite la disponibilité de plusieurs parametres qui sont :
a) Protéine :

L'application pratique du docking moléculaire nécessite avant tout la disponibilité de la
structure tridimensionnelle (3D) de la cible d’intérét (Enzyme dans notre cas) (Dar, 2017),
qui peut étre facilement acquise depuis les bases de données protéiques notamment la PDB «
Protein Data Bank ».

La PDB est une collection mondiale de données sur la structure 3D de macromolécules
biologiques : protéines essentiellement et acides nucléiques. Ces structures sont
principalement déterminées par cristallographie aux rayons X, microscopie électronique ou
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par la résonance magnétique nucléaire (RMN). En plus des structures 3D, on y retrouve
également des informations sur la structure primaire, les hétéroatomes, la structure secondaire
et les coordonnées atomiques X, Y et Z qui déterminent la position exacte de chaque atome
dans une conformation donnée (Mohamed, 2019).

Ces données expérimentales appartiennent au domaine public et peuvent étre consulté
gratuitement depuis les sites internet de la banque (Cavarelli, 2020). Si la cible n’est pas
encore déposée au niveau de la banque, et cette derniére contient une protéine avec des
séquences similaires, la modélisation par homologie intervient afin de construire la structure
3D de la cible souhaitée (EI Hadji Said, 2016).

b) Ligand :

L’acquisition des structures du (ou des) ligand(s) est une étape importante et
indispensable dans le processus du docking moléculaire. Ces structures peuvent étre obtenues
a partir de diverses bases de données (ZINC, PubChem...etc), ou construits grace aux
programmes de modélisation moléculaire (Chemsketch, Titan, Gaussian...etc) ou les
différentes structures sont générées par optimisation de géométrie. Ces structures sont

gouvernées par les lois de la chimie quantique (Jade, 2016; EI Hadji Said, 2016).
% Modélisation moléculaire :

Afin de réaliser I’amarrage moléculaire, les structures des ligands doivent étre
optimisées par modélisation moléculaire, dans ce qui suit une apercue théorique sur la
modélisation moléculaire.

La modélisation moléculaire est une application des méthodes théoriques et des
méthodes de calcul pour résoudre des problémes impliquant la structure moléculaire et la
réactivité chimique. Ces méthodes peuvent étre relativement simples et utilisables rapidement
ou au contraire elles peuvent étre extrémement complexes et demander des centaines d’heures
de temps d’ordinateur, méme sur un super-ordinateur. En plus, ces méthodes utilisent souvent
des moyens infographiques trés sophistiques qui facilitent grandement la transformation de
guantités impressionnantes de nombres en quelques représentations graphiques facilement
interprétables.

Différentes approches sont envisageables dans le cadre des outils de modélisation
moléculaire. Si ceux de mécanique classique, économiques en termes de temps de calcul,

permettent de traiter des systémes moléculaires de grande taille, les méthodes quantiques
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(semi-empiriques ou théorie de la fonctionnelle de la densité) sont, quant a elles, capables de
calculer les propriétés électroniques des systémes. C’est pour cette raison que ces approches

ont été employees dans le cadre de cette étude.
» La mécanique moléculaire (MM) :

La mécanique moléculaire est apparue en 1930 (Andrews, 1930), mais s’est développée
a partir des années 1960, avec les progres d’accessibilité et de performance des ordinateurs.
Elle permet de déterminer 1’énergie d’une molécule en fonction de ses coordonnées atomiques
et de chercher des minima de 1’énergie correspondant & des conformeéres stables (Hetényi,
2003; Keseru, 1999 ). Les techniques de modélisation basées sur la mécanique quantique
souffrent d'un inconvénient majeur : elles sont trés colteuses en termes de temps de calcul et
ne sont des lors applicables qu'a des systémes moléculaires de taille restreinte. Au final, le
temps nécessaire au traitement d'un systeme par les méthodes ab initio est environ
proportionnel a la quatriéme puissance du nombre d'électrons qu'il contient. L'utilisation de
ces techniques peut s'avérer problématique pour I'étude d'objets macromoléculaires tel qu'une
enzyme en interaction avec un inhibiteur ou encore pour la caractérisation de complexes
métallo-organiques de grande taille, comme ceux qui font I'objet de cette recherche.

Par contre, la mécanique moléculaire (Bremner, 1998), considére I'énergie d'un
systeme uniquement en fonction de ses positions atomiques. Cette approximation repose elle
aussi sur les travaux de Born et Oppenheimer. En effet, l'approximation de Born
Oppenheimer, en découplant les mouvements des noyaux et des électrons d'une molécule,
postule que ces derniers peuvent s'adapter de maniere quasi instantanée a la position des
noyaux. Le fait d'ignorer les mouvements des électrons épargne ainsi un temps de calcul
considérable.

En particulier, la mécanique moléculaire permet I'étude d'une gamme eétendue de
propriétés en décrivant I'énergie d'un systeme par la somme d'une serie de contributions
rendant compte des interactions intra et intermoléculaire. Pour chacune des contributions, des
pénalités énergétiques sont appliquées lorsqu'une variable (par exemple une longueur de
liaison ou un angle de valence) s'écarte de sa valeur de référence. L'ensemble de ces termes et
des parametres destinés a decrire chaque type d'atome rencontré constitue un champ de forces

qui comporte généralement cing contributions principales (Née Lebbad, 2011).

Estériq = Estrech + Ebending + E’[orsion + Even der waals + Eélectro

Chacun de ces termes possédant une position d'équilibre préférentielle (longueur de
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liaison, angle de liaison...). La recherche de I'énergie minimale par optimisation de la
géométrie joue un réle primordial. L'énergie de la molécule est exprimée sous la forme d'une
somme de contributions associées aux écarts de la structure par rapport a des parameétres
structuraux de référence. A cet égard, la mécanique moléculaire ressemble aux modéles de
type "tiges et boules", mais elle est beaucoup plus quantitative.

L'idée directrice de cette méthode est d’établir, par le choix des fonctions énergétiques
et des parametres qu'elles contiennent, un modele mathématique, le "champ de force", qui
représente aussi bien que possible les variations de I'énergie potentielle avec la géométrie
moléculaire. Cependant, il n'existe pas encore de modéle unique permettant de simuler tous
les aspects du comportement moléculaire, mais un ensemble de modeéles (Parr, 1989). Alors
pour atteindre un minimum local sur la surface de potentiel dans un temps minimum, il faut
représenter toutes les variations possibles de 1’énergie potenticlle avec la géométrie
moléculaire. Cependant, aucune méthode ne peut garantir de facon absolue 1’obtention de la
plus basse énergie : ¢’est-a-dire le minimum global ou absolu. Presque toutes les méthodes de
minimisation ont un point en commun ; on commence a un endroit donne de 1’hypersurface

énergie-coordonnées et on accede au minimum local le plus proche.
» Lathéorie de la fonctionnelle de la densité (DFT) :

Dans le formalisme de la théorie de la fonctionnelle de la densité on exprime 1’énergie
en fonction de la densité électronique. Les premiers a avoir exprimé 1’énergie en fonction de
la densité furent L.H. Thomas (1927), E. Fermi (1927, 1928) et P.A. Dirac (1930) sur le
mode¢le du gaz d’électrons non interagissant. Le but des méthodes DFT est de déterminer des
fonctionnelles qui permettent de donner une relation entre la densité électronique et 1’énergie
(Hohenberg, 1964). La DFT a véritablement débuté avec les théoremes fondamentaux de
Hohenberg et Kohn en 1964 (Mezhoud , 2020). qui établissent une relation fonctionnelle
entre 1’énergie de 1’état fondamental et sa densité électronique. Les deux théoremes montrent
I’existence d’une fonctionnelle de la densité qui permet de calculer 1’énergie de I’état

fondamental d’un systéme.
» Les méthodes semi-empiriques :

Elles sont utilisées pour modéliser les systemes moléculaires de grande dimension. Elles
sont basées sur deux approximations, la premiére consiste & ne considérer que la couche de

valence (les électrons de valence qui interviennent dans les liaisons chimiques et définissent
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donc les propriétés du systeme). La seconde annule les intégrales de répulsion électroniques
multicentres. Utilisant des parameétres ajustés aux résultats expérimentaux, elles peuvent

conduire parfois a d’importantes erreurs dans 1’évaluation des énergies totales.
c) Les programmes du docking :

Les logiciels de docking moléculaire sont des outils trés utiles en biologie, pharmacie et
médecine (Amina, 2017). A I’heure actuelle, plus de 30 programmes de docking moléculaires
(Commerciaux ou non) sont disponibles. Les plus fréqguemment cités sont : Surflex, GOLD,
FlexX, DOCK et AutoDock. lls permettent un criblage rapide de vastes librairies de
composés. Ces programmes reposent le plus souvent sur des algorithmes spécifiques tel que :
I’Algorithme génétique (GA), I’algorithme de Monte Carlo (MC) et 1I’Algorithme de

construction incrémentale (IC)...etc, (Dias, 2008 ; Forli, 2016).

Tableau 1VV.02 : les principaux programmes de docking moléculaire, le nom de leur

éditeur et le site Internet.

Programmes de Nom de Site Internet
docking I’Editeur
moléculaire
AutoDock Scripps http://www.scripps.edu/mb/olson/doc/autodock/
Dock UCSF http://dock.compbio.ucsf.edu/
FlexX BioSolvelT http://www.biosolveit.de/FlexX/
Fred OpenEyes | http://www.eyesopen.com/products/applications/fred.html
Glide Schrodinger http://www.schrodinger.com/Products/glide.html
Gold CCDC http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold/
ICM Molsoft http://www.molsoft.com/products.html
LigandFit Accelrys http://www.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html
Surflex Biopharmics http://www.biopharmics.com/products.htmi

Dans ce travail, nous avons utilisé le programme AutoDock qui est une suite de
logiciels libres et gratuits utilisés pour le docking moléculaire (Forli, 2016 ).Dans ce logiciel
I’amarrage se base sur la simulation de trajectoire, est plus précise : a partir d’une position
initiale aléatoire, a I’extérieur du site actif, le ligand explore le site étudie par la répétition

successive de mouvements et d’évaluations de [D’interaction ligand-récepteur. Les
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mouvements sont effectués par des opérations de translation, de rotation et de changement de
conformation. L’énergie d’interaction est calculée par une fonction eénergétique. Les
mouvements du cycle a venir sont guidés par les variations d’énergie induites par les
mouvements des cycles précédents. L’algorithme s’arréte lorsqu’il a trouvé la position idéale
du ligand dans le récepteur. Ces techniques prennent mieux en compte la flexibilité du ligand
et permettent 1I’exploration de régions plus vastes.

IV.4. Prédiction du parameétre bio-informatique :

1VV.4.1. Serveurs utilisés :
> SwissADME :

Les modeles informatiques constituent des alternatives valables aux expeériences. Ici,
nous présentons le nouvel outil web SwissADME qui donne un acces gratuit a un pool de
modéles predictifs rapides mais robustes pour les propriétés physico-chimiques, la
pharmacocinétique, la ressemblance avec les médicaments et la convivialité de la chimie
médicinale. Une saisie et une interprétation simples et efficaces sont assurées grace a un
interface conviviale via le site Web http://www.swissadme.ch. Spécialistes, mais aussi un
non-expert en cheminformatique ou en chimie computationnelle peut prédire rapidement des
parameétres clés pour un collection de molécules pour soutenir leurs efforts de découverte de

médicaments (Daina et al., 2017).

rgetPrediction SwissADME

SwissADME
Swiss Institute of

Bioinformatics Home FAQ Help Disclaimer

This website allows you to compute physicochemical descriptors as well as to predict ADME parameters, pharmacokinetic properties
druglike nature and medicinal chemistry friendliness of one or multiple small molecules to support drug discovery.

The main article describing the web service and its underlying methodologies is SwissADME: a free web tool to evaluate
pharmacokinetics, drug-likeness and medicinal chemistry friendliness of small molecules. Scr. Rep. (2017) 7:42717

For details about development and validation of iLOG, please refer to this article: iLOGP: a simple. robust. and efficient description of
n-octanol/water partition coefficient for drug design using the GB/SA approach. J. Chem. Inf. Model. (2014) 54(12):3284-3301.

For details about development and validation of the BOILED-Egg. please refer to this article: A BOILED-Egg to predict gastrointestinal
absorption and brain penetration of small molecules. ChemMedChem (2016) 11(11):1117-1121.

Developed and maintained by the Molecular Modeling Group of the SIB | Swiss Institute of Bicinformatics
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Figure IV- 9: Page d’accueil du serveur SwissADME.
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> admetSAR :

Le serveur de relations structure-activitt  ADMET, intitulé admetSAR, est une
connaissance et un outil complets pour prédire les propriétés ADMET des médicaments
candidats et des produits chimiques environnementaux. Dans notre serveur, plus de 200 000
points de données annotés ADMET pour environ 96 000 composes uniques ont été
sélectionnés manuellement a partir de grandes littératures. Le serveur admetSAR fournit une
interface conviviale pour rechercher facilement des profils chimiques, par CASRN, par nom
commun et par recherche de similarité.

La nouvelle version d'admetSAR (version 2.0) se concentre principalement sur la
prédiction in silico des propriétés chimiques d'ADMET. Plus de 40 modéles prédictifs ont été
mis en ceuvre dans admetSAR pour de nouvelles propriétés chimiques ADMET dans le

filtrage silico (Cheng et al., 2012).

o A erust edu.on fac o @

Sci-Hub: remesing ba... 58 Joumal Home RCE8 Protein Data Ban... H'r’mr.n T Univessité Mohamed .. PP editarial '@ UAE P Yol 34 Mol (A0E) (€ Bicyclogermacrene | C.

EdmetSAR B Predict | Optimize | Aboul

g Welcome to admetSAR
e I e Acomprehensive source and free tool for evaluating chemical ADMET properiies

Fredict Search Advanced Predict

m Fradic]

& Predict ADMET properties ¢ Use old version (admetSART)

Main features What is admetSAR

AUMEtSAR Creatds B user-mandy rtarfaces 1

Figure 1V- 10 : Page d’accueil du serveur admetSAR.

L e

> Protox :

ProTox-I1 fournit un serveur Web gratuit pour la prévision de la toxicité in silico pour
les toxicologues, les organismes de réglementation, les chimistes computationnels et
médicinaux, et tous les utilisateurs sans connexion a http://tox.charite.de/protox_Il. Le serveur

Web prend structure chimique deux-dimensionnelle en tant qu’intrant et indique le profil de
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toxicité possible du produit chimique pour 33 modeles avec des scores de confiance, et un
tableau radar de toxicité globale avec trois composes les plus semblables ayant une toxicité

aigu connue (P. Banerjee et al,.2018).

Predict compound toxicity J

W . ., ” —-
p | Acute ) | Organ 7| Tosicobogical | | Toxicabogical | Toxicity
| towicity P | towicity < endpoints || pathways - targets

ProTox-ll ensbles uncomplicated predictions of different levels of tocdoities. To conduct a
tocdicity prediction, please click on the image.

Figure 1V- 11: Page d’accueil du serveur Protox.

IV.4.2. Prédiction des proprietés ADMET :

Outre une affinité qui lui confére une activité biologique, un candidat médicament doit
étre facile a administrer et doit atteindre sa cible en concentration suffisante pour étre efficace.
C’est pourquoi la prédiction des propriétés ADMET joue un role crucial dans le processus de
la conception des médicaments (Hazan, 2008).

ADME est une abréviation pour « Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion »,
elle décrit la disposition d'un composé pharmaceutique au sein d'un organisme (Walters,
2002). Alors que le « T » représente la toxicité potentielle de ce composé.

Dans ce travail, nous avons calculé et simulé les propriétés physico-chimiques et
pharmacocinétiques des composés issus de la substitution en utilisant le serveur SwissADME,

alors que la toxicité potentielle a été prédite en utilisent le serveur Protox-II.

» Propriétés physico-chimiques :

Reégle de Lipinski : (regle des 5) :

Christopher A. Lipinski a défini un ensemble de criteres permettant de déterminer si un
composé chimique posséde des proprietés physico-chimiques qui en feraient de lui un
médicament oralement actif chez I'hnomme. Il observe que les molécules ayant le plus de

chances d’étre absorbées par voie orale doivent satisfaire au moins trois des caractéristiques
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suivantes (Cheng, 2002) :

1. Le poids moléculaire doit étre inférieur a 500 Dalton.

2. Le coefficient de partage octanol-eau (LogP) doit étre inférieur a 5.

3. Le nombre d’accepteurs de liaison hydrogene doit étre inférieur ou égal a 10.
4. Le nombre de donneurs de liaison hydrogéne doit étre inférieur ou egal a 5.
5

Le nombre de liaisons flexibles doit étre inférieur a 15.

Régle de Veber :

Avec un objectif similaire, Veber et al. étendent la régle de Lipinski en ajoutant deux
contraintes sur la surface polaire (TPSA) qui doit étre inférieure a 140 A2, et le nombre de

liaisons de rotation qui doit étre inférieur ou égal a 10 (Savjani, 2012).

Solubilité dans | ’eau :

La solubilité, le phénomeéne de dissolution du soluté dans un solvant pour donner un
systeme homogeéne, est I'un des parameétres les plus importants pour atteindre la concentration
souhaitée d’un médicament dans la circulation systémique pour avoir la réponse
pharmacologique anticipée (Daina, 2017). La possession d'une molécule soluble facilite
grandement de nombreuses activités de développement de médicaments, surtout pour les

projets de découverte ciblant I'administration orale (pharmacomedicale.org. , 2020).
» Propriétés pharmacocinétiques :

Absorption gastro-intestinal (GI) :

La voie d’administration orale impose au médicament un passage a travers de la barriere
digestive. Ce passage peut se faire par simple diffusion passive ou fait intervenir des
phénomeénes plus complexes avec la mise en jeu d’un systeéme de transporteurs favorisant ou

au contraire limitant I’absorption (Bodor, 1999).

BBB perméabilité :

La capacité de nos meilleurs inhibiteurs a traverser la barriere hémato-encéphalique a
été simulé a 1’aide su serveur SWisSADME. Ce critére est important tant pour les médicaments
psychotropes, qui doivent exercer leur action dans le systeme nerveux central, que pour les
médicaments destinés aux organes peériphériques, et qui ne doivent surtout pas y pénétrer.
(Bodor, 1999).
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Inhibition des cytochromes P450 :

Les cytochromes P450 (CYP) sont des enzymes hépatiques intervenant dans le
métabolisme des substrats endogénes ou exogénes, notamment médicamenteux. Les
principaux CYP impliquées dans le métabolisme des médicaments sont : CYP1A2, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4.Toutefois, en fonction de leur degré d'affinité pour ces
enzymes, certains médicaments peuvent inhiber le métabolisme. C’est pourquoi Il vaut mieux

choisir ceux qui ne sont pas inhibiteurs des cytochromes P450 (ansm.sante.fr ,2020).
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Matériels et Méthodes

I.1. Produits chimiques et réactifs :
I.1.1. Alpha Amylase :

Une solution d’alpha amylase (commercialisé sous le nom de Megamylase avec une
activité spécifique de 3000 (U. CEIP/cp) avec une concentration de 4mg/ml a été préparee
dans une solution tampon phosphate saline pH =6.5.

1.1.2. Substrat :

Le substrat utilisé est 1’amidon soluble. La solution d’amidon est préparée dans la
solution tampon phosphate saline (0.02 M, pH = 6.5) a une concentration de 1% afin de
réaliser les tests sur I’alpha amylase.

1.1.3. Réactif chromogéne 3,5-dinitrosalicylique (DNSA) :

Dans un erlenmeyer, 1 g de DNSA est dispersé dans 40 ml d’eau distillée. La solution
obtenue est de couleur jaune opaque. En parallele, nous avons préparé une solution de NaOH
(2N) dans 20 ml d’eau distillée dans laquelle nous avons dissous 30 g de tartrate double de
sodium et de potassium sous agitation. Une fois les deux solutions sont mélangées, le réactif
devient limpide avec une couleur orange. Le volume final est ajusté a 100 ml avec de 1’eau
distillée. Le réactif obtenu est conservé a I’abri de la lumiére et a +4°C (Kez Amel.,2018).
1.1.4. Acarbose :

L’acarbose « commercialisé sous le nom de Acorbay 50mg » est un pseudo-tétra-
saccharide d’origine microbienne. Il est utilisé dans cette expérience comme controle positif
« molécule de référence » a une concentration 20mM, afin de comparer son activité vis-a-vis
de I’alpha amylase par rapport a celle des dérivés étudiés.

1.1.5. Tampon phosphate (0.02 M, pH =6.5) :
On prépare la solution tampon a partir :

e Solution « A » dibasique (KH,PO, ; M =119.98 g/ mol )
« Solution « B » monobasique (K,HPO, ; M =141.96 g/ mol )

e KCL pour avoir une concentration de 0.02 M et un pH = 6.5.

1.1.6. Dérivés ferrocéniques étudiés :

La synthése des trois dérivés ferrocéniques étudiés dans ce travail a été réalisé au
niveau de laboratoire de « VTRS » en deux étapes, la premiére etape est la préparation du sel
quaternaire iodure ferrocénylméthyltriméthyl-ammonium (2) par la réaction entre le réactif de

Mannich et le ferrocene (1) dans un mélange d’acide acétique glacial et I’acide phosphorique
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selon la méthode de d’Osgerby et Pauson (J. M. Osgerby et al 1958), comme le montre le
(Figure V- 1):

— = %
1. [(CH3N)2|CH, Fe / \

Fe

2. H,PO,
LN 3. CH,l @

1) (2)

Figure V- 1: Aminométhylation de ferrocéne.

Ensuite les trois dérivés : N-ferrocenylmethyl-2-aminoacetophenone (3), N-ferrocenyl-
methyl-3-aminoacetophenone (4) et N-ferrocenylmethyl-4-aminoacetophenone (5) sont
préparé en traitant le sel quaternaire (2) avec un exces de I’aminoacetophenone dans 1’eau

distillée bouillant (E. Lanez, 2016), comme le montre le schéma suivant :

Figure V- 2: Synthese de la N-ferrocenylmethyl-aminoacetophenone.

1.2. Evaluation in vitro de I'activité anti-diabétique :
1.2.1. Mode opératoire :

Ce test a éte realise en utilisant une procédure modifiée de McCue et Shetty (P. P.
McCueet al.,2004). Trois solutions de tampon phosphate saline 0.02 M (pH = 6.5)

contiennent des différentes concentrations des dérivés ferrocéniques étudiés (0.3 mg/ml a 10
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mg/ml), ensuite 250 pL d’une solution d'a-amylase (4 mg/ml) était ajoutée. Cette solution a
été pré incubée a 25 °C pendant 10 min, aprés 250 uL de solution d'amidon a 1% dissoute
dans 0.02 M du tampon de phosphate saline (pH = 7) a été ajouté a intervalles réguliers et puis
incubé a 25 °C pendant 30 min. La réaction a été terminé par I'ajout de 500 uL du réactif
acide dinitrosalicylique (DNSA).

Les tubes ont ensuite été incubés dans de I'eau bouillante pendant 5 minutes et refroidis
a température ambiante. Le mélange réactionnel a été dilué avec 5 ml d'eau distillée.

La solution de I’acarbose a été utilisé comme contrdle positif pour tous les tests de cette
étude et préparé de la méme maniére citée pour les dérivés ferrocéniques.

Chaque mesure a été répété 3 fois pour qu’on peut présenter les résultats par la moyenne
des résultats + I’écart type .

1.2.2. Mesure voltammeétriques :
++ Appareillage :

L’appareil utilis¢é pour réaliser les mesures voltammétriques est un
Potentiostat/Galvanostat Model PGZ301 (Radiometer Analytical SAS) relié a une cellule
électrochimique a trois électrodes:

e Une électrode en carbone vitreux. Diamétre 5.2 mm?,
e Une électrode de référence Hg/Hg2Cl./KClI saturée.
e Une électrode auxiliaire en platine. Diamétre 3 mm.
Le tout est piloté par un micro-ordinateur Pentium IV (CPU 4.0 GHz et RAM 2 Go) doté
d’un logiciel VoltaMaster4, version 7.08.
¢ Procédure :

La réaction entre les dérivés ferrocéniques étudiés et 1I’a-amylase se fait dans la cellule
électrochimique. Le milieu réactionnel est une solution tampon saline constitué d’un mélange
de phosphate mono- et bi-potassique (KH2PO4+K>HPO4) et Kcl a un pH égal a 6.5.

Avant chaque mesure on effectue un polissage de 1’électrode de travail en utilisant le
papier abrasif p4000. Apres polissage, on lave 1’électrode avec de 1'eau distillé et on la seche a
I’air. La surface de 1'électrode présente ainsi 1’aspect d’un miroir. Ensuit on équipe la cellule
électrochimique avec I’électrode de référence et 1’¢lectrode auxiliaire, et aussi 1’¢électrode de
travail. On remplit la cellule avec 10 ml de la solution a tester, en suite on fait un barbotage
d’azote pendant 10 & 15 minutes pour chasser I’oxygéne de la cellule.

On impose un potentiel variable a une vitesse de balayage fixe et a une température (25

+ 2°C), les voltammogrammes obtenu est exploité pour accéder aux parametres d’interaction
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entre le dérivé ferrocénique étudié et 1I’a-amylase.
1.2.3. Mesure spectroscopique :
% Appareillage :

Les mesures UV-Vis ont été effectuées en utilisant un spectrometre UV-Vis (Shimadzu
1800) et une cellule de quartz ayant une capacité volumétrique de 3 ml. L'acquisition des
données a eté accompli avec un micro-ordinateur Pentium IV (CPU 4.0 GHz et RAM 2 Go)
doté d’un logiciel UV probe version 2.34 (Shimadzu). Les données sont traitées en utilisant le
logiciel OriginLab 2.0.

¢ Procédure :

La densité optique des échantillant préparés a été déterminée a une longueur d’onde de
540nm. Le pourcentage d’inhibition de la a-amylase était calculé par la relation suivante (P.
P. McCueet al.,2004) :

% Inhibition = (1—3}400

Avec :

A = La valeur de la densité optique en absence de 1’inhibiteur.
B = La valeur de la densité optique en présence de I’inhibiteur.
1.3. Evaluation in silico de I'activité anti-diabétique :

1.3.1. Méthodes d’évaluation des propriétés ADMET :

Les propriéteés d'absorption, de distribution, de métabolisme, d'excrétion et de toxicité
(ADMET) des médicaments candidats ou des dérives ferrocéniques a pour but d’évaluer
I'activité antidiabétique, pour cela nous avons d'abords déterminer les parameétres
physicochimiques et pharmacocinetiques des dérivés ferrocéniques etudiés par I'outil

SwissADME disponible a (http://www.swissadme.ch), pour ce fait les structures Canoniques

SMILES de chacune de ces molécules a été copiée a partir du logiciel open Babel et introduite

dans le serveur de prédiction (Tableau V.1).
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Tableau V.1 : Les formes SMILES et les identifiants des molécules testées.

Composes Structure SMILES
Fc4A [Fe][C@]1([CH]C=C[CH]1)CNclccc(ccl)C(=0)C.[CH]1C=CC=C1
Fc3A [Fe][C@]1([CH]C=C[CH]1)CNC1=C[C](C=C[CH]1)C(=0)C.[CH]1C=CC=C1
Fc2A [Fe][C@]1([CH]C=C[CH]1)CNC1=C[CH]C=C[C]1C(=0)C.[CH]1C=CC=C1

Acarbose = C1(=C[C@@H]([C@H]([C@@H]([C@H]10)0)O)N[C@H]1[C@@H]([C@H]([C
@H](O[C@H]2[C@@H]([C@@H]([C@H](O[C@H]3[C@@H]([C@H]([C@H](0)
O[C@@H]3C0)0)0)0[C@@H]2C0O)0)0)O[C@@H]1C)0)0)CO

La toxicité de ces dérivés a été ensuite étudier a l'aide d'un serveur en ligne (ProTox-
1116) qui donne les valeurs de la toxicité, de la cytotoxicité, de la mutagénicité, de la
cancerogenicité et de I'immunotoxicité prévues. La Prédiction des propriétés de la toxicité des
dérives  étudiés a été fait par le serveur en ligne admetSAR
(http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar2). Et Protox2 : (https://bioinformatics.charite.de/protoxIl).

1.3.2. Amarrage moléculaire :

% Outils utilisés :

Afin de pouvoir réaliser I’amarrage moléculaire avec le logiciel AutoDock 4.2,

1I’ensemble d'outils suivant est nécessaire :

e AutoGrid.

e AutoDockTools.

e Python 2.7.

e Les structures optimisées des ligands.

e Le fichier d’a-amylase téléchargeable depuis le site de base de données de protéine

(www.pdb.com).

La structure chimique de Fc2A, Fc3A et FC4A a été optimisée par le progiciel Gaussian
09 (M, Frisch et al 2009), en utilisant le niveau de théorie B3LYP (A, Becke et al 1993),
avec une bases 6-311"*G(d,p). Les géométries des complexes ont été entiérement optimisées
en utilisant la théorie de la fonctionnelle de la densité, sans imposer de contraintes de
symétrie.

Les experiences d'amarrage moléculaire des ligands FCA et 1’acarbose ont été réalisées
sur une structure cristalline tridimensionnelle d'a-amylase pancréatique (PDB ID : 10SE)
avec une langueur de séquence égal a 496 acide aminé (Figure V-1), extrait de la Protein

Data Bank (http://www.pdb.org (Berman et al., 2000).
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Tableau V.2 : Informations sur les récepteurs cibles choisies pour les études d'amarrage.

Alpha-amylase pancréatique

PDB ID 10SE
Résolution (A) 2.30
Valeur R libre 0.222

Valeur R 0.176

Mutation (s) No

Chaines A

Organisme (s) Sus scrofa

 Procédure :

La procédure d’amarrage est constituée de deux étapes principales suivantes :

e Génération de carte d'interactions de la structure d’oa-amylase (récepteur) en

utilisant I’outil AutoGrid.

e Amarrage du ligand au récepteur avec AutoDock.

Nous utiliserons l'interface graphique AutoDockTools (ADT) afin d’effectuer 1’amarrage
et visualiser les résultats. Les étapes sont décrites ci-dessous :

e Préparation des fichiers de coordination en utilisant AutoDockTools.

e Calcul d'affinités des atomes avec AutoGrid.

e Amarrage de ligands avec AutoDock.

e Analyse des résultats avec AutoDockTools.

La (Figure V- 2), présente les étapes a suivre pour la procédure d’amarrage.

Toutes les études d'amarrage ont éte réalisées sur un micro-ordinateur Pentium 3.30
GHz et RAM 4.00 Go de mémoire avec systeme d'exploitation Windows 7.

Pour les calculs d'amarrage, le programme AutoDock 4.2 basé sur l'algorithme
génétique lamarckien (LGA) a eté utilisé. Des simulations d'amarrage ont été effectuées en
utilisant les parametres par défaut tandis que le nombre d'exécutions a éte fixé a 15 avec 150
individus et 2500 000 évaluations énergétiques.

La recherche a été effectuée dans une grille de 41 et 51 points par dimension avec des

points séparés par 1.000 A. Les centres et les tailles de la grille ont été définis pour chaque
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ligand comme indiqué dans le (Tableau V. 2), et une taille d’étape de 0.375 centrée sur le site
actif e protéine. La meilleure conformation a été sélectionnée avec I'énergie d'amarrage la plus
faible.

A la fin des exécutions d'amarrage, diverses énergies de liaison des ligands ont été
obtenues avec leurs conformations respectives ; la meilleure pose amarrée énergétiqguement
favorable a été utilisée dans l'analyse d'amarrage a l'aide du serveur Protein-Ligand
Interaction Profiler (PLIP) (S, Salentin et al 2015).

Fichier de ligand Fichier d"ADN
en format pdh en format pdb

[ AntoDock Tools

ADT

Fichier de ligand Fichier ' ADN
en format pdbqt en format pdhbat

Fickier Grid [ ““"A’“]‘;‘TM Fichier Dock
en format gpf en format dpf

L
K i

¥
Fichier docking
En format dlg
L

Figure V- 3: Différentes étapes d’amarrage.
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Tableau V.3: Parameétres d'amarrage sélectionnés pour I’a-amylase.
Centre de la grille Taille de la grille (A)
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Résultats et Discussion

I1.1. Résultats et interprétation
11.1.1. Prédiction des propriétés ADMET :

Il est estimé que pres de 90% des candidats-médicaments échouent en raison d'une
efficacité inacceptable ou en raison de leur toxicité. Il est donc devenu évident que les études
ADMET jouent un réle crucial dans le succés d'un candidat-médicament. C’est pourquoi,
nous avons jugé utile de prédire les propriétés ADMET des trois dérivés étudies.

Les résultats obtenus ont été comparé a ceux d’une molécule de référence en
I’occurrence 1’acarbose, un médicament inhibiteur de 1’enzyme alpha-amylase et utilisé pour
le traitement du diabéte de type 1.
11.1.1.1. Propriétés physico-chimiques :

Nous avons prédit les paramétres physicochimiques des inhibiteurs de 1’a-amylase
étudiés en utilisant le serveur online SwissADME, les valeurs des propriétés observées sont
montrées dans le tableau qui suivent.

Tableau VI.1: Propriétés physicochimiques des composés étudiés et du I’acarbose.

Propriétés Acarbose Fc4A Fc3A Fc2A \
Formule C2sH43NO1s C19H19FENO Ci9H19FENO Ci9H19FeNO
Poids moléculaire 645.6 333.21 333.21 333.21
(g/mol)

Nom.atomes 44 22 22 22
lourds

Fraction Csp3 0.92 0.32 0.42 0.42
Nom.L.iaison 9 4 4 4
Flexibles

Nom.Accepteurs 19 1 1 1

de liaison H

Nom. Donneurs 14 1 1 1

de liaison H

Log P -6.12 2.82 2.43 2.54
Log S Soluble Soluble Soluble Soluble
Réfractivité 136.69 86.25 86.06 86.06
molaire

TPSA (A2 321.17 29.10 29.10 29.10

Les dix composés ont des poids moléculaires < 500 g/mol. D’autre part, nous
n’observons que les valeurs de lipophilie (LogP) de tous nos composés inférieurs a 5, ils ont
donc montré de tres bons résultats et peuvent étre facilement absorbés par le corps. Cependant

tous les composés ont un nombre de donneurs de liaisons hydrogéne < 5, un nombre
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d'accepteurs de liaisons hydrogeéne : < 10. Nous pouvons donc dire que la régle des cinq
Lipinski a été vérifiée.

Ainsi, les résultats de ce tableau montrent que les trois molécules étudiées s’inscrivent
parfaitement dans la marge de ces critéres.
11.1.1.2. Propriétés pharmacocinétiques :

Un bon candidat médicament doit étre rapidement et complétement absorbé par voie
gastrointestinale, distribué spécifiguement vers son site d'action dans le corps, metabolisé
d'une maniére a ne pas altérer les fonctions de 1’organisme, et éliminé de maniére appropriée
sans causer des dommages. Nous avons prédit les paramétres pharmacocinétiques afin
d’affirmer notre sélection et d’aller vers le composé ayant le plus de chance d’étre un candidat
médicament. Les résultats de 1’évaluation des propriétés pharmacocinétiques des dérivés
ferrocéniques étudies a I’aide du serveur SwissADME sont présentés dans le (Tableau V1.2).

Tableau V1.2: Propriétés pharmacocinétiques des composés étudiés et du I’acarbose.

Propriétés Acarbose Fc4A Fc3A Fc2A
GI Absorption Faible Elevée  Elevée  Elevée
BBB perméabilité No Yes Yes Yes

CYP1A2 inhibition  Négative = Négative Négative Négative
CYP2C19 inhibition = Négative | Négative Négative Positive
CYP2C9 inhibition  Négative  Négative Négative Positive
CYP2D6 inhibition | Négative | Négative Négative Négative
CYP3A4 inhibition  Négative  Positive  Négative Négative

L’analyse des molécules par le paramétre de barriere hémato-encéphalique (BBB) qui
protege le systeme nerveux central, montre que toutes les composées ont été prédits comme
perméables a la membrane hémato-encéphalique, ce qui présent un bon résultat pour les
médicaments destinés a agir au niveau du systeme nerveux central.

Les résultats montrent également et contrairement au médicament de référence que le
composé Fc4A posséde un effet inhibiteur du CYP2C19. De méme, Fc2A a un effet inhibiteur
sur les deux Cytochrome CYP2C19 et CYP2C9. Cependant, nous n’avons remarqué aucune
inhibition ou modification sur les différents isoformes de Cytochrome P450 pour le FC3A.

L’inhibition de ces enzymes est une source importante d'interactions médicamenteuses

indésirables étant donné que les changements dans I’activité enzymatique CYP peuvent
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affecter le métabolisme des médicaments.
11.1.1.3. Prédiction de la toxicite:

Les résultats de la prédiction de la toxicité des dérivés ferrocéniques et de I’acarbose
établie a partir du serveur online Pro-Tox-I1 sont présentées dans le tableau suivant :

Tableau V1.3: Prédiction de la toxicité des composés étudiés et de 1’acarbose.

Toxicités Acarbose | Fc4A | Fc3A | Fc2A

Hépatotoxicité - Inactif | Inactif | Inactif

Canceérogeénicité | Inactif | Inactif | Inactif | Inactif

Immunotoxicité - Inactif | Inactif | Inactif

Mutageénicité Inactif | Inactif | Inactif | Inactif

Cytotoxicité Inactif | Inactif | Inactif | Inactif

11.1.2. Etude de Pinhibition de ’a-amylase par voltamétrie cyclique :

L’étude du comportement cathodique de la dissociation de I’amidon par 1I’a-amylase
(Figure VI-1), en absence et en présence des concentrations croissante des dérivés
ferrocénique N-ferrocénylméthyl-4-acétylaniline, N-ferrocénylméthyl-3-acétylaniline et N-
ferrocénylméthyl-2-acétylaniline a été utilisé pour déterminer ’activité antidiabétique et
I’énergie libre de liaison de I’a-amylase avec les dérivés ferrocénique étudier. Cette étude du
comportement électrochimique a été réaliser par la technique de la voltamétrie cyclique dans
une solution tampon phosphate 0.1 M a pH = 7, la fenétre du potentiel était de 1.6 a -0.2 Volt
dans la direction de balayage négatif avec une vitesse de balayage égal a 0.1 V/s. Les

voltammogrammes cycliques étaient initialement début a 1.6 V et inversé a -0.2 V.

Ip (wAcm?)

T T T T T T T T T T
-02 00 02 04 06 08 1.0 12 14 16
EMN)

Figure VI- 1 Voltammogramme cyclique de I’amidon 2% en présence de 1’a-amylase

enregistré sur une électrode de carbone vitreux dans une solution tampon phosphate 10X M
(KH2P04 / KZHPO“)é pH =7, avec une vitesse de balayage de potentiel égale a 0.1 V/s.

Les voltammogrammes cycliques a pH = 7 en absence du dérivés ferrocénique sont
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caractérisé, dans le domaine de potentiel étudier, par un couple redox stable. Le pic du
potentiel cathodique a été apparu a 0.302 V, dans le balayage retour le pic de potentiel
anodique a été observé a 0.485 V.

En présence des différentes concentrations du deérivés ferrocénique (Figure VI-2), la
densité de courant des pics cathodique subite a une diminution successive (Tableau V1.4). En

outre le systéeme redox de I’amidon gardé sa réversibiliteé.

—— 7.8 pg/ml
—— 15.6 pg/ml

——31.25 pg/mi
—— 62.5 pg/ml

F2 —— 125 pg/ml
—— 250 pg/ml
—— 500 pg/ml

—— 7.8 pg/ml
—— 15.6 pg/ml

——31.25 pg/ml
——62.5 pg/ml

—— 125 pg/mi
—— 250 pg/mi
—— 500 pg/mi

I3
Ip (pA.cm?)
Ip (uA.cm?)

T y y T y y T T T T T T T T T T T T
02 00 02 04 06 08 10 12 14 16 -02 00 02 04 06 08 10 12 14 16
E (V) E\V)

—— 7.8 pg/ml
—— 15.6 pg/ml

——31.25 pg/mi
——62.5 pg/ml

—— 125 pg/ml
—— 250 pg/ml
—— 500 pg/ml

—— 660 pg/ml

Ip (sAcm™)
T
o

Ip (WA.cm?)

T y y T y y T T T T y y T T y T T T
-02 00 02 04 06 08 10 12 14 16 -02 00 02 04 06 08 10 12 14 16
E V) EM\V)

Figure VI- 2: Voltammogramme cyclique d’une solution d’a-amylase en présence de
différentes concentrations de : Fc2A(a), Fc3A(b), Fc4A(c) et Acarbose(d) enregistré sur une
électrode de carbone vitreux dans une solution tampon phosphate 10 M

(KH2P04 / KZHPO“)é pH =7, avec une vitesse de balayage de potentiel egale a 0.1 V/s.

Les voltammogrammes cycliques de la (Figure VI1-2), révelent que quel que soit la
portion de I’inhibiteurs ajouté, il y a toujours une diminution de la densité du courant des pics
cathodiques. La diminution de la densité du courant cathodiques est plus remarquable pour les
dérivés Fc4A, Fc2A et I’acarbose que celle du Fc3A.

Les parameétres électrochimiques calculés a partir des voltammogrammes cycliques de
la (Figure VI-2), sont regroupés dans le (Tableau V1.4) suivant.

En comparant les valeurs des densités de courant cathodiques lpc, on remarque que
lorsque la concentration du composés étudiées augmente I augmenté aussi en valeurs absolu.
Cette augmentation des densités de courant peut étre attribuée a I’augmentation du coefficient
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de diffusion de I’amidon comme I’indique 1’équation suivante (E. LANEZ, 2016) :

3
ip, =2.69x10°n2ACD

1

2y

1
2

Tableau V1.4: Paramétres electrochimiques calculés a partir des voltammogrammes

cycliques de la Figure VI-2.

Composés [Concentration]

(Hg/ml)

Fc4A

Fc3A

Fc2A

Acarbose

7.8
15.6
31.25
62.5
125
250
500

7.8
15.6
31.25
62.5
125
250
500

7.8
15.6
31.25
62.5
125
250
500

7.8
15.6
31.25
62.5

125
250
500
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0.318
0.308
0.308
0.308
0.302
0.302
0.297

0.308
0.302
0.297
0.292
0.292
0.292
0.286

0.284
0.279
0.284
0.278
0.284
0.284
0.257

0.291
0.291
0.296
0.296

0.296
0.296
0.285

1.936
2.05
2.182
2.313
2477
2.805
2.985

1.872
1.951
2.03
2.09
2.151
2.32
2.509

1.928
2.131
2.289
2.379
2.469
2.649
2.853

1.884
2.02
2.11

2.223

2.268
2.336
2.606
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11.1.2.1. Détermination de I’efficacité inhibitrice de I’activité de I’a-amylase (IC50) :
Le pourcentage d’inhibition a été calculé d’apres la diminution en valeurs des densités

de courant représenté dans le Tableau 3.4 en utilisons la formule suivante : (S. Youmbai,
2021).

% Inhibition = (1-2}100

Avec : A = La valeur de la densité de courant en absence de I’inhibiteur.
B = La valeur de la densité de courant en présence de ’inhibiteur.
Le tracé du pourcentage d‘inhibition en fonction de la concentration d’inhibiteur est

présenté dans la (Figure VI - 3).
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Figure VI- 3: Courbes exponentiels des pourcentages d’inhibition obtenu a partir des
données électrochimiques en fonction des concentrations des composes étudiées.

D’apres la (Figure V1-3), nous pouvons constater une fonction exponentielle entre le
pourcentage d’inhibition de I’enzyme et la concentration utilisé des dérivés ferrocénique
étudiées. Cette inhibition dépasse les 50% pour 0.5 mg/ml. Les valeurs obtenues de la

concentration inhibitrice 50 de I'interaction des composés étudiées avec de I’alpha amylase
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sont regroupés dans le tableau ci-dessous.
Tableau V1.5 : valeurs de la ICso des composés étudiés et de I’acarbose obtenu a partir de

la voltammeétrie cyclique.

Composeés I1Cs0 (mg/ml)

Fc4A 0.104 + 0.001
Fc3A 0.416 £ 0.02

Fc2A 0.113 £ 0.003
Acarbose 0.343 £ 0.076

Les ICso ont été realisées par répétition 3 fois (n = 3) et les résultats sont exprimés en
moyenne + écart type.

Le dérivé qui présente 1’inhibition la plus forte est le Fc4A une valeur de ICso de 0.104
+ 0.001 mg/ml, suivi par FC2A qui exerce une inhibition avec une ICso de 0.113 + 0.003
mg/ml et a la fin le Fc3A avec une 1Cso de 0.416 £ 0.02 mg/ml.

Par rapport a la ICso de 1’acarbose qui est de 0.343 + 0.076 mg/ml, les deux dérivés
Fc4A et Fc2A présentent un effet inhibiteur plu forte sur ’activité de I’a-amylase.
11.1.2.2. Détermination de la constante et I’énergie libre de ’interaction avec I’a-
amylase :

La décroissance de la courante de pic cathodique par 1’addition des diverses
concentrations des dérivés ferrocéniques a été utilisé pour quantifier la constante de liaison en
utilisant 1’équation suivante (E. LANEZ, 2016) :

1
C

[
log—— =log K + log—=>
[F ] I =l

[Fc] . L . ,

: est la concentration du dérivés ferrocéniques ou de 1’acarbose.
K : est la constante de liaison.
i [ . : .
PO et P : sont les densités de courante cathodique en absence et en présence du

ferrocene.

log }[/Fc] '09% —i
Le tracé de en fonction de po 'p donne une ligne droite (Figure V1.4)

avec une interception en « y » égale au logarithme de la constante de liaison Kp.
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Figure VI- 4: Tracés de en fonction de o "p utilisés pour calculer les
constantes de liaison des dérivés ferrocénique étudiés avec 1’a-amylase.

L’énergie libre de liaison est calculée a partir de 1’équation suivante :

AG=-RTInK,

Ou R : La constante des gaz parfait, T : La température en Kelvin.
Les valeurs obtenues des constantes de liaisons et des énergies libres de liaison des

adduits étudiés sont regroupées dans le (Tableau V1.6).
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Tableau V1.6:Valeurs des K et AG des composés étudiés obtenues par des données de la

voltammeétrie cyclique.

Composés -AG (KJ.mol
Y

FcdA 1.94 x 103 16.69 £ 1.246

Fc3A 1.12 x 102 11.41+£0.27

Fc2A 5.14 x 102 15.49 + 0.021

Acarbose 2.23 x 102 13.53 +0.154

Les résultats obtenus a partir de la voltammétrie cyclique tabulés dans le (Tableau
V1.4), révelent que les constantes de liaison a pH = 7 pour les trois dérivés et 1’acarbose
varient dans I’ordre : Krcaa > Kreoa > Acarbose > Kreza. La plus grande affinité du dérivé
Fc4A justifie sa candidature comme un médicament anti-diabéte efficace.

11.1.3. Etude de inhibition de ’a-amylase par spectroscopie électronique :

En spectroscopie électronique, si un composé interagit avec I'alpha-amylase
l'absorbance et la longueur d'onde de ce composé subit une variation suite a 1’addition de
I'alpha-amylase la variation d’absorbance peut étre utilisé pour la détermination de la
concentration inhibitrice 50 et des parameétres de liaison.

Dans ce qui suit les résultats de mesure des parametres de liaison et de IC50 des dérivés
ferrocénique étudiés obtenu par la voltammétrie cycliqgue on était déterminé par la
spectroscopie électronique.

Ces deux parametres ont ét¢ déterminés par 1'étude de la variation de 1’absorbance de
I’a-amylase en absence et en présence des concentrations croissante des dérivés ferrocenique.
Cette etude du comportement spectroscopique a été réalisé par la technique de la
spectroscopie UV-Visible dans une solution tampon de phosphate 0.1 M mesurer a 580 nm.
Le (Tableau VI.5), ci-dessous présent la variation de 1’absorbance de la réaction de
dissociation de I’amidon par I’a-amylase en fonction de la concentration des dérivés
ferrocénique ajouté. Les valeurs de lI'absorbance représenté dans le (Tableau V1.7), révelent
gue quel que soit la portion de ferrocéne ajouter il y a toujours une diminution de I'absorbance
moléculaire. La diminution d’absorbance est plus remarquable pour les dérivés FC4A et FC2A

que celle du dériveé Fc3A.
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Tableau V1.7: Valeurs de I’absorbance des dérivés ferrocéniques étudiés et de 1’acarbose

obtenus a partir des données spectroscopique UV-Vis.

[Concentration] (mg/ml) Absorbance

Fc4A Fc3A  Fc2A  Acarbose Fc4A Fc3A  Fc2A  Acarbose
0 0 0.113 0.142 0.111 0.135
0.004 0.025 0.173 0.163 0.153 0.234
0.008 0.05 0.187 0.166 @ 0.167 @ 0.279
0.017 0.1 0.197 0.169 0.177 0.291
0.031 0.2 0.205 | 0.176 @ 0.185  0.306
0.063 0.4 022 0191 0.2 0.317
0.125 0.8 0.234 0.25 0.215 0.335
0.25 1.6 0.235 0.269 0.219 0.709
0.5 3.2 0.241 | 0.279 0.227 0.786
1 6.5 0.246 0292 0.234 1997
2 12.9 0.294 | 0.307 0.285 @ -

En se basent sur 1’augmentation d’absorbance de I’amidon suit a l’addition des
différentes concentrations du derivé ferrocénique et de 1’acarbose (Tableau V1.5), et afin de
valider ’ensemble de résultats obtenues par la voltammeétrie cyclique, les paramétre de liaison
et ’IC50 de I’interaction entre ces dérivés et I’a-amylase a été calculé a partir des données
spectroscopiques.
11.1.3.1. Détermination de I’efficacité inhibitrice de I’activité de I’a-amylase (I1C50) :

D’aprés les résultats de 1’absorbance il est possible de calculer le pourcentage

d’inhibition par la formule :
9% Inhibition = (1— gj <100

Avec :
A = La valeur de la densité de courant en absence de I’inhibiteur.
B = La valeur de la densité de courant en présence de I’inhibiteur.
Le tracé du pourcentage d‘inhibition en fonction de la concentration d’inhibiteur est

présenté dans la Figure ci-dessous.
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Figure VI- 5 : Courbes exponentiels des pourcentages d’inhibition obtenu a partir des
données spectroscopiques en fonction des concentrations des composeés étudiées.

D’aprés la (Figure VI-5), nous pouvons constater une fonction exponentielle entre le

pourcentage d’inhibition de I’enzyme et la concentration utilis¢ des dérivés ferrocénique

étudiées. Cette inhibition dépasse les 50% pour 1 mg/ml pour tous les dérivés ferrocénique et

le 90% pour 12mg/ml pour 1’acarbose. Les valeurs obtenues de la concentration inhibitrice 50

de l'interaction des composés étudiées avec de 1’alpha amylase sont regroupés dans le tableau

ci-dessous.

Tableau V1.8 : valeurs de la ICso des composes étudies et de 1’acarbose obtenu a partir
d’UV-Visible.

Composés ICso (mg/ml) ‘
FcdA 0.044 + 0.0098
Fc3A 0.287 £ 0.0618
Fc2A 0.135 + 0.0286
Acarbose 0.191 + 0.0278
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Les ICso ont été reéalisées par répétition 3 fois (n = 3) et les résultats sont exprimés en
moyenne + écart type.
11.1.3.2. Détermination de la constante et I’énergie libre de I’interaction avec I’a-
amylase :

L’énergie libre de liaison AG de I’alpha amylase avec les dérivés ferrocénique et
I’acarbose a été déterminé par 1’étude du comportement spectroscopique en absence et en
présence d’une concentration croissante des ferrocene.

D’aprés les résultats de 1’absorbance il est possible de calculer 1’énergie libre de liaison
AG par la formule :

A _ N " &o 1
Pp—A e—gy e—g9 K[Fc]

Avec :
Ag : est I’absorbance du composé libre.

A : est I’absorbance de 1’adduit.

%0 et € : sont respectivement leurs coefficients d’extinction molaire.

La constante de liaison a €té évaluée a partir du tracé de %b_A en fonction de

}[/FC] (Figure VI- 6). Le rapport pente/intersection peut nous permettre de calculer la
constante de liaison.
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Figure VI- 6 : Tracés de }[/ ]en fonction de A Autl|lS€S pour calculer les constantes
de liaison des dériveés ferrocénique étudiés avec 1’a-amylase.

Les valeurs obtenues de la constante de liaison et 1’énergie libre de liaison de

l'interaction des dérivés ferrocénique et 1’acarbose avec de 1’alpha amylase sont regroupés

dans le tableau suivant :

Tableau V1.9 :Valeurs des K et AG des composés étudiés obtenues par des données

spectroscopiques.
Composés K (M)
Fc4A 5.56 x 10*
Fc3A 2.61 x 10°
Fc2A 7.13 x 10*
Acarbose 1.53 x 10*
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11.1.4. Etude de Pinhibition de ’a-amylase par amarrage moléculaire :

L’¢étude de 1'amarrage moléculaire des complexes synthétisés FcA ont été ancrés dans la
protéine de I’alpha amylase pancréatique humain afin de prédire le mode de liaison possible
des complexes avec la protéine et de mieux visualiser les interactions. Les études de
simulation moléculaire prédisent également le site de liaison sélectionné ainsi que la meilleure
configuration des ligands étudiés a l'intérieur de proteine.
11.1.4.1. Optimisation structurelle :

Les structures de conformation 3D entiérement optimisées de Fc2A, FC3A et Fc4A sont
présentées a la (Figure VI-7).

Figure VI- 7: Représentation ORTEP de Fc2A (a), Fc3A (b) et Fc4A (c).

Les ellipsoides de déplacement sont dessinés au niveau de probabilite de 30 % et les
atomes H sont représentés sous forme de petites sphéres de rayons arbitraires. Les codes de
couleur sont : le carbone gris, I'nydrogene blanc, I'azote bleu, I'oxygéne rouge et le fer vert.
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La structure tridimensionnelle de 1’acarbose (Numéro d'accés DrugBank : DB00284)
provienne du Bank du médicament (https://go.drugbank.com/) est présenté dans la (Figure
VI1-8) (Clissold SP et al, 1988).

Figure VI- 8: Structure tridimensionnelle de 1’acarbose téléchargé depuis la Bank du
médicament avec le Numéro d'acces DrugBank : DB00284.

Les études d'amarrage moléculaire des ligands Fc2A, Fc3A et Fc4A ainsi que ’acarbose
ont été réalisées sur une structure cristalline tridimensionnelle (Figure VI-9), d'a-amylase
pancréatique (PDB ID : 10SE) avec une langueur de séquence égal a 496 acide aming, extrait
de la Protein Data Bank (http://www.pdb.org) (Gilles, C et al., 1996).

Figure VI- 9 : Structure tridimensionnelle de I’a-amylase pancréatique (PDB ID : 10SE)
téléchargé depuis Protein Data Bank (http://www.pdb.org).

11.1.4.2. Simulations d'amarrage :

L'amarrage moléculaire a été réalisé afin de prédire le mode de liaison possible des
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dérivés de ferrocéne préparés a I’a-amylase et de visualiser davantage les interactions.

Avant d'effectuer les calculs d'amarrage, toutes les molécules d'eau cristallographiques
ont été retirées de la structure cristalline de 1’a-amylase, des atomes d'hydrogene ont été
ajoutés et des charges partielles ont été attribuées au fichier de structure d’a-amylase.

Les énergies libres de liaison, les constantes de liaisons et les valeurs de 1I’'IC50
résultante des adduits ancrés a-amylase-FcA et a-amylase-acarbose est résumée dans le
(Tableau VI1.10).

Tableau V1.10 : Constantes de liaisons, les énergies libres de liaisons et les concentrations
minimales inhibitrices obtenues pour les complexes étudiés par approche d'amarrage

moléculaire.
Adduits K (M1) -AG (KJ.mol'Y)  1C50 (mg/ml)
Fc4A- a-amylase 7.99x10°  22.28 0.048
Fc3A- a-amylase 7.43x10>  16.39 0.085
Fc2A- a-amylase 5.51x10° 21.36 0.055
Acarbose-a-amylase 1.03x10°  17.21 0.063

La vue de I’interaction présentée dans la (Figure VI-10), indique le positionnement des
complexes étudiés dans le site actif de la protéine.

De plus, les résultats d'amarrage de FcA et 1’acarbose avec 1’alpha-amylase ont

clairement montré la formation des liaisons électrostatique (Figure VI-11), entre les acides

aminés de la protéine et les ligands étudiés.
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Acceptor L

Figure VI- 10 : Poses d'amarrage de Fc4A (a), Fc3A (b), Fc2A (c) et I’acarbose avec 1’a-
amylase (PDB ID : 10SE) illustrant I’interaction de tous les ligands.
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Le ligand Fc4A forme deux liaisons hydrogene, un est entre I’atomes d'oxygéne de la
foction acétyle et de la Glutamine (GLNG63), l'autre liaison hydrogene est entre (ASP300) et
l'atome d’azote (NH2) de Fc4A (Figure VI-11a).

Fc3A forme également deux liaisons hydrogéne, la premiére entre I'atome d'oxygene de
Fc3A et I'acide Histidine numéro 201 (HIS201) (chaine A), l'autre liaison hydrogene est entre
I'atome d'azote de Fc3A et le numéro 300 acide aspartique (ASP 300) de la méme chaine A de
I’a-amylase (Figure VI-11b).

Fc2A aussi forme deux liaisons hydrogene, I'une est entre I’atomes d'oxygene de Fc2A
et I’acides aminé (GLY 459) dans la chaine A, l'autre liaison hydrogéne est entre I'atome
d'’hydrogene de NH> dans Fc2A et la Lysine numéro 457 acide (LYS 457) (Figure VI.11c).

Dans le cas de I’acarbose il y a 8 liaisons hydrogenes formé le tous sont illustrés dans la
(Figure VI-11d).

HIS201A

GLu23:

GLY308A

Figure VI- 11 : Liaisons électrostatiques entre les ligands étudiés et les acides aminés de 1’a-
amylase (PDB ID : 10SE). (Les lignes en gris montrent les liaisons hydrophobiques, les
lignes bleu indiquent les liaisons hydrogenes).
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La distance entre des liaisons hydrogéne sont résumées dans le (Tableau VI.11).

Tableau VI1.11: Longueur des liaisons hydrogene formees entre les ligands étudiés et les

Fc4A
Reésidu
63A
300A

Fc3A
Résidu
201A
300A

Fc2A
Résidu
457A
459A

Acarbose
Résidu
53A

63A
197A
197A
198A
233A
305A
306A

acides aminés de 1’a-amylase.

AA
GLN
ASP

AA
HIS
ASP

AA
LYS
GLY

AA
ASN
GLN
ASP
ASP
ALA
GLU
HIS
GLY

Distance H-A
2.13
2.15

Distance H-A
2.12
3.04

Distance H-A
2.10
2.73

Distance H-A
1.95
2.61
2.47
3.09
3.62
2.82
1.84
2.37

Distance D-A
3.02
2.99

Distance D-A
3.09
3.99

Distance D-A
3.10
3.56

Distance D-A
2.42
3.47
3.44
3.88
4.06
3.70
2.86
3.29

Les valeurs des énergies libres de liaison et des constantes de liaison ainsi les 1C50

obtenues expérimentalement par CV et UV-Vis sont comparées a celles obtenues par

amarrages moléculaire, (Tableau V1.12).
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Tableau V1.12 : Comparaison des constants (M), énergies libres de liaison (KJ.mol™?) et
les concentrations minimales inhibitrices (mg/ml) obtenues expérimentalement avec celles

obtenues par amarrages moléculaires.

Composés CV UV-Vis Amarrages

K -AG 1IC50 K -AG IC50 K -AG 1IC50
Fc4A 1.94x10° 16.69 0.104 5.56x10* 27.05 0.044 7.99x10° 22.28 0.048
Fc3A 1.12x10> 11.41 0.416 2.61x10° 19.49 0.287 7.43x10> 16.39 0.085
Fc2A 5.14x10> 1549 0.113 7.13x10* 27.01 0.135 5.51x10° 21.36 0.055

Acarbose 2.23x10° 1353 0.343 1.53x10* 23.89 0.191 1.03x10® 17.21 0.063

98



Résultats et Discussion

11.2. Discussion générale

L'étude in silico, par les serveurs SwisSADME, admetSAR et Protox des parametres
physicochimiques, pharmacocinétiques et toxicologiques des dérives de Ferrocenyl-
méthylacétylaniline, indiquent que les 3 composés ferrocéniques répondent a la regle de
Lipinski et celle de Veber ; Les paramétres : poids moléculaire, nombre de H-bond donneurs
et accepteurs d’hydrogene, le Log P et le nombre de liaisons flexibles sont respectés pour tous
les composeés. En plus nous avons noté que tous les composés sont solubles dans les milieux
aqueux.

Concernant la régle de Veber, la surface polaire topologique de ces composés est moins
de 140 A2, ainsi que, un nombre inférieur ou égale & 10 de liaisons flexibles.

Les résultats de la prédiction des propriétés pharmacocinétiques montrent que tous les
dérivés ferrocéniques présentent une forte absorption par la membrane intestinale ce qui rend
possible leur accés au sang, alors que le médicament de référence est caractérisé par une
faible absorption intestinale.

Les résultats de la prédiction de toxicité révélé que nos composes ne peuvent pas induire
des effets néfastes pour 1’organisme pour les 5 types de toxicités présentés qui sont mieux
méme par rapport au médicament témoins.

Dans [I’ensemble ; les prévisions d'ADMET ont confirmé les propriétés
pharmacocinétiques et de ressemblance aux médicaments des trois candidats principaux
sélectionnés.

Les resultats in vitro, par la méthode de la voltammétrie cyclique révéler que les trois
dérivés étudiés montrent une inhibition vis-a-vis I’activité de 1’a-amylase. Les résultats sont
exprimés dans un premier temps en pourcentage d’inhibition et ensuite par les IC50 (la
concentration d'échantillon nécessaire pour diminuer l'activité enzymatique a 50%). Le
pourcentage d’inhibition varie d’un composé a un autre en fonction de la concentration
utilisée, il augmente avec 1’augmentation de la concentration.

Les valeurs de I’énergie libre de liaison varient dans le méme ordre que celle de la
constante de liaison, leur insigne indique la spontanéité de la réaction d’interaction de I’a-
amylase avec les dérives ferrocénique étudiés.

D’apres la méthode spectroscopique, La plus stable conformation est celle de Fc4A
avec une valeur de AG  plus négative : -27.05 KJ/mol, ce qui traduit la bonne interaction

entre le Fc4A et I’alpha amylase. Selon les valeurs des énergies libres de liaison AG obtenu
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par spectroscopie électronique il est remarquable que toutes les valeurs ayant le méme ordre
que les valeurs obtenues par voltammétrie cyclique, le chose qui confirme le bonne accorde
entre les deux techniques in-vitro.

Notre travail est complété par 1’étude de plusieurs conformations d’un ligand in- silico
via ’amarrage moléculaire. L'amplitude des énergies libres de liaison calculées indique une
affinité de liaison élevée entre 1’alpha amylase et les ligands étudiés. Les constantes de liaison
ont été conclues a partir des valeurs d'énergie de liaison a l'aide de I'équation décrite
précédemment. Les valeurs d'énergie libre de liaison obtenues ainsi 1’IC50 sont trés proches
de celles obtenues par voltamétrie cyclique et spectroscopie électronique. Ainsi, nous pouvons
voir qu'il y avait un complément mutuel entre les études expérimentales et la technique
d'amarrage moléculaire, ce qui peut valider nos tests expérimentaux et fournit une preuve
supplémentaire de I'interaction d'inhibition.

L'analyse des données a montré que tous les composés sélectionnés ont formé des
liaisons électrostatiques soit de type hydrogene ou bien hydrophobique avec I’enzyme cible, il
est remarquable que tous les dérivés interagissent avec les acides amines de site actif.

D’apres les résultats obtenus on peut classer les IC 50 des dérivés ferrocénique étudiés
et de I’acarbose comme suit : Fc4A > Fc2A > Acarbose > Fc3A ; ce qui montre que le Fc4A

est le dérivé qui a une IC50 plus efficace.
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Conclusion

Les ¢études effectuées dans ce travail s’appuient sur l'utilisation d'outils biologiques et
bio-informatiques pour vérifier I’activité antidiabétique des dérivés ferrocéniques étudiés.

Vu le role crucial de I’a-amylase dans la régulation enzymatique de I’homéostasie
glucidique, nous suggérons dans la premiere étape de ce travail, de réaliser une étude in silico
a l'aide de SwissADME qui vise a évaluer les divers propriétés physicochimiques,
pharmacocinétiques et de ressemblance aux médicaments des dérives ferrocéniques étudiés.

Par la suite, nous avons travaillé in vitro on utilise deux méthodes expérimentales a
savoir la voltamétrie cyclique et la spectroscopie électronique, afin de déterminer I’interaction
entre les composés étudiés et I’a-amylase et d’évaluer leur activité inhibitrice. En fin, nous
avons confirmé leur efficacité biologique obtenue in vitro a I’aide de I’ AutoDock Tools.

Les résultats obtenus aprés 1’étude bio-informatique indiquent que les composés étudiés
ont des bonnes caractéristiques donnent I’espoir pour les considérer comme des bons
candidats médicamenteux.

Les travaux effectués in vitro confirment les perspectives bio informatiques en montrant
que les composeés étudiés ont une action sur I’a-amylase, en effet ils sont capables de se lier a
I’enzyme cible et I’inhiber grace a ses bonne affinité traduite par les valeurs de I’IC 50 et AG.

I a ét¢ montré aussi, d’apres la visualisation obtenue par le logiciel AutoDock Tools,
que les composés étudiés se fixent a I’a-amylase avec lequel ils forment des liaisons
électrostatiques.

En effet tous les composes éetudiés interagissent avec les AA de site actif. Ce type de
liaison engendre des complexes du type enzyme-inhibiteur.

On conclut que nos dérivés ayant un potentiecl d’inhibition de 1’a-amylase et nous
espérons que I’ensemble des résultats obtenus au cours de notre investigation, constitue une
premiére étape dans la recherche des substances biologiquement actives visés a traiter les

sujets diabétiques.
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