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Résumé



Résumé

L’approche thérapeutique du cancer repose sur trois axes, constitués de la chirurgie, de la
radio-oncologie et de la chimiothérapie. Dans ce dernier domaine, 1’interaction entre les
médicaments anticancéreux et I’ADN, ainsi que les applications des techniques
expérimentales a un potentiel d’intérét pharmaceutique. L’ADN est la cible principale de

certains agents cytotoxiques anticancéreux depuis plusieurs années.

Cependant, 1’étude de I’interaction entre un anti-cancéreux et I’ADN ou le BSA est
devenu un domaine de recherche trés active a ’interface de la chimie, la biologie moléculaire
et la médecine. En effet, cette interaction présente un réle vital dans la détermination du
mécanisme d’action et la conception du I’efficacité et la spécificité de ce médicament.
L’objectif de cette étude est de déterminer le type d’interaction entre un médicament anti-
tumeur le plus utilise en chimiothérapie le dérivé N- ferrocénylméthylaniline et avec de
1I’ADN double brin et le sérum albumine de bovin (BSA), cette interaction a été étudié par la
technique spectroscopique UV-Visible et confirmé par le voltamétre cyclique. Les résultats
obtenus montrent qu’il y a une interaction spontanée entre ce médicamente avec I’ADN ainsi
que le BSA. En effet, N- ferrocénylméthylaniline se lie par intercalation ou par liaisons
hydrogénes, traduite par les paramétres d’interaction, la constante de liaison K, 1’énergie libre
AG. Les coefficients de diffusion des formes libres et celles liées avec I’ADN ont été déduit a
partir de I'équation de Randles-Sevcik. Ces résultats montrent une corrélation raisonnable
entre ces parametres expérimentaux. Les tailles des sites et la liaison de médicament avec
I’ADN et avec le BSA ont été déterminées a partir de I’amarrage moléculaire, leurs ordres de

grandeur confirme les types d’interaction mentionné ci-dessus.

Mots clés : ADN, BSA, N- ferrocénylméthylaniline, Anti-cancer, chimiothérapie, VVoltameétre

cyclique, Spectroscopie UV-Visible, paramétres d’interaction K et AG, coefficient D
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Abstract

The therapeutic approach to cancer is based on three axes, consisting of surgery, radiation
oncology and chemotherapy. In the latter area, the interaction between anticancer drugs and
DNA, as well as the applications of experimental techniques has potential pharmaceutical
interest. DNA has been the primary target of certain anticancer cytotoxic agents for many

years.

However, the study of the interaction between an anti-cancer drug and DNA and BSA has
become a very active field of research at the interface of chemistry, molecular biology and
medicine. Indeed, this interaction presents the vital role in determining the mechanism of
action and designing the efficacy and specificity of this drug. The objective of this study is
to determine the type of interaction between an anti-tumor drug most used in chemotherapy
the derivativeN-ferrocenylmethylaniline and with double-stranded DNA and bovine serum
albumin (BSA), this interaction was studied by the UV-Visible spectroscopic technique and
confirmed by the cyclic voltameter. The results obtained show that there is a spontaneous
interaction between this drug with DNA and BSA. Indeed, N-ferrocenylmethylaniline binds
by intercalation or by hydrogen bonds, translated by the interaction parameters, the binding
constant K, the free energy AG. The diffusion coefficients of the free forms and those bound
with DNA were deduced from the Randles-Sevcik equation. These results show a reasonable
correlation between these experimental parameters. The sizes of drug binding sites with
DNA were determined from electrochemical data, their orders of magnitude confirming the

types of interaction mentioned above.

Keywords: DNA, BSA, N-ferrocenylmethylaniline, Anti-cancer, chemotherapy, Cyclic

Voltameter, UV-Vis Spectroscopy, K and AG interaction parameters, D coefficient.
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Introduction générale

Le cancer, une croissance anormale de cellules est la seconde cause de mortalité globale,
et est responsable d’environ 0.6 millions de mort en 2018. (Shati et al. ,2020 ; Liu et al.
,2011).

Les anticancéreux conventionnels ciblent les défauts de réparation des dommages a
I’ADN et Dinstabilité génétique des cellules cancéreuses. Toutefois, la plupart des
anticancéreux ne sont pas des médicaments a effet spécifique sur les cellules néoplasiques
étant donné qu'ils touchent également les cellules saines. De plus, certaines cellules de
tumeurs malignes ont développé des mécanismes pour échapper a 1’apoptose provoquée par
les anticancéreux actuels, par le biais de différents mécanismes. D’ou la nécessité de
rechercher de nouvelles molécules et de développer de nouvelles démarches en utilisant les
données de biologie moléculaire pour cibler d’autres molécules et mécanismes clés dans la
survie des cellules cancéreuses, ou exploiter leur manque en certains protéines (Albert et al. ,
2002).

L’approche thérapeutique du cancer repose sur trois axes, constitués de la chirurgie, de la
radio-oncologie et de la chimiothérapie. Dans ce dernier domaine, 1’interaction entre les
médicaments anticancéreux et ADN, ainsi que les applications des techniques expérimentales
a un potentiel d’intérét pharmaceutique. L’ADN est la cible principale de certains agents

cytotoxiques anticancéreux depuis plusieurs années (Ricco, A.J. (1997).

La chimie organométallique concerne les transformations des composés organiques par
des métaux (Hanzab, N. et Houas, M., 2013). Les champs des composés organomeétalliques
se développent rapidement en raison de la grande variété de structures possibles pour les
ligands. Ils ont de nombreuses applications dans de nombreux aspects biologiques, cliniques
et médicinales (Gulam, F. M. et Manohar, V. L., 2014). Le traitement du cancer a l'aide de
médicaments a base de métal est l'une des stratégies les plus efficaces (Shafqat, A., et al.,
2015). L'utilisation de composés organométalliques pour le traitement des cancers est I’un des
domaines de la chimie bio-organométallique qui connait une expansion rapide. Parmi les
composés les plus intéressants et trés étudiés sont les dérivés ferroceniques (Gérmen, M.,
2010).

L’étude de I’interaction entre un anti-cancereux et I’ADN est devenue un domaine de

recherche trés active a I’interface de la chimie, la biologie moléculaire et la médecine.
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L’objectif de cette étude est de déterminer le type d’interaction entre un médicament anti-
tumeur le plus utilisé en chimiothérapie le dérivé N-ferrocenyl-méthylaniline. Les ligands
ferrocéniques peuvent étre lier a des protéines pour stopper la progression tumorale, pour ce
fait nous avons choisi d’étudier les interactions entre une protéine modele, la BSA, et le
ligand. En effet, L’albumine de sérum bovin (BSA en anglais) est une protéine qui est souvent
utilisée comme protéine modéle pour étudier les interactions protéine-ligand, du fait de son
faible colt et d’une bonne connaissance de ses propriétés (similaires a I’albumine de sérum
humain (HSA)) Acevedo-Morantes, et al. (2012). L’¢étude de I’interaction entre de dérivés
ferrocéniques synthétisés, I’ADN et les protéines présente le réle vital dans la détermination
du mécanisme d’action et la conception du I’efficacité et la spécificité de ces produits. Trois
méthodes adoptées dans notre étude : la technique spectroscopique UV-Visible, la voltametrie

cyclique et confirmé par I’amarrage moléculaire.

Notre travail est réparti en trois parties, La premiere partie comprend un apercu
bibliographique qui contient quatre désoxyribonucléique, le deuxieme chapitre concerne le
BSA (Albumine de sérum bovin) et le troisieme chapitre présente le ferrocene et le dérivé
ferrocénique étudié et le quatrieme chapitre un contexte théorique des techniques

expérimentales utilisées.

La deuxiéme partie concerne la partie expérimentale, qui présente les matériels et les
méthodes utilisés. La premiére étape de cette partie consiste a extraire I’ADN a partir des
cellules sanguines. Ensuite nous poursuivons de faire une étude sur cette interaction en
déterminant les parametres d’interaction, le constante t de liaison K et la valeur de I’énergie
libre AG. En fin, la deuxieme partie s’intitule résultats et discussion comprenant la

présentation des différents résultats obtenus et ses interprétations.

Les méthodes adoptées dans notre étude la technique spectroscopique UV-Visible et
confirmé par I’étude de la voltameétrie cyclique, pour répondre a deux questions : cette

interaction est-elle spontanée ? Quel est le type de liaison entre ces deux molécules ?
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Chapitre 01 ADN (Acide Désoxyribose Nucléique)

1.Définition

L’ADN est un bio-polymére universel. Il est présent dans toutes les cellules. Il se
trouve dans le cytoplasme des cellules procaryotes, alors qu’il est localisé dans le noyau, les
mitochondries et les chloroplastes des cellules eucaryotes. L’ ADN est le support de I'hérédité
car il constitue le génome des étres vivants et se transmet en totalité ou en partie lors des

processus de la reproduction (Quinkal, 1., 2003).
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Figure 01 : ADN dans le noyau cellulaire. (Chennouf, 2011)

2. Structure et propriétés de I'ADN

La molécule d’ADN est la plus grosse molécule de 1’organisme. C’est une double hélice
faite de deux monomeres enroulés les uns sur les autres. Cette molécule est composée
d’unesuccession répétitive de nucléotides composés eux-mémes, dans 1’ordre, d’une base
purique ou pyrimidique, d’un sucre, le Désoxyribose, et d’un acide phosphorique. La
séquence sucre-acide phosphorique est la séquence invariable de I’ADN. Les nucléotides ne
se distinguent les uns des autres que par leur base. Il y en a, dans ’ADN, quatre types :
I’Adénine, A, et la Guanine, G, qui sont des purines, la Cytosine, C, et la Thymine, T, qui

sont des pyrimidines. La Thymine est la seule base spécifique de ’ADN, elle ne se retrouve
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pas dans 1’Acide RiboNucléique, ARN, ou elle est remplacée par 1’Uridine, U

(Swynghedauw, B., Silvestre J-S., 2008).

Ces bases ont une structure particuliere qui confére a la molécule ses propriétés. Elles ont
les unes pour les autres des affinités spécifiques et s’apparient d’'une maniére invariable TA et
C G, c’est-a-dire que les bases puriques s’apparient aux bases pyrimidiques, mais ne peuvent
contracter de liaisons entre elles, et vis-versa. Cette propriété donne a la molécule sa stabilité
et permet 1’établissement de liaisons d’une hélice (ou monomére) a I’autre. Ces sont
desliaisons hydrogéne, mais leur nombre varie selon le couple de bases concerné (3
liaisonspour C-G; 2 pour T-A). Ces liaisons sont trés spécifiques et puisque G ne peut se lier
qua Cet T qu’a A, les deux brins d’ADN ont une structure en image, et sont dits
complémentaires,ce qui veut dire que la structure de 1'un permet de prédire celle de 1’autre

(Swynghedauw, B.,Silvestre J-S., 2008).

Les 2 brins sont dits anti-parallele, car leur polarité est inversée. Dans une double hélice
d’ADN, un brin est dans le sens 5'-->3" alors que le brin complémentaire est en sens 3'-->5'

(Lunardi, J., 2012).
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Figure 02 : Structure de I’ADN (G. Lenglet, 2010).
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Il existe plusieurs formes d’ADN dont la classification est fondée sur des critéres
physicochimiques. Ces types d’ADN diffeérent 1égérement par le diamétre de leur hélice et par
I’orientation de leur paire de bases. La structure de Watson et Crick également appelée forme
B de I’ADN est la forme biologiquement la plus abondante. Elle se caractérise par un pas a
droite de I’enroulement de la double hélice (Gautheret P., 2012). Lorsque I’humidité est
faible et que la salinité est forte, I’ADN se présente sous la forme A. Dans ce cas la double
hélice a un pas a droite et un intervalle entre les paires de bases plus faible que dans I’ADN B.
La molécule d’ADN dans la forme A est donc plus courte et de diamétre plus large que dans
I’ADN B. Une troisiéme forme dite ADN Z se différencie par des hélices qui tournent vers la

gauche. Le squelette sucre-phosphate prend une disposition en zigzag (d’ou le nom qui lui a

été donné) (Garrett, R.H et Grisham, C.M., 2000).

3. Caractérisation de ’acide désoxyribonucléique.
3.1. La solubilité

Les groupements phosphate donnent un caractére acide a ses acides nucléiques. De ce
fait ils sont solubles dans I'eau en formant des solutions visqueuses. Une forte concentration
saline (NaCl 0,15M) empéche la séparation des deux brins del'ADN (Na+ neutralise les
charges négatives des groupements phosphates). On obtient la formation de sel d'ADN qui
peuvent étre précipités par I'éthanol, I'isopropanol (diminution de I'hydratation des molécules
et précipitation Ils sont récupérés sous forme d'un long filament translucide (méduse)
(Amarani, 2017).

3.2. L'instabilité chimique de I'ADN

Les acides nucléiques se décomposent spontanément en solution. De plus, la présence du
2 désoxyribose rend les liaisons N-glycosidiques particulierement sensibles a
I'nydrolyse,notamment celles des purines qui sont vingt fois plus instables que celles des
pyrimidines. Par ailleurs, les fonctions amine exocycliques des bases peuvent étre sujettes, a
température et pH physiologiques, a des réactions d'hydrolyse. La cytosine est la base la plus

8
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sensible a cette réaction de désamination, elle est alors convertie en uracile. La désamination
des bases puriques existe également mais est beaucoup moins rapide que celle de la cytosine ;
I'adénine et la guanine sont alors respectivement transformeées en hypoxanthine et en xanthine.
La structure en double hélice de I'ADN assure une bonne protection contre ces réactions et par

conséquent la fréquence de celles-ci est relativement faible dans I'ADN double brin.

Cependant, la présence de ces lésions peut avoir des conséquences déléteres pour la
cellule car I'appariement des bases désaminées est différent de celui des bases normales et la

réplication des bases induit des mutations (Rapin, 2006)

3.3. L'absorption de la lumiére Ultra-Violette (UV)

Les acides nucléiques absorbent la lumiere ultra-violette (UV) a une longueur d'onde
comprise entre 254 et 260 nm. en raison de l'interaction entre la lumiere ultraviolette et le
cycle des molécules de purine et de pyrimidine N'importe quelle molécule contenant une base
azotée (c'est-a-dire des nucléotides) peut donc étre analysée par lumiere ultraviolette. Cette
technique est particulierement important pour localiser, isoler et caractériser les acides

nucléiques ( William et al., 2006). D’onde représentée en abscisse (Chennouf, 2011).

3.4. Spectres UV des bases nucléiques

% Dans I’'UV de trés courte longueur d’onde presque toutes les solutions de molécules
biologiques sont opaques.

% La plupart des molécules biologiques contenant des noyaux aromatiques absorbent les
rayonnements UV a différentes longueurs d’onde, ’ADN et les protéines comme la

mélanine absorbe préférentiellement dans I'UV et la lumiere visible.
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% Les zones d’absorption des quatre bases s’étalent de (240 a 280) nm de sorte que les
acides nucléiques formés de ces types de nucléotides ont un maximum d’absorption a 260
nm.

¢ L’absorption de la lumiére visible a 280 nm est caractéristique des protéines et sert a

doser ces protéines (I’ADN en interaction permanente avec les protéines) (Amzazi, S.

2006).

4. Roles biologiques

L’ADN joue un rdle central dans la vie cellulaire. En effet, il est le détenteur de I’information
génétique qui permet a la cellule de synthétiser continuellement ses protéines, sa réplication

qui assure la transmission du message génétique au cours des générations cellulaires.

5. Dénaturation de I'ADN (Fusion de I'"ADN)

L’ADN est continuellement soumis a des agressions. Ces altérations sont soit dues a des
facteurs internes (mutations, insertions ou délétions au niveau de la chimiques ou radioactifs,

radiations électromagnétiques) (Wood et al.,2000).

5.1. Mutations

Les mutations sont des modifications permanentes de la séquence de I’ADN. Le geéne est alors

défectueux. La protéine produite est modifiée.

5.2. Mutagénes chimiques

Substances qui réagiront chimiquement avec 1I’ADN.

Les substances chimiques : Elle son tres diverse on peut citer les agents alkylants
(éthylméthane et sulfotane), les agents désaminant (acide nitreux et bisulfite) et les analogues
des nucléotides.

La majorité des mutagénes chimiques sont cancérigenes.

Les mutations par substitutions : une paire de nucléotides est remplacée par une autre.

10
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Les mutations par additions ou insertions : une paire de nucléotides ajoutée dans la
séquence d’ADN.

Les mutations par délétions : disparition d’une paire de nucléotides dans la séquence d’ADN.

6.Interaction de I'ADN avec les adduits

L'ADN est une cible biologique potentielle importante pour de nombreuses molécules. En
raison de leur structure complexe et sa taille, 'ADN offre de nombreux sites de liaison
(Kostrhunova, H et al., 2008). Il est a noter que la structure de molécule joue un role

primordial dans le mode d’interaction avec I’ADN (Very,T., 2012).

Nous allons, alors, distinguer deux grandes familles d’interactions :

6.1. Interaction irréversible avec ’ADN

Interaction irréversible avec les agents alkylants, sont des agents possédent un
groupement chimique pouvant former des liaisons covalentes avec les acides nucléiques. La
plupart des alkylants utilisés en thérapeutique sont bifonctionnel (ils possedent deux groupes
alkyls) pouvant lier deux nucléotides adjacents (Sirajuddin et al., 2013). L’azote N7 de la
guanine est probablement la cible moléculaire principale de I’alkylation, mais aussi N1 et N3
de I’adénine ou N3 de la cytosine peuvent étre concernés (Gossens, Ch et al., 2009).
L’exemple le plus connu est certainement celui du cisplatine qui servira de complexe modele

pour cette famille (Sirajuddin et al., 2013).

6.2. Interactions réversibles avec I'ADN

Comprend plusieurs types d’interactions :

11
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a. Interaction avec le petit ou le grand sillon

Cette interaction correspond a un placement du complexe dans 1’'un des deux sillons de
I’ADN. Le complexe est alors nommé "groove binder". La nature des interactions est
principalement électrostatique. En effet, les complexes sont, généralement, des cations et cette
charge positive va étre capable d’interagir avec les groupements phosphates présents sur la
double hélice. Ce mode n’implique que peu de déformations des paires de bases. La plupart
des molécules de petites taille qui adoptent ce mode d’interaction le font via le petit sillon de

la forme B de ’ADN (Very,T., 2012).
b. Interaction par intercalation

Un grand nombre de familles de molécules peuvent s'intercaler dans I'ADN, dans I'espace
compris entre deux paires de bases. Ces molécules sont généralement polycycliques,
aromatiques et planes. L'intercalation induit un changement de la structure locale du brin
d'’ADN, comme un "débobinage"” de la double hélice ou un allongement du brin d'ADN. Ces
changements structuraux induisent des modifications fonctionnelles, dont souvent une

inhibition du procedé de réplication (Novakova, O et al., 2003).
c. Interaction par insertion

Correspond a une forte modification de la structure avec une rupture des liaisons
hydrogene entre les bases, la molécule prend alors la place de la base éjectée dans la structure
du double brin. Les coupures des brins d’ADN résultant d’une réaction radicalaire au niveau

du désoxyribose des nucléotides GT ou GC (Lenglet., 2010).

12
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7. Définition du cancer

Le cancer est une maladie génétique, caractérisé par une prolifération cellulaire
incontrélée (Cattaly et al. ,2004).La création d’un cancer est appelée cancérogenése ou
tumorigenése, un processus par lequel les cellules normales sont transformées par des cellules

cancereuses (Helena et al.,2020).

7.1. Facteurs activateurs de la cancérogenese
Les facteurs carcinogenes qui augmentent le risque de cancer sont multiples :

7.1.1. Les carcinogénes chimiques, comme les produits chimiques environnementaux

I’amiante et le Cadmium (Sultandyo, 2010).

7.1.2. Les carcinogénes physiques, comme les rayonnements UV solaires ou artificiels, les
radiations ionisantes, les rayons X, la radioactivité (Royal et al. ,2008 ; Yakymenko et al.
,2010).

7.1.3. Les carcinogénes biologiques, comme les parasites (Schistosoma haematobium)
(Khurana et al. ,2005) ; et les virus tels que le VHB, le VHC, le virus du papillome humain
(VPH) (Tsaiet et al. ,1997), et le virus d’Epstein-Barr (EBV) (Zur Hausen , 2006).

7.2. Etapes de la carcinogeneése

1. L’initiation : correspond a une 1ésion rapide et irréversible de I’ADN aprés exposition & un

carcinogene (physique, chimique, viral, etc....).

2. La promotion : correspond a une exposition prolongée, répétée ou continue, a une
substance qui entretient et stabilise la lésion initiée : correspond a 1’acquisition des propriétés
de multiplication non- contrélée, 1’acquisition de 1’indépendance, la perte de la

différenciation, 1’invasion locale et métastatique. (Teste, 2008).

3. La progression : indique le stade auquel les cellules malignes, sous I’influence de la
nouvelle mutation du géne, envahiront de nouveaux tissus pour former des métastases
(Pairon, 2015).

13
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[ Initiation | | Promotion || Progression |

Chimie ~5
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Virus

Activation des oncogénes®
Inactivation des suppresseurs

Figure 03 : Schéma général des premieres étapes de la cancérisation (Teste, 2008).

7.3. Traitement du cancer

Le but du traitement d'un cancer est, au mieux, d'obtenir la guérison ou, a défaut, de
stopper I'évolution le plus longtemps possible tout en atténuant les symptémes de la maladie.
Il existe deux grandes modalités de traitement du cancer : les traitements a visée locorégionale
(chirurgie, radiothérapie) et les traitements médicaux systémiques tels que I'normonothérapie,

I'immunothérapie et la chimiothérapie (Jegham, H., 2009).

7.3.1. La chirurgie : elle permet I'ablation d'une tumeur ou des tissus lésés. C'est le principal

mode de traitement des tumeurs solides, localisées.

7.3.2. La radiothérapie : la tumeur est irradiée par des rayons X ou y afin de détruire les

cellules tumorales. Elle est souvent utilisée en association avec d'autres thérapies.

7.3.3. Les traitements biologiques : ils utilisent des substances endogénes. Par exemple,
I'immunothérapie renforce les défenses immunitaires contre les cellules tumorales.

7.3.4. Les traitements hormonaux : ils agissent sur la vitesse a laquelle les cellules
tumorales grossissent, se multiplient ou meurent. C'est une forme particuliéere de
chimiothérapie qui agit sur le systeme endocrinien et qui est utilisée pour le traitement de

cancers hormono-dépendants.

14
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7.3.5. Les greffe de la moelle osseuse : il ne s'agit pas d'un traitement direct mais elles sont
Parfois utilisées pour renforcer le systeme de production des cellules sanguines.
7.3.6. La chimiothérapie : il s'agit de l'utilisation de substances pharmacologiques pour tuer
les cellules tumorales. L’utilisation de la chimiothérapie anticancéreuse dépend du type de
cancer a traiter. Plusieurs agents anticancéreux avec des mécanismes d’action différents sont
généralement combinés pour augmenter 1’efficacité¢ du traitement, et éviter des phénomenes
de résistance (Teniou, S., 2011).

L’utilisation de composés organométalliques pour le traitement des cancers est 1’'un des
domaines de la chimie bio-organométallique qui connait une expansion rapide. Parmi les

composés les plus intéressants et trés étudiés sont les dérivés ferrocéniques (Gormen,

M.,2010)
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Chapitre 02 BSA (Albumine de sérum bovin)

1. Les proteéines globulaires

L’albumine est une protéine de transport capable d’interagir avec une quantité
métabolisation de ligands endogenes et exogénes. Elle peut modifier fortement les propriétés
pharmacocinétiques d’une drogue, comme sa solubilité, sa et sa distribution corporelle .
protéine du plasma la plus abondante chez I'nomme (HSA) et dautres mammiferes (BSA
albumine de Bovine, albumine de cheval, albumine de rat, ...)( B.R. Bilirubin, (1979)et D.C.
Carter, J.X. Ho, 1994 et W. F. Harringtonetal,1956).

L’albumine de sérum bovin (BSA en anglais) protéine globulaire avec un poids

moléculaire de 66,43 kDa (66430 g mol'l).Son point isoélectrique est compris, en solution
aqueuse et a 25 °C, entre 4,7 et 4,9. entre 4,7 et 4,9. Elle présente une structure primaire en
forme de cceur. Sa structure secondaire contient entre 50 et 68% d’hélices a et entre 16 et
18% de feuillets . (D. C. Carter and J. X. Ho, (1994) et _J. F. Foster et al (1977) et luis
lartundo-rojas(2007).

Figure 01 : Albumine de sérum bovin (www.sigmaaldrich.com).

2. Structure et propriétés de BSA

La molécule de la BSA est constituée de trois domaines pratiquement homologues (I, I,
I11) ; chaque domaine est consécutivement le produit de deux sous-domaines (1A, IB ...),
divisé en neuf boucle (L1-L9) et liés par dix-sept liaisons disulfures ; les boucles de chaque
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Domaine se compose d’un ordre de série formant un triplet (FigureO 2) L’analyse de la
structure cristalline de la BSA indique que D’attache spécifique des ligands par la protéine
provient de la présence des accepteurs sélectifs de ligand nommes : Site | et Il situé dans les
subdomaines I1A et I11A. R. Feng, et al (1991). La structure tertiaire de la BSA n'est toujours
pas connue et, en raison de sa similitude avec 1’ Albumine de Sérum Humain (HSA en anglais)
(le pourcentage d’homologie de séquences entre laBSA et la HSA est de 76%, un acide aminé
hydrophobe étant remplacé par un autre acide aminé hydrophobe, un acide aminé hydrophile
étant remplacé par un autre acide aminé hydrophile de meme charge), les chercheurs supposent
que les deux protéines possédent une structure tridimensionnelle trés proche. A ce sujet, des
études récentes indiquent qu’il y a des différences parmi certains résidus lysine dans la
structure tertiaire de la BSA et de la HSA . certains résiduslysine dans la structure tertiaire de la
BSA et de laHSA (B. X. Huang et al. S.,2004).

Site |l

Domain Il

Site |

Domain il

Figure 02 : Représentation de la structure du BSA indiquant les domaines et les sitesde
liaison Patra, et al(2012).

3. Composition et Propriétés Physico-chimiques

L'albumine est essentielle pour maintenir la pression colloidale osmotique requise pour la
distribution appropriée des fluides corporels entre les compartiments intravasculaires et les
tissus. La BSA est géneralement utilisée comme une protéine modele dans plusieurs domaines
derecherche,( J. F. Foster, (1960) etW. F. Harringtonet al (1956)).
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La composition en acides aminés de la BSA a été publiée pour la premiére fois par J.R.
Brown en 1975. (JR. Brown, (1975). Ensuite une révision de la structure primaire de la BSA
a été fait, en 1990, par Hirayama et al.(K. Hirayama al, (1990). Les résultats obtenus par les
deux groupes sont présentés dans le Tableau A partir de I’assemblage d’acides aminés, il est
possible de déduire la composition élémentaire de la protéine, c'est-a-dire le nombre d’atomes
de carbone, d’azote, d’oxygene et de soufre que 1’on peut trouver dans chaque molécule de
BSA (Tableau 1)

Tableau01l : Composition en acides aminés de la BSA.

Acide aminée Nombre de résidus Acide Aminee
Acide Aspartique 41 41
Arginine 23 26
Asparagine 13 14
Acide Glutamique 59 58
Glutamine 20 21
Histidine 17

Lysine 3) 60
Sérine 28 32
Thréonine 34 34
Alanine 46 48
Isoleucine 14

Leucine 61 65
Meéthionine* 04 05
Phénylalanine 27 30
Tryptophane 02 03
Tyrosine 19 21
\Valine 36 38
Cystéine* 35 35
Glycine 16 17
Proline 28 28
Total 582 607

Présence de S dans la molécule*
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Tableau 02 : Composition atomique de la BSA (calculée a partir du Tableau)

NOMBRE D’ATOMES C N 0 S

Brown et al. (1975)

29 77 8 39

26 9 9
7
Hirayama et al. (1990) 30 84 9 40
30 1 4
;

4 Nature de I’interaction

Les protéines sont caractérisées par leur aptitude a former des associationsréversibles par
des liaisons non covalentes avec un nombre de molécules organiques de petite ou de grande
taille. J. Desaphy, 2013.

4 1 Liaisons hydrogenes

La liaison hydrogéne met en jeu un atome d’hydrogéne, lié a un atome donneur de
liaison hydrogéne tel qu’un atome oxygéne, un azote ou I’hydrogene, et un hétéroatome

polarisable que 1’on nommera accepteur H.
4 2 Interaction ionique

Les interactions ioniques résultent d’une force d’attractions électrostatiques entre deux

atomes de charges opposées.

5. le Role dans le corps

L'albumine est la protéine la plus abondante dans le plasma et, en tant que protéine
Porteuse, elle est responsable du transport d'une variété de composés, y compris les vitamines,
les acides gras et les produits pharmaceutiques S. Howardet al (1976) La fonction

physiologique la plus importante de I'albumine sérique est de maintenir la pression osmotique
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et le pH du sang arter (DC, Ho J X. 1994),.il a également la capacité d'interagir avec unvariét
de ligands, y compris la liaison ,L'étude de I'amplitude de liaison et du mécanisme de
I'interaction de petites molécules avec les albumines sériques est cruciale pour la
compréhension de la pharmacodynamique et la pharmacocinétique des médicaments, car la
nature et la force de l'interaction a une grande influence sur I'absorption, la distribution, le
métabolisme et excrétion . (Liu H etal 2011etSathyadevi P, 2012).

L’albumine est une protéine de transport capable d’interagir avec une quantité de
ligands endogénes et exogénes. Elle peut modifier fortement les propriétés
pharmacocinétiques d’une drogue, comme sa solubilite, sa métabolisation et sa distribution
corporelle. Interaction des composes organométalliques avec l'albumine sérique bovine est a
la base de la bio-reactivite des composes organometalliques. Ca joue un réle important dans le
transport d'une grande variete de produits endogénes et exogenes composes comprenant des
acides gras, des métaux, des acides aminés, des stéroides et des médicaments. 1l a les capacite

a interagir avec une variété de ligands.

6 -MECANISME D'ACTION DE BSA:

La fixation des médicaments aux HSA influence fortement leur comportement
pharmacocinétique et contribue de maniere significative a la découverte de nouveaux

candidats-médicament. (J. F. Foster).

En effet, 'interaction des petites molécules avec 1'albumine bovine sérique est un aspect
important du développement des médicaments. Albumines sériques augmentent la solubilité
des ligands hydrophobes dans le plasma, modulent leur libération en agissent comme
réservoir de medicaments et affectent la biodisponibilité. (Nab-Paciitaxel (Abraxane®)
(2012).
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Chapitre 03 Ferrocéne et dérivé Ferrocénique étudié

1. Généralités sur les ferrocénes
1.1. Histoire

En Angleterre, plusieurs chimistes avaient remarque, 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 tét. Mais, entre-temps, son
compatriote Sidgwick a publié la régle 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
régle 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 premiere structure
sandwich : le di-cyclopentadiényl-fer est le ferrocene, un complexe a 18 électrons dans lequel
les deux cycles sont parfaitement paralléles, n-liés au fer et possedent des propriétés
aromatiques (1952) (Benabdesselam, 2017).

2. Définition

Le ferrocéne est un composé organométallique de formule Fe(C5H5)2. 1l se présente sous
forme d‘un solide orange avec une odeur caractéristique, (figurel3). (Ghallab, 2014). 1l fait
partie de la famille des métallocénes, un type de composé organométallique composé de deux
cycles pentadienyles entourant un centre metallique. Ils sont aussi appelés composés
sandwich. La croissance rapide de chimie organometallique est souvent attribuée a I'excitation

résultant de la découverte du férrocene et de ses nombreux analogues. (Khelef, 2014)
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Figure 01: Ferrocene sous forme de poudre orange (Zayya et al., 2013).

L’atome central de fer dans le ferrocéne est normalement considéré comme étant dans
I’état d’oxydation +2 (ceci peut €tre montré en utilisant la spectroscopie de Mossbauer).
Chaque anneau de cyclopentadiényle est ensuite attribué une seule charge négative - cet
¢électron supplémentaire occupe une m orbitale, ce qui porte le nombre d’électrons-n 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 ferrocene particuliérement stable (Monte, 2006).

H_
C
<\ /7
Fe 24
P d . _\
C

Figure 02 : Structure électronique du ferrocéne
(Chemspider, 2021).
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3. Processus chimique de synthese de ferrocene

L'acidité du cyclopentadiene est suffisante pour réagir avec I'hydroxyde de sodium dans
le DMSO et produire I'anion cyclopentadienyle. Le DMSO est un solvant dipolaire aprotique
exaltant la basicité de I'ilon OH- en solvatant trés efficacement le contre-ion Na+. Une amine
suffisamment basique comme le diéthylamine peut étre utilisee pour former [I'ion

cyclopentadienyle a partir du cyclopentadiéne (Khalef, 2012).
3.1. Réaction du cyclopentadiénnylthallium avec le chlorure ferreux

Le cyclopentadiennylthalliume peut étre utilisé également comme un produit de départ

pour la préparation du ferrocéne (Medellel, 2017).
3.2. 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.
2C5H5MgBr + FeCl2 — (C5H5)2Fe + MgBr2 + MgCl

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 ferrocene 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 réactif est nécessaire.

Plusieurs autres méthodes de synthése du ferrocéne ont été proposées. Il peut étre préparé
par réaction directe du cyclopentadiéne 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).
4. Réactivité

Les ferrocénes substitués peuvent étre préparés directement ou indirectement. Dans la
préparation indirecte, la molécule de ferrocene est utilisée comme un point de départ pour la
synthese des autres derives ferrocéniques, tandis que dans la synthese directe, le ferrocéne
substitué est préparé par la réaction d'un composé dérivé de cyclopentadiéne convenablement
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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 substitues (Khelef, 2014).

4.1, Réaction de substitution

Les propriétés semblables entre le ferrocene 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 ferrocéne. Le mécanisme des réactions de
substitution sur le cycle pentadiényle repose sur la formation directe d'un complexe sigma
sans participation du métal. Deux mécanismes sont proposes (Walker, 1983).

Fe FE* Rapide Fe Lente Fe 3 H
L @) -

Figure03:La premiére est une étape rapide ou I'électrophile E détruit la liaison métal-

carbone dans une réaction de SE2 avec la conservation de configuration

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

partir de I'extérieur de la molécule, la deuxiéme étape est une réaction d'inversion SE2.

Fe + E< Lente Fe Rapide Fe 5 H
/TN /T -
L > >

Figure04: mécanisme comporte une limitation de vitesse de I'attaque par I'électrophile a partir
de I'extérieur dans un déplacement SE2 avec une inversion de la configuration

Mécanisme (I1) : ce mécanisme 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
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configuration, suivie du départ rapide d'un proton de l'intérieur, avec la conservation de la
configuration

4.2. Réaction d’oxydation

Le ferrocéne est oxydé 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(ll)
dans le ferrocene, est oxydé a I'état de Fe(lll). 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 ferrocene porte une charge positive et résiste a

toute attaque électrophile.

De nombreuses études sur l'oxydation contrdlée du ferrocéne et ses dérivés ont été
rapportées. 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 ferrocene 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.

4.2. Réaction avec les électrophiles

Le ferrocéne se comporte comme la plupart des aromatiques, permettant la synthése 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 ferrocéne 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 ( figure0) représente les Principales réactions du ferrocéne avec les électrophil
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- 1HPhN(Me)CHO,
PG DN RCOC] POCI;
AICI, 2)H,O

H,SO,
Fe*

HCHO/HNMe,
CH;CO;H

Figure 05 : Principales réactions électrophiles de ferrocene.

Les dérivés N,N-dialkylaminomethylferrocénes, tels que Le N, N diméthylaminométhyl
ferrocene sont parmi les intermédiaires les plus utilisés pour la synthése des ferrocénes
substitués. L'iodure de ferrocénylméthyltriméthylamonium est employé comme un produit de

départ pour la préparation d'un grand nombre de dérivés ferrocéniques monosubstitués

_CH,4

= 5
cifHs
Fe

&2

Figure 06 : Structure de ferrocénylméthyltriméthylamonium.
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Le groupement triméthylamine dans le sel ferrocénylméthyltriméthylamonium (figure06)
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

— S CH2ON
T S CH2NHOOR -l ( N~S— ('l'QZN-NII(‘()ph
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— Z===s
Fe,, NacN /
Yo, HoNNHOOPH
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- = = - HoNPh e
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Figure 07 : réactivités du sel ferrocénylméthyltriméthylamonium (Khelef, 2014).

6.Propriétés de ferrocéne

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,

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

a l'ion ferrocérium (Khelef, 2014).
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Figure 08 : Oxydation mono électronique réversible de la ferrocéne (Neghmouche, NS et al.,
2010).

La réversibilité de la réaction d’oxydoréduction a été¢ démontrée par voltameétrie cyclique,
les paramétres électrochimiques tirés de voltammogramme de ferrocéne montrent que le
processus d’oxydoréduction se fait d’une fagon rapide, réversible et monoélectronique

(Khelef, 2014).
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Figure 09 : Voltammogramme de ferrocéne enregistré sur une électrode de platine dans
’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 (figurel)
sont regroupées dans le tableau Il1. Ces valeurs renseignent sur les critéres de rapidité et de
réversibilité (Khelef, 2014).

Tableau 01 : Valeurs caractéristiques des paramétres électrochimiques de ferrocéne

Ep, (mV)

Ep. (mV)

Ip.( pA/em2 )

Ip.( pA/em2)

Ein (mV)

AEp (mV)

439

362

169

-16.69

380

11
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6.2. Propriétés chimiques

Le ferrocene est insoluble dans 1’eau et soluble dans la plupart des solvants organiques.
Il est trés stable thermiquement et peut étre facilement fonctionnalisé de maniere tres variée.
Dés lors, ces nouveaux dérives 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 ferrocéne un bon électron, caractére qui s’amplifie avec
I’alkylation du cycferrrocéneperméthylé une espeéce tres sensible a I'oxydation (Boudebia,
2017).

6.3. Propriétés physiques :

Le ferrocene est un solide cristallin orange, de masse molaire 186,04 g.mole-1, stable a
I’air son point d'ébullition 249°C et son point de fusion 173-174 °C. le ferrocene 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. 1l 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 prolongee a l'air et a la
lumiere. Le ferrocene forme avec l'acide nitrique dilué et l'acide sulfurique concentré des

solutions rouge foncé avec une fluorescence bleue (Khelef, 2014).
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 10 : structure cristalline de ferrocéne.
(Appel, 2015).
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6.5. La Chimie médicinal de ferrocéne

Le ferrocéne a attiré une attention particuliere 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 ferrocéniques présentent une fascinante activité
antibactérienne antifongique, DNAcleaving, cytotoxiques et [l'activité antitumorale.
L'utilisation du ferrocéne dans la chimie médicinale est un domaine de recherche vigoureux,
certains dérivés du ferrocéne sont tres actifs dans les dosages in vitro et in vivo (Sansook,
2017).

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 premiéeres applications dans ce
domaine, fut le développement de dérivés ferrocéniques d’antibiotiques (les ferrocényl
pénicilline et ferrocényl-céphalosporine) par Edwards et ces collaborateurs pour lutter contre
certaines bactéries. Ces travaux ont €t€ suivis par de nombreuses tentatives d’introduction du
ferrocéne sur des antibiotiques, certains de ces composés ont montré une bonne activité et une

sélectivité pour les bactéries gram positif (Bioud et Lassoued, 2015).

6.5.2. Activité antifongique

Les résultats d’évaluation de I’activité antifongique du 3-nitrophénylferrocéne contre
deux espéces de levures pathogénes. D'aprés 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 suggerent que le composé avait des activités sélectives

contre les levures (Benabdesselam, 2017).

6.5.3. Activite antioxydants

Les dérivés du ferrocéne 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 dérives de ferrocéne a d'abord été étudiée a la fin des années 1950, lorsque Acton et
Silverstein ont rapporté la synthese et I'évaluation antioxydante d'un certain nombre de
ferrocénecarboxyamides N-substitués et de dérivés de ferrocénylamine. Zhang et Liu ont

également étudié Il'activité antioxydante des ferrocénylhydrazones et ont découvert qu'ils
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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).

6.5.4. Anti-cancéreux

Au cours de la derniére décennie, 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 ferrocényles
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 été testés in vivo (Bioud et Lassoued, 2015).
Les ferrocifénes sont les premiéres molécules actives contre les certaines cellules cancéreuses
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 ferrocéne dépend de I'état
d'oxydation du fer dans le fragment ferroceéne, certains résultats indiquant que le composé
ferrocényle Fe (1) est plus actif que le fer (111) (Chavain, 2008; Monserrat, 2012).

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 1’atovaquone ont été réalisés. Trois de ces dérives
ferrocéniques, possédant une chaine alkyle de 6 a 8 carbones en R2, se sont révélés actifs sur
des souches Toxoplasmas. De plus, ces nouveaux composes sont particulierement efficaces

sur des souches résistantes a 1’ Atovaquone (Barameea et al., 2006).
6.5.6. L’activité antivirale

L'activité des dérivés ferroceniques antiviral baseé sur I'étude de l'effet de ces composés
sur virus VIH, responsable des symptdmes du syndrome d'immunodéficience; Il a été montré

que les dérivés ferrocéniques entravent la multiplication du virus de SIDA en inhibant
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I'enzyme de transcriptase inverse, mais son effet inhibiteur sur I'ADN et 'ARN polymérase de

la cellule hote est plus important (Hemmami, 2017).
6.5.7. Anti- Alzheimer

L'agrégation et la formation de fibrilles de peptides B-amyloides (AR) est un phénomene
clé dans la pathogenése de la maladie d'Alzheimer. De nombreux efforts ont été deployés 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
fibrilles de AR 1-42 (Wei et al., 2011).

6.5.8. Antipaludique

La chloroquine CQ est I'une des plus anciennes molécules antipaludiques de synthése
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, I’équipe de Pr.Brocard a synthétisé
de nombreux analogues et dérivés ferrocéniques de molécules antipaludiques. Ces travaux de
recherche ont conduit a la synthese 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).
7.Dérivé ferrocénique étudié : N-ferrocenylmethylmethylaniline

La synthése du N-ferrocenylméthylmethylaniline (FCCH3), a été obtenu a partir du sel
quaternaire triméthylferrocéyliodure de méthylammonium bien connu et d’un exces de
methylaniline dans le rapport molaire 1/1,5 dans 1’ébullition 1’eau et la durée de la réaction a
été de quatre heures. Le précipité jaune a été séparé par filtration, lavé avec de 1’eau pour
¢liminer toute trace inchangée du sel d’ammonium quaternaire et finalement recristallisé dans
90% éthanol/eau pour produire 77% (E. LANEZ, 2016). La structure chimique de dérivé

étudié est présentée dans la figure suivante :
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-
&

Figurell: N-ferrocenylmethylmethylaniline
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Chapitre 04 Contexte théorique des techniques expérimentales utilisées

1. Voltammeétrie 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 facon 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. A. S. Bernard et al. 2012.

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 voltammo grammes 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 01.
Potentiel
A
- | Cycle ——————™
L e e L EE LT femmesssescsnass
% e
balayage balayage b
aller retour
Emin & - = [empy
L initial E f1nal

Figure 01: Variation du potentiel en fonction du temps pour un cycle CV.

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

Le tracé du courant en fonction du potentiel fait apparaitre un pic maximum de courant ip,
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(courant de pic anodique) a Epa (potentiel de pic anodique) dans le scan anodique et un pic
minimal de courant ip. (courant de pic cathodique) a E, (potentiel de pic cathodique) lors du

balayage cathodique (Figure 02).

HpAdem')

-80 T T T T T T
-1.8 14 1.0 o7 -0.3 0.0

E(VIECS)

Figure 02 : Voltammogramme cyclique pour un systéme réversible.

Le voltammogramme cyclique peut fournir des informations importantes concernant la
réversibilité du systeme. Dans un systéme 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 A. S. Bernard et al 2012.

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

courbe anodique, comme le montre la Figure précédente.

EA est le potentiel d'inversion, il doit étre EA> E,, (d'au moins §mV apres Epa
n

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 ip.. 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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_Pe

|
= ( I"° ) L 24850)s 0,086

pa pa

pa
La contribution du courant capacitif au courant total tel qu'il vu précédemment doit

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

1
C,v?10°
3 1

2.69n2D2

red

IC —

pa [Réd]

sol

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

[Réd]_ =10*Metn=1

sol

1
=0.24v?

IC

pa

Le rapport est égale & 0.1 pour une vitesse de balayage égale 4 0.18 V.5, si [Réd]  est
sol

d’ordre de grandeur plus élevé 10™ M par exemple, le rapport est 0.01, Cela montre I'avantage
d'utiliser des concentrations aussi élevées que possible, les concentrations millimolaires

représentant la limite supérieure . (A. S. Bernard et al. 2012).

1.2. Cas d’un systeme réversible (rapide)

Dans le cas ou le systéme étudié Ox-+ne” ——Red est rapide ou Nernstien, tel que 1’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’espece Ox a la surface de ’¢lectrode en fonction du temps et la résolution des équations de

FICK dans ces conditions conduit a ’expression du courant sous la forme :

. 1inF )2
| —nFSC(D): (—v) 2(51)
RT
Ol y(5,t)est une variable sans dimension, fonction de E, calculée numériquement pour
certaines valeurs de (E—E}/)et 5:%vle traitement mathématique a été abordé
2

successivement par Randles-Sevcik puits par Nicholson et Shain.

La fonction y(5,t) présente un maximum égal a 0.25 correspondant au courant de pic iy,

pour une réaction réversible est donné par la relation de RANDLES-SEVCIK suivante :
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1
> 11
i 0.4463nF (%)2 S.CD?v?

Cette équation peut se mettre a 25 °C sous la forme suivante : (C.M.ABrettet al .,1993)

3 1 1

i, =0.269.10° x Axn? x D2 xC xV?
Tel que :
A, surface de 1’électrode en cm?.
n, nombre total des électrons transféreés.
D, coefficient de diffusion en cm?.s™.
C, concentration de 1’espéce réagissant au sein de 1’électrolyte en mol/cm?®,
v, vitesse de balayage en mV/s.

La reaction 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 107 & 10° M. pour un systéme réversible, le
potentiel de pic Ep peut étre calculé par la relation :

E,=E, + 2.2£
5 RT

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

56.6
—m
n

E,—E, = \

N

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 systeme rapide est représenté par les
suivantes ci-dessous. Nous pouvons résumer toutes les informations caractéristiques des
voltampérogrammes de balayage cyclique pour des réactions réversibles : . (A. S. Bernard
et al. 2012).

1
v 1, dépond de v2

v' E, indépendant de v
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56.6
— m

v E -E = vV
p g n
59
v E_-E_ =2
pc pa n
|
v R _q

2. Spectroscopie éelectronique

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. W.B. Persons, 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 (apreés 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 controle 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 (J.C.A.
Boeyenset et.,J. Phy1967)

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 =hy = 7 =hco

Avec h constant de Planck, V la fréquence, A longueur d’onde et O 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 matieére absorbe un photon dont 1’énergie correspond a la différence
d’énergie entre ces niveaux fondamental et excité. Mais toutes les transitions énergétiquement

possibles ne sont pas permises (R.S. Mulliken .,et J. Phys1952)
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e Niveau d’énergie excité

AE = v

Niveau d’énergie Fondamental

Figure 03 : Excitation d’¢lectrons de valence suite a 1’absorption d’un rayonnement dans le
domaine de I’'UV-Visible.Les régles 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’électron avant et apres la transition mais ne fait pas

changer le spin de cet électron ( J.C.A. Boeyens .,et J. Phy1967)
La spectroscopie UV-Visible permet d’accéder qualitativement a des renseignements quant a
la nature des liaisons présentes au sein de [’échantillon (via I’ordre de grandeur de

Amax L Emax) €t de déterminer quantitativement la concentration d’espéces absorbant dans ce

domaine spectral.
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 & 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 ( C.N.R.
Rao., 1967)
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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 A . Par exemple, le spectre de dérivé 2-

(ferrocenylmethylamino) benzonitrile est représenté ci-dessous (25°C, acétonitrile) :

3.5

3.|:|—: @ﬁxu
,_J\ | _CN

2.5 E

2.|:|—: @ L

Absorbance
in
1

0.5 4

3.0+

0.5 T T T T T+ T 1 1 L 1 T
200 300 400 =00 EDD 700 800 200 1000
Longuewr d'onde (nm)

Figure 04 : Spectre électronique du dérivé 2-(ferrocenylmethylamino)benzonitrile dans
I’acétonitrile.

On remarque que le spectre de la figure O4est constitué de bandes larges, et non de pics.
De nombreuses transitions énergétiqguement 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
énergétiguement du méme ordre de grandeur, partant et aboutissant aux mémes niveaux
électroniques mais mettant en jeu des niveaux vibrationnels et rotationnels différents.
Différents rayonnements électromagnétiques de longueurs d’ondes légerement 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 4, . 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 I’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: A=¢&IC

Avec | la largeur de la cuve contenant 1’échantillon (donc la longueur du chemin optique),
C la concentration molaire de I’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
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transparentes, peu concentrees 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

température, de 1’édifice et du solvant dans lequel est enregistré le spectre. En se plagant 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

ax )
conditions expérimentales données, mais ne dépend pas de I’appareil utilise . R.S. MullikenJ.
Phys1952

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(A.., ete... ). Dans le cas de molécules
organiques les niveaux électroniques concernés par des transitions dans 1’UV-Visible
correspondent grossierement aux orbitales de valence de 1’édifice et leur énergie est

dépendante de leur nature(o,z) et de leur caractere (liante, antiliante, non liante).

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

E
A

| A

a

bha

Figure 05 : Schéma de I’ordre relatif des niveaux électroniques.

De nombreuses transitions sont donc possibles mais seules celles de plus faibles énergies
conduisent a une absorption dans 1’UV-Visible. La nature ¢ ou m des niveaux impliques
reflétent la nature du groupe fonctionnel présent dans I’édifice. Certaines fonctions

organiques provoqueront donc une absorption, ce sont des chromophores. L’enregistrement
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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 :

Tableau 01 : Ordres de grandeurs de quelques chromophores.

Chromophore Transition A 109 (&1 )
Alceéne 3 175 3.0
Alcool n-o 180 2.5

Aldéhyde — Cétone | z-n" n—r~ | 180;280 | 3.0;15

Acide carboxylique n—r 205 1.5

Nitro n-z 271 <10

La présence de liaisons multiples et de doublets non liants permet en général une bonne

absorption dans ’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 1’effet
bathochrome. Si les alcénes absorbent de fagon caractéristique dans 1’UV, les polyénes voient
leur 4, augmenter avec le nombre de liaisons m conjuguées pour finir par atteindre le

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

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

Figure 06 : Structure de -caroténe.

Une solution de B-carotene 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. Il s’agit alors de
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transitions d-d, en genéral peu intenses et qui conduisent souvent a des absorptions dans le

visible.

3. Amarrage moléculaire
3.1. Introduction

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

Initié au début années 1980, (Souyel B ., 2015). le Docking moléculaire ou amarrage
moléculaire in silico, vise a prédire la structure d'un complexe moléculaire a partir des
molécules isolées. 1l 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 medicaments structurels. Il 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 G. M., Lim-Wilby M. 2008).

3.2. Types du Docking moléculaire

Il existe trois types de docking moléculaire : le premier est le Docking rigide qui est basé
sur le modeéle « 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 l'espace de recherche est beaucoup plus petite, mais si la
conformation du ligand n'est pas correcte, la probabilit¢ de trouver un ajustement
complémentaire sera plus faible. Elle demeure toutefois encore souvent employée pour
I’amarrage protéine-protéine.

Le deuxiéme type est le docking semi-flexible qui est souvent utilisé pour I’amarrage

protéine-ligand. Le ligand étant considérée comme flexible et la protéine gardée rigide.
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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 proteine peut mettre en péril la fiabilité des Lebbad F. résultats du docking, et
rend nécessaire 1’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 (EI Hadj Said K., 2016et Lebbad F.
,2016 et Doss C. G. P., 2014).

3.3. Principes du docking moléculaire

Le docking peut étre réalisé en deux étapes complémentaires : la premiere consiste a
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 deuxiéme 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
proposé

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 S . 2018).
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Figure 07 : Schéma du protocole général de docking.

Les fonctions de notation (scoring) prédisent des facteurs tels que : la force de van der
Waals, I'énergie de liaison, les effets de solvatation, les effets d’entropie, le nombre des
liaisons hydrogénes formées entre la protéine cible et le ligand, et d'autres types d'interactions
intermoléculaires (interactions hydrophobes et électrostatiques) . (Doss C. G. P., 2014 et El
Hadj Said K., 2016)

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

AG = AGcomplexe — AGiigand - AGprotéine

Théoriquement, le complexe est favorable si la variation d’énergie libre globale de
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complexation est négative (AG complexation < 0) ( EI Hadj Said K., 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 hydrogeéne, l'interaction ionique, I'effet hydrophobe et I'entropie de liaison sont pris
individuellement et multipliés séparément 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.( Guedes I. A., 2014 Doss C. G. ,P 2014)

3.4. Applications du docking moléculaire

Le docking moléculaire peut démontrer la faisabilité de toute réaction biochimique telle
gu'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 I'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 medicaments. Il permet aussi
I’optimisation des molécules identifiées pour développer des médicaments plus puissants,
sélectifs et efficaces (Dar A. M., Mir S.,2017)Il est aussi appliqué pour fournir des
hypothéses des différentes interactions afin de faciliter les prédictions des études de
mutagenése, et aider la cristallographie aux rayons X dans l'adaptation des substrats et des
inhibiteurs a la densité electronique. Le docking peut egalement étre utilisé dans les etudes
des mécanismes chimiques et la conception de la bibliothéque combinatoire Morris G. M.,
Lim-Wilby M. 2008 .
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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 macromolécule cible et le ligand. Puis, chaque structure doit étre
préparée conformeément aux exigences de la méthode utilisee. Apres le docking, les résultats
doivent étre analysés (Morris G. M., Lim-Wilby M. 2008).

_)[ Target Selection J [ Ligand Selection Jq_

Y
[ Target Preparation

Ligand Preparation ]

Y

[ Evaluating Docking |
l Results J

Figure 08: Les étapes clés du docking moléculaire.
3.6. Les outils du docking moléculaire

Comme chaque protocole expérimental, I’application pratique du docking moléculaire

nécessite la disponibilité de plusieurs paramétres 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),[59] 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

par la résonance magnétique nucléaire (RMN). En plus des structures 3D, on y retrouve
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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( Ghouti M., Halbigue H. 2019) .

Ces donneées expérimentales appartiennent au domaine public et peuvent étre consulté
gratuitement depuis les sites internet de la banque Cavarelli J.Biocristallographie. 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 (El Hadj Said K., 2016).

b) Ligand :

L’acquisition des structures du (ou des) ligand(s) est une ¢&tape 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 grice 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 D. D., Gupta D 2016 et EI Hadj Said
K. 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 problemes 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, economiques en termes de temps de calcul,
permettent de traiter des systemes moléculaires de grande taille, les méthodes quantiques

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

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

La mécanique moléculaire est apparue en 1930 mais (D.H. 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 I’énergie d’une molécule en fonction de ses
coordonnées atomiques et de chercher des minima de 1’énergie correspondant a des
conformeéres stables .(C. Hetényi et al.,2003. G.M. Keseru.D.K. Menyhard., 1999).

Les techniques de modélisation basées sur la mécanique quantique souffrent d'un
inconvénient majeur : elles sont tres colteuses en termes de temps de calcul et ne sont des lors
applicables qu'a des systemes moléculaires de taille restreinte. Au final, le temps nécessaire
au traitement d'un systéme 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 (R.H. Holmet al., 1996). considére I'énergie d'un
systéeme uniquement en fonction de ses positions atomiques. Cette approximation repose elle
aussi sur les travaux de Born et Oppenheimer. En effet, I'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'é¢tude d'une gamme étendue de
propriétés en décrivant I'énergie d'un systéme par la somme d'une série 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 (I. Bremner., 1998).

Estériq = Estrech + Ebending + Etorsion + Even der waals + Eélectro

Chacun de ces termes possédant une position d'équilibre préférentielle (longueur de
liaison, angle de liaison...). La recherche de I'énergie minimale par optimisation de la

géomeétrie joue un réle primordial. L'énergie de la molécule est exprimée sous la forme d'une
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somme de contributions associées aux ecarts de la structure par rapport a des parametres
structuraux de référence. A cet égard, la mécanique moléculaire ressemble aux modeéles 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 parameétres qu'elles contiennent, un modeéle mathématique, le “"champ de force"”, qui
représente aussi bien que possible les variations de I'énergie potentielle avec la geométrie
moléculaire. Cependant, il n'existe pas encore de modéle unique permettant de simuler tous
les aspects du comportement moléculaire, mais un ensemble de modéles (T. Magali 2004) .
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 potentielle avec la géométrie
moléculaire. Cependant, aucune méthode ne peut garantir de fagon 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 accéde 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 modele
du gaz d’¢lectrons non interagissant. Le but des méthodes DFT est de déterminer des
fonctionnelles qui permettent de donner une relation entre la densité électronique et I’énergie .
La (a) (Parr. R. G. and Yang. W., 1989). DFT a véritablement débuté avec les théoremes
fondamentaux de Hohenberg et Kohn en 1964 ;(P. Hohenberg and W. Kohn .,1964). 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 1’état fondamental d’un systéme.
d) Les méthodes semi-empiriques :

Elles sont utilisées pour modéliser les systemes moléculaires de grande dimension. Elles
sont basees sur deux approximations, la premiére consiste a ne considérer que la couche de
valence (les électrons de valence qui interviennent dans les liaisons chimiques et définissent
donc les propriétés du systeme). La seconde annule les intégrales de répulsion électroniques
multicentres. Utilisant des parametres ajustés aux résultats expérimentaux, elles peuvent

conduire parfois a d’importantes erreurs dans I’évaluation des €énergies totales.

c) Les programmes du docking :
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Les logiciels de docking moléculaire sont des outils tres utiles en biologie, pharmacie et K
médecineMezhoud

A T’heure actuelle, plus de 30 programmes de docking moléculaires (Commerciaux ou
non) sont disponibles. Les plus fréquemment cités sont : Surflex, GOLD, FlexX, DOCK et
AutoDock.

Ils permettent un criblage rapide de vastes librairies de composes. Ces programmes
reposent le plus souvent sur des algorithmes spécifiques tel que : 1’Algorithme génétique

(GA), l’algorithme de Monte Carlo (MC) et 1’Algorithme de construction incrémentale
(IC)...etc,( Dias R. 2008et Forli S., 2016)

Tableau 02 : les principaux programmes de docking moléculaire, le nom de leur éditeur et le
site Internet.

Programmes de Nom de Site Internet
docking PEditeur
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/fr
ed.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://mww.molsoft.com/products.html
LigandFit Accelrys http://www.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html
Surflex Biopharmics http://www.biopharmics.com/products.html

Dans ce travail, nous avons utilisé le programme AutoDock qui est une suite de logiciels
libres et gratuits utilisés pour le docking moléculaire Forli S 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 [Dinteraction ligand-récepteur. Les
mouvements sont effectués par des opérations de translation, de rotation et de changement de
conformation. L’énergie d’interaction est calculée par une fonction énergétique. 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
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du ligand dans le récepteur. Ces techniques prennent mieux en compte la flexibilité du ligand

et permettent I’exploration de régions plus vastes.
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Chapitre 01 Matériels et Méthodes

1. Matériels
1.1. Produits chimiques
v N-ferrocénylméthyLméthylaniline
Isopropanol
Sodium DodecylSulfat (SDS).
Ethanol.
NaHCO3.
Chlorure de sodium (Na CI).
Eau Ultra pure et eau bi-distille.
Acide éthylene Diamine Tétra-acétique (EDTA).
NHA4CI.
Phosphate de potassium dibasique (K2HPO4) .
Phosphate de potassium monobasique.
Tris.
Peroxyde d'hydrogene (H202).
Acétone.

N N N N N N N N VU N N N N

Serum bovin albumine (BSA).
1.2. Matériels biologiques

Le sang du poulet conservé directement dans la glace pour I'extraction de I'ADN.
1.2.1. Matériels de laboratoire

Agitateur thermo-programmable.

Micropipettes ajustables avec des embouts stériles.

Bain de glace.

portoir pour tubes spéciaux de centrifugation.

Vortex.

Centrifugeuse Sigma.

Balance analytique (Shanghai Sunrise Instrument précision 0. 1mg).

Balance électrique de type KERN EMB 2200-0.

Papier abrasif p 4000.

Une cellule électrochimique a trois électrodes.

Un Potentiostat / Galvanostat Model PGZ 301(radiométre analytical SAS).

UV spectrophotométre (UV-1800 SHIMADZU) cuves de Quartz.
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v" pHmeétre 210 MeterLAB.

v Bain marie de type MEMMERT.

v’ Agitateurs magnétiques a plaque chauffante.

v" Verreries (bucher, erlenmeyer, éprouvette, tubes a essai, Pipette graduée...).

2. Etude in vitro
2.1. Méthodes
2.1.1. Prélévements sanguins

Le prélevement sanguin préconisé pour 1’extraction de I’ADN est recueilli stérilement
dans un tube a EDTA un tube en présence d’EDTA, qui est un chélateur ou un inhibiteur de
I’action des enzymes nucléases, une quantité d’environ 1 0 ml est prélevé a la poulet et
conservés directement dans la glace. Cette procédure a ét¢ développée pour s’assurer que
I’ADN est extrait des échantillons de sang de maniére sécuritaire et constante, tout en
¢liminant les risques  contamination et la perte de 1’intégrité moléculaire et structurale. La
constance dans la procédure est importante pour obtenir des résultats de tests comparables et
fiables. Les étapes suivantes sont basées sur les procédures suivies par le Réseau de recherche

sur le cancer (RRCancer) du Fonds de la recherche en santé du Québec (FRSQ).

3. Extraction des acides nucléiques a partir du sang :

La plupart des études génétiques nécessitent la disponibilité des acides nucléiques et les
leucocytes sanguins représentent la source majeure d'’ADN. De trés nombreux procédes
d'extraction des acides nucléiques ont été décrits, et des kits sont actuellement proposés par un
certain nombre d'industriels. Dans la grande majorité des cas, la technique d’extraction des
acides nucléiques doit étre adaptée a 1’échantillon, a la nature du génome, au nombre de
copies et des méthodes de biologie (Adaika. A., 2016). Il existe | plusieurs techniques
utilisées pour I’extraction d’ADN, celle adoptée dans notre étude est la technique du relargage
des protéines a force ionique élevee : la technique de salting-out (Technique au chlorure de

sodium saturé).
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v’ Séparation des leucocytes par hémolyse

L’hémolyse du sang consiste en 1’isolement de leucocytes du sang total par une lyse

hypotonique des globules rouges. Le sang prélevé est traité selon les étapes suivantes

- Ajouter 1volume de solution de lyse des globules rouges par 1 volume de sang (1:1) -

incuber de 20 & 30 min a 4°C.

- Centrifuger a 1500 g pendant 15 min a 4°C.

- Enlever le surnageant.

- Ajouter 1ml de tampon de lyse des globules rouges au culot, bien agiter par vortex et

incuber 20 min a 4°C.

- Centrifuger dans les mémes conditions, que précédemment

- Eliminer le surnageant et recueillir le culot

- Sur ce culot, la méme opération est effectuée une autre fois .

- A lafin, laisser les tubes sécher 5 min a température ambiante.

- Au dernier lavage, le culot doit étre bien blanc et débarrassé de toute trace d’hémoglobine.

- Le culot obtenu des leucocytes est utilisé pour 1’extraction de ’ADN .

v' Extraction d’ADN

- 1l existe plusieurs techniques utilisées pour I’extraction d’ADN, celle adoptée dans notre
étude est la technique du relargage des protéines a force ionique élevée : la technique de
salting-out (Technique au chlorure de sodium saturg).
*Lyse des leucocytes
- Ajouter au culot 1 ml de solution de lyse de GB et vortexer.
- Ajouter 150 pl de SDS (Sodium Dodecyl Sulfate)20% pour détruire la membrane.
-Incuber I’extrait a 55°C pendant 1 h 30 sous agitation.
* Précipitation des protéines
Un volume de 200 ul de Na CI a 6M a été ajouté a I’extrait apres le refroidissement La
suspension obtenue est vortexee vigoureusement jusqu'a avoir un aspect laiteux. Cette
derniére est par la suite centrifugée 10 mn a 13000 trs/mn afin de précipiter les protéines. On
obtient ainsi une phase inférieure organique contenant les débris (protéines, lipides...), une
phase supérieure aqueuse contenant I'ADN et I'interface contient en majorité des protéines et
peu I'ADN. Le surnageant, contenant I'ADN dispersé, est récupéré dans un tube de 5 ml
propre.
*Précipitation de I'ADN
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Apres agitation le mélange est dilué par 1’ajout de 20 ml d'eau distillée et en fin a été
filtré. Une portion du filtrat a été transférée dans un tube a essai et refroidi dans un mélange
glace/eau pendant 5 minutes, Un volume égal d’isopropanol & haute force ionique (99%) a été
ajouté au surnageant récupéré précédemment. On laisse I'ADN se précipiter par agitation
douce en retournant délicatement le tube jusqu'a ce que les filaments d’ADN forment une
méduse ; on récupére I'ADN dans un tube en verre (5 ml) la méduse d’ADN ainsi condensée
est lavée 3 fois & I'éthanol 70% afin d'éliminer les traces de sels : & chaque lavage, ajouter 1
ml I'éthanol 70% afin d'éliminer les traces de sel. Cependant, I'éthanol peut fausser les
analyses realisées sur I'ADN ainsi extrait. On laisse donc le tube ouvert toute la nuit
température ambiante pour que I'éthanol s'évapore et la pélote séchée.

v’ Dissolution de ’ADN

Quand I'ADN est en pelote séche, il ne peut étre utilisé pour des analyses de biologie
moléculaire. On doit donc réhydraté I'ADN dans un volume d'eau distillée stérile qui sera
choisi en fonction de la taille de la méduse. Cette solubilisation nécessite une agitation
continue pendant une nuit a 42 °C ; L'ADN sera totalement réhydraté lorsque la pelote aura
disparu. Apres dissolution compléte, la DO de la solution d'ADN obtenu est mesurée a 260
nm et a 280 nm afin de déterminer la concentration et la pureté de I'ADN extrait. L'ADN
dissout peut étre conserve a +4°C pendant quelques jours ou a - 20°C pour une conservation a
plus long terme. D'ailleurs, 'ADN pure se conserve a - 20 °C, plus de 10 ans.

v Estimation de la concentration de ’ADN et contréle de sa qualité

L’estimation de la quantité¢ et la qualit¢ d’ADN étaient indispensables apreés son
extraction. Les acides nucléiques ont un spectre d'absorption maximum en UV a 260 nm.
Cette absorption est proportionnelle a la concentration de I'ADN. La mesure de la DO se fait
dans une cuve en quartz contre de I’eau distillée a 260 nm et 280 nm afin de pouvoir calculer
le rapport DO260 /DO280, ce rapport renseigne sur le degré de la pureté de ’ADN et sa
contamination éventuelle par des proteines. Un rapport compris entre 1.8 et 2 indique que
I’ADN est propre. La concentration d’ADN a été estimée a 260 nm Selon La loi de Beer
Lambert (réf 6)

Tableau 01 : Rapport de la densité optique

D0260/D0O280 DO 280 DO 260

1.52 0.673 1.023
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-Préparation de ’ADN dénaturé (monobrin)

La solution de ADN préparé précédemment dans 1’eau bouillante 90°C pendant 30min ,tout
de suite aprés transférer dans 1’eau glacé (choc thermique), aprés 30min dans la glace, I’ADN
naturel double brins vas étre dénaturé en simple brins (séparation de deux brins de ADN)
(Bao-Xian et al., 2003).

4. LES Méthodes utilisés pour I’étude de I’interaction ADN ou BSA- FcTris

Il existe de nombreux types de méthodes décrivant 1’étude in vitro de I’interaction ADN-
ligand et BSA-ligand, certains permettent de déterminer les parametres de liaison (mesure de
la constante et 1’énergie libre de liaison).

Nous avons deux méthodes les plus sensibles, les méthodes spectrophotométriques dans
I’UV et visible sont un premier mode de détection, mais les mesures les plus délicates
requiérent le plus souvent les méthodes électrochimiques qui sont tres utiles dans ce cas.

4. 1. Mesures voltammétriques
4.1.1. Appareillage

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

v"Une électrode en carbone vitreux.Diameétre 5.2 mmz2,

Une électrode de référence Hg/Hg2CI2/KCl satureée.

v" Une électrode auxiliaire en platine. Diamétre 3 mmz2.

Le tous sont piloté par un micro-ordinateur Pentium IV (CPU 4.0 GHz et RAM 2 Go)
doté d’un logiciel VoltaMaster4, version 7.08.

4. 1. 2. Réactifs

Solution tampon de phosphate de potassium

Electrolyte

support (Tetra-n-butylammonium tetrafluoroborate, 99%)

éthanol

Azote (Gaz)

Eau ultra pure

4.1.3. Procédure

La réaction entre les dérivés ferrocéniques étudiés et I’ADN ou BSA se fait dans la cellule
électrochimique. Le milieu réactionnel est une solution tampon constitué¢ d’un mélange de

phosphate mono- et bipotassique (KH2PO4+K2HPO4) a 0.1 M et de pH égal a 6, 7.2 et 9.
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Avant chaque mesure on effectue un polissage de 1’électrode de travail en utilisant le papier
abrasif p4000. Aprés polissage, on lave I’électrode avec de 1'eau ultra-pure et on la seéche a
I’air. La surface de 1'¢lectrode présente ainsi 1I’aspect d’un miroir. Ensuit on équipe la cellule
¢lectrochimique avec 1’¢lectrode de référence et 1’¢lectrode auxiliaire, et aussi I’¢lectrode
detravail. On remplit la cellule avec 25 ml d’une solution constituée de 90% éthanol/ solution
tampon contenant le dérivé ferrocénique a étudié, en suite on fait un barbotage d’azote
pendant 10 a 15 minutes pour chasser I’oxygéne de la cellule. On impose un potentiel variable
a une vitesse de balayage fixe et a une température (28 £ 2°C), le voltammogramme obtenu
est exploité pour accéder aux parameétres d’interaction entre le dérivé ferrocénique étudié et
I’ADN ou BSA.

4. .2. Mesures spectroscopiques

4.2.1. Appareillage

Les mesures UV-Vis ont été effectuées en utilisant un spectrométre UV-Vis (Shimadzu 1800)
et une cellule de quartz ayant une capacité volumétrique de 5 ml. L'acquisition de données a
été 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.

4.2.2. Réactifs

- Solution tampon de phosphate de potassium.

- éthanol.

- Eau ultra pure.

4.2. 3. Procédure

Les spectres électroniques de dérivé ferrocénique dans la solution 90% éthanol/solution
tampon de phosphate de potassium ont été obtenu en absence et en présence des

concentrations croissantes d’ADN ou BSA.
5. Etude in silico

5.1. Amarrage moléculaire

5.1.1 Préparation de la Macromolécules (BSA/ ADN)
5.2.1.1. Préparation de ’ADN

Dans notre étude nous avons utilisé I’ADN disponible dans la PDB (code : 1 BNA), la
molécule d’ADN a été téléchargé au format pdb.
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La longueur de cette structure est de 12 nucléotides avec un poids théorique égal a 3.66

KDa et un séquengage dont I’ordre.

Figure 01 : Structure d’ADN d'un dodécamére

- Chain A: DNA (5-D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3
- Chain B: DNA (5'-D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3'

Figure 02 : Structure de la BSA téléchargé de la PDB (PDB ID :
3V03) Résolution 2.7A°, Résidue count1166

5.2.1. 2. Préparation de ligand

Les structures des dérivés ferrocéniques retenues pour 1’amarrage ont été optimisé avec le

logiciel Gaussian 09, elles sont enregistrées sous format pdb. Le logiciel Autodock exige le
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format pdbqt, les ligands sont donc convertis en format pdbqt par le logiciel OpenBabel 2.3.0.
- Amarrage
L’amarrage a été réalis¢ en utilisant le logiciel AutoDock 4.2.6, six étapes sont
nécessaires :
1.Préparation de I’accepteur ADN/BSA
2.Chargement de récepteur et du ligand
3.Configuration des parametres de 1’ AutoGrid
4. Exécution de 1’ AutoGrid
5.Exécution de 1’ AutoDock

6.Analyse de résultats
1. Préparation de I’accepteur

Cette étape est réalisée grace aux commandes suivantes:
- File-Read Molecule- select 1BNA.pdb
- Edit-Delete-Delete Water
- Edit-Hydrogens-Add Hydrogens
- Edit-Hydrogens-Merge Non-Polar

- Edit-Charges-Compute Gasteiger Charge

2. Chargement de récepteur et du ligand

Cette étape est réalisée grace aux commandes suivantes:
- Ligand-Input-Open-ligand.pdbqt
- Ligand-Torsion Tree-Detect Root

3. Configuration des parameétres de I’AutoGrid

Cette étape est réalisée grace aux commandes suivantes:

- Grid-Macromolecule-Chose

- Grid-Select Map Types-Choose Ligand-select Ligand

- Grid-Select Map Types-Set Up Covalent Map-set Energy Barrier Height to 1000 and set
Half-width (angstrom) to 5.00

- Grid-Grid Box-Set number of points in x, y and z-dimension to 100 and set Spacing
(angstrom) to 0.200

- Grid-Select Map Types-Choose Ligand-select Ligand
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- Grid-Select Map Types-Set Up Covalent Map-set Energy Barrier Height to 1000 and set
Half-width (angstrom) to 5.00.

- Grid-Grid Box-Set number of points in x, y and z-dimension to 100 and set Spacing
(angstrom) to 0.200.

4. Exécution de I’AutoGrid

Cette étape est réalisée grace aux commandes suivantes
-Run-AutoGrid
5. Exécution de I’AutoDock

Cette etape est réalisée grace aux commandes suivantes:
- Doking-Macromolecule-Rigid Filname-select 1BNA.pdbqt.
- Docking-ligand-Choose and select ligand.
- Docking-Search Parametres-Génitic Algorithm-set Number of GA Runs to 25.

- Docking-output-Lamarckian GA (4.2) and save output as dock.dpf.
- Run-Autodock.

Fickiiey £ ADN Fichier & ADN
en format pdbgt | €] en format pdb
AutoDock Tools |
ADT
Fichier de Ggand Fichier de igand
en format pdbgt € en format pdb
Prépaver le ficfiier
des paramétres de [a |—» AutoGrid
grid (gef) T
Fichier
Map
Prépaver le fichiier v R .
des paramétres du |—> AutoDock [—> Fiehier docking
dock (dpf) en format dig

Figure 03 : Procédures de docking avec AutoDock.

6. Analyse de résultats

Cette etape est realisee grace aux commandes suivantes :

v Analyze-Confirmation-Play, Ranked by energy and analyze interactions.
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Chapitre 02 Résultats et discussion

Résultats
1. Quantification et analyse de la pureté des échantillons d'’ADN
1.1. Spectre d'absorption UV-Vis de ’ADN

Le spectre d'absorption de I'échantillon d’ADN met en évidence une large bande

d'absorption dans I'UV-Vis, avec un maximum pour A =260 nm.

2.0

Abs
o

0.5

0.0

200 300 00 T00 B00 700 800 T00
Langueur d'onde

Figure 01: Spectre d’absorption de I’ADN.
1.2. Analyse quantitative : Mesure de la concentration

La concentration de I'ADN a été calculé par 1’équation (1) de la loi Beer-Lambert selon la
relation ci-dessous en mesurant I’absorbance a 260 nm avec le coefficient d'extinction molaire
£=6600 L.mol".cm™.

A=clc (1)
Avec : « C » concentration d’acide nucléique en mol.l’l, « € » : coefficient d’extinction, et
« | » : trajet optique en cm.
Le dosage de nos échantillons d'’ADN & 260 nm donne des concentrations 56 x 10 et 213

x 10°® mol/l.
Analyse de la pureté

Le rapport des densités optiques DO,6/DO2g0 est plus souvent utilisé pour évaluer la
contamination de protéines dans une solution d’acides nucléiques. La pureté d’une solution

d’ADN est considérée comme acceptable lorsque ce ratio est compris entre 1.6 — 2.0.
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Tableau 01 : Représentation des résultats des ratios DO,go/DO2gp des échantillons d'ADN
extrait a partir de leucocytes.
Longueur d’onde | DO d’ADN
260 1.404 | 1.915
280 0.793 | 1.064
D0O260/D0O280 1.77 1.79

2. Etude de Pactivité anticancéreuse par voltamétrie cyclique
2.1. Constante et énergie libre de ’interaction FecCH;_ADN et FcCH;_BSA

L’énergie libre de liaison AG de ’ADN et du BSA avec le dérivé ferrocénique N-
ferrocénylméthylméthylaniline a été déterminé par I’étude du comportement anodique de ce
dérivé en absence et en présence d’une concentration croissante d’ADN et du BSA, cette
étude du comportement électrochimique a été réalisé par la technique de la voltammeétrie
cyclique dans une solution 90% éthanol/tampon de phosphate 0.1 M a pH = 7.2, la fenétre du
potentiel était de 0.0 a 1 Volt dans la direction de balayage positif avec une vitesse de
balayage égale a 0.1 V/s. Les voltammogrammes cycliques étaient initialement débuté a 0.0 V
etinverséal.0V.

Les voltammogrammes cycliques a pH = 7.2 en absence d’ADN ou BSA sont caractérisé,
dans le domaine de potentiel étudié, par un couple redox stable et bien définit. Les pics de
potentiel anodique pour le dérivé FcCHg a été apparu a 0.506 V, dans le balayage retour les
pics de potentiel cathodiques a été observé a 0.326 V.

En présence d’ADN et du BSA le potentiel des pics anodiques et cathodiques ont été
déplacé vers les valeurs de potentiel le plus faibles, tableau 1. En outre le couple
ferrocérium/ferrocéne dans le dérivé ferrocénique étudié garde sa réversibilité

¢lectrochimique en présence ou en absence d’ADN ou du BSA.
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Figure 02 : Voltammogrammes cycliques du dérivé ferrocénique étudié (1mM) en
présence de différentes concentrations d’ADN et BSA enregistré sur une électrode de
carbone vitreux dans une solution 90% éthanol/tampon phosphate (KH,PO/K,HPO,) 10™
M a pH = 7.2 avec une vitesse de balayage du potentiel égale a 0.1V/s.

Les voltammogrammes cycliques représentés dans la figure0 2 révélent quel que soit la
portion d’ADN ou du BSA ajoutée, il y a toujours une diminution de la densité du courant
des pics anodiques et cathodiques accompagné d’un déplacement du potentiel des pics

anodiques et cathodiques vers les valeurs les plus faibles.

Les paramétres électrochimiques calculés a partir des voltammogrammes cycliques de

la figure 02 sont regroupés dans le tableau suivant :
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Tableau 02 : Paramétres électrochimiques calculés a partir des voltammogrammes

cycliques de la figure0 2

Adduit Concentration(uM) | E, (V) ip, (uA/cm?) | E,, (V) ip, (uAlcm?)
0 0.503 155.4 0.327 153.3
1.24 0.465 147.2 0.303 146.6
1.65 0.444 143.4 0.291 144.3
FCCHs ADN 2.08 0.444 139 0.281 139.1
2.72 0.431 134.6 0.277 134.6
3.96 0.424 122.7 0.270 121.9
5.81 0.420 103.8 0.270 101.9
6.67 0.417 95.61 0.266 96.3
! ! ! | | |
0 0.446 134.3 0.328 133.6
1.21 0.439 126.2 0.325 127.8
2.04 0.432 119.4 0.321 118.5
3.57 0.432 115.7 0.318 116.7
FcCHs_BSA
4,72 0.418 110.1 0.311 109.1
5.62 0.411 106.3 0.304 106.9
8.02 0.411 97.62 0.297 96.92
10.13 0.411 86.43 0.294 87.63

La decroissance du courant de pic anodique des dérivées ferrocéniques par l'addition de

diverses concentrations d'/ADN et u BSA a été utilisée pour quantifier la constante de liaison

en utilisant les équations suivantes (Q. Feng1997):

1
log————

[ Mac ]

=logK +log pi .

Too = 1p

L’¢énergie libre de liaison est calculée a partir de la valeur de K en utilisant la relation

thermodynamique suivante :

AG=-RTInK
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R, constante des gaz parfait

T la température en kelvin

Le tracé de log en fonction de log '/ donne une ligne droite (Figure 1)
[Mac] Too =1,

avec une interception en « y » égale au logarithme de la constante de liaison K.

60
v=1,0007% + 465405 . &8
R = 09881 s8  v=0.70281x + 5 01525

3 RI=D,00643
T 1
B giﬁ
E- EE

i
'-;' 4
X
:.1 =
= L= =1
L.|.= i'iﬂ" o L] [ 1] [.E-] |0 LT T4

Luogifigd
Figure 03 : Tracés de log en fonction de log '/ utilisés pour calculer les
[Mac] Iho =1,

constantes de liaison de dérivé ferrocénique étudié avec I’ADN et le BSA.

Les valeurs obtenues des constantes liaisons et des énergies libres de liaison des adduits
FcCH;_ADN et FcCH;_BSA sont regroupées dans le tableau 03:
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Tableau 03 : Consentes et énergies libres de liaison calculées a partir du tracé

i ip. .8 =
log }[/Mac] en fonction de log AO _i, @ pH =7.2.

) i ) ) KM | -4G
Adduit log log—— | Equation |R .
[Mac] o =1, ) (KJ.mol-1)
591 1.25
5.78 1.08
5.68 0.93
y =0.70x 1.04
FcCH3_ADN | 5.57 0.81 0.996 s | 28.65
+5.01 x 10
5.40 0.57
5.24 0.30
5.18 0.20
| L
5.92 1.19
5.62 0.90
5.45 0.79
y = 1.00x 4.84
FcCH3_BSA | 5.33 0.66 0.987 . | 26.75
+4.68 x 10
5.25 0.58
5.10 0.43
4.99 0.26

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’ADN

et du BSA avec le dérivé ferrocénique étudie.
2.2. Détermination du rapport des constants de liaison

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’ADN
et du BA avec le dérivé ferrocénique étudié.

Le mode d'interaction FCCH; ADN et FcCH; BSA peut étre évalué a partir de la

variation du potentiel formel. En géneéral, le décalage anodique du potentiel formel
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(déplacement vers les valeurs les plus positives) est causé par I’intercalation du composé
étudié avec la structure de la macromolecule( M. Aslanoglu, Anal .,2006). bien que le
décalage cathodique (déplacement vers les valeurs les plus négatives) ait été causé par
I'interaction électrostatique du composé cationique étudié avec le phosphate anionique du
squelette de I'ADN .( N. Liet et al., 2005).

Ainsi, le déplacement négatif du potentiel de pic (décalage cathodique) dans le
comportement de CV de dérivé ferrocénique (FCCHg3) par I'ajout de I'ADN ou du BSA peut
étre attribué a la liaison électrostatique du cation ferrocénium des dérivés étudiés chargées
positivement avec I'ADN ou BSA polyanionique. Le déplacement de potentiel de pic vers les
valeurs les plus négatives indique en outre que 1’anion Fe (II) du dérivé FcCH3 est plus facile
de s’oxyder en présence des macromolécules parce que sa forme oxydée est plus fortement
liée a I'ADN et au BSA que sa forme réduite (forme neutre). Pour un tel systéme, ou les deux
formes de dérivé ferrocénique réagissent avec I'ADN et avec le BSA, le schéma 1 ci-dessous
peut étre appliqué.(X. Chu .,1998).

-— + } o

FeCH; == FcCH; + e E{
-— + + - EO

FcCH;-Mac == FcCH3-Mac e b

Figure 04 : Chemins réactionnels des réactions électrochimiques du dérivé ferrocénique libre
et celui li¢ a I’ADN ou au BSA.

Avec E? et E. est le potentiel redox de la forme FcCH; non liée et liée respectivement a

I’ADN et au BSA, Ky et K¢q SOnt respectivement leurs constantes de liaison.
L’application de la relation de Nernst au processus ¢électrochimique de la forme non lié

avec I’ADN ou BSA donne la relation suivante :

CH,(Il1)]

) [ Fe
Ef = Ef +0059|09W
3

Pour la forme liée on obtient la relation suivante :
[ FeCH, (1) _Mac]
[ FcCH, (1) _Mac |

A I’équilibre on a E; = E, et on obtient la relation :
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E, = EJ +0.0591lo0g



Chapitre 02 Résultats et discussion

E; —E, =0.0591o0g Koy

red

Pour déterminer le rapport Kox/Kred, des voltammogrammes cycliques du dérivé
ferrocénique en absence et en présence de 6.67 uM d’ADN et de 10.13 uM de BSA ont été

obtenus figure 05.

I i

Figure 05 : Voltammogrammes cycliques de FCCH3 (1mM) en absence d’ADN et
de BSA (ligne noire) et en présence de 6.67 uM d’ADN et de 10.13 uM de BSA (ligne
rouge) enregistré sur une électrode de carbone

Une électrode de carbone vitreux dans une solution 90%éthanol/ tampon phosphate
(KH,POL/K,HPO,) 0.1 M & pH = 7.2.
Les valeurs de déplacement du potentiel des pics anodiques et cathodiques et la baisse de
leurs courants, ainsi que le rapport des constantes de liaison sont tabulées dans le tableau 04.
Tableau 04 : Données électrochimiques de la forme libre de FCCH3 et celui de 1’adduit
FcCH;_ADN et FcCH3_BSA.

. _ i
Composé | ip, (uA/em®) | E, (V) | ip, (uAlcm?) | Ey (V) | Eq (V) %
FcCHa 155.4 0503 | 1533 0327 | 0415 | 1.01
FcCHa_ADN | 95,61 0417 | 963 0266 | 0.3415 | 0.99
FeCH; 134.3 0446 | 1336 0328 0387 | 1.01
FCCHq_BSA | 86.43 0411 | 87.63 0294 | 0.3675 | 0.99

Eo est calculé a partir de la relation suivante :

Epa+EpC
2
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Le tableau 1 montre que le potentiel des pics anodiques et cathodiques des adduits est
supérieur de celui de la forme non liée du dérive ferrocénique, les constatations sont
observées pour le potentiel formel Eq. Les valeurs du rapport ipa/ipc traduit parfaitement la
réversibilité du systeme ferrocénium/ferrocéne.

La variation de valeur du potentiel formel AE, calculé a partir de la relation 9, ainsi que

le pourcentage de la baisse de la densité du courant anodique %Aip est calculé a partir de
relation 10 sont représenté dans le tableau 1 :
AE, =E}-E; 9)

%Aip = 100—~P2x 100 (10)

a0

Tableau 05 : Rapport des constantes de liaison, déplacement de potentiel formel et

pourcentage de la baisse de la densité du courant des pics anodiques de 1’adduit étudier.

Adduit AE; (V) %Aip Kox ! Kieg
FcCH; ADN 0.0735 1 15.66
FcCHs_BSA 0.0195 1 4.075

La baisse de la densité du courant de pics anodiques est attribuée a la diminution de
concentration en dérivé ferrocénique suite a la formation de I’adduit FCCH3;_ADN ou
FcCH3;_BSA qui se diffuse plus lentement. La diminution de la densité du courant des pics
anodiques en présence de macromolécules peut étre utilisée pour le calcul de la constante de
liaison, tandis que le déplacement de valeurs de potentiel des pics peut étre exploité pour la
détermination du mode d'interaction.

On remarque, d’aprés la valeur du rapport Kox / Kred dans le tableau 05 que la forme

oxydée Fc(l11) réagit plus quantitativement que celle de la forme réduite Fc(ll).
2.3. Coefficient de diffusion

L’interaction de dérivé ferrocénique avec ’ADN et le BSA a été aussi étudiée en
mesurant les coefficients de diffusions du dérivé non lié et celui de I’adduit. Afin de calculer
les coefficients de diffusion du composé FCCH3 non lié et celui de 1’adduit FcCH3;_ADN et
FcCH3;_BSA, plusieurs voltammogrammes cycliques sont enregistrés a différentes vitesses de
balayage du potentiel 100, 200, 300, 400, 500 mV/s en présence et en absence d’ADN et

BSA, les voltammogrammes obtenus sont représentés dans la figure 06.
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Ip [nAiow]
Ip [nAienr]

Ip [pdicm®]
Ip [wAinr]

Figure 06 : Succession des voltammogrammes cycliques du dérivé ferrocénique étudié
(1mM), en absence d’ADN (a) et de BSA (b), et en présence de 6.67 uM d’ADN (a’) et 10.13
uM de BSA (b’), enregistré sur une électrode de carbone vitreux dans une solution 90%

éthanol/tampon phosphate (KH,PO4/K,HPO4) 10 M & pH = 7.2.

Les courants des pics anodiques a différentes vitesses de balayage du potentiel sont
tabulés dans le tableau 06.
Tableau 06 : Courant des pics anodiques enregistrés a différentes vitesses de balayage de

potentiel et a pH =7.2.

C (uM) | FcCH;_ADN FcCH; BSA
W 0 6.67 0 10.13
10.00 155.4 95.61 134.3 31.82
14.14 234.8 106.6 220.08 36.61
17.32 280.2 112.9 261.38 30.01
20.00 325.7 120.3 206.18 41.4
22.36 354.1 132.7 324.47 44.59

Pour confirmer davantage l'interaction de composé FCCH3 avec I'ADN et le BSA, les
densités du courant des pics anodiques ont été tracé en fonction de la racine carrée de la

vitesse de balayage du potentiel avant et aprés I'addition de I'ADN et le BSA, en utilisant
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I'équation de Randles—Sevcik (C.M.A. Brett, A.M.O. Brett1993) , figure 06.

3 1 1
ip, = 2.69x10°n2 ACD2V 2

ip, : la densité du courant de pic anodique, n : nombre des électrons mise en jeu, A : surface
de I’¢lectrode du travail, C : la concentration de dérivé ferrocénique, D : coefficient de
diffusion, et V : la vitesse de balayage du potentiel.

La figure 07 montre que les coefficients de diffusion des adduits FcCH;_ADN et

FcCH3_BSA sont toujours inférieur a celui de dérivé ferrocenique non lie.

=
b LM o

=0

Is,

1o [ BsA
1504

120

Figure 07: &. Tracé de la densité du courant anodique ip, en fonction de la racine carrée de

vitesse de balayage du potentiel V en présence de 6.67 uM d’ADN et 10.13 uM de BSA a pH
=7.2.

Les coefficients de diffusion sont calculés par la régression linaire des tracés de la
relation ipa = f (v), les coefficients de diffusion sont obtenus a partir de la pente des équations
obtenues de régression. Le tableau 1 regroupe les coefficients de diffusion obtenus a pH = 7.2.
Tableau 07 : Valeurs des coefficients de diffusion de dérivé ferrocénique non lié et celles des
adduitsa pH = 7.2.

Composé Equation R? D (cm?/s)

FcCHj; y =16.09x + 0.325 | 0.992 2.117 x 10
FcCH; ADN |y =2.831x +66.15 | 0.960 6.556 x 107’
FcCH3 y=15.13x - 6.428 | 0.978 4.682 x 10°
FcCH; BSA | y=0.991x + 22.07 | 0.989 2.008 x 10°®
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3. Etude de Pactivité anticancéreuse par spectroscopie électronique

En spectroscopie électronique, si un composé interagit avec une macromolécule,
'absorbance et la longueur d'onde de ce composé subit une variation suite a 1’addition de cette
derniere. La variation d'absorbance et de longueur d'onde peut étre utilisée pour la
détermination des parametres de liaison. Il est bien connu dans la littérature scientifique que
les techniques spectroscopiques UV-visible sont particuliérement utilisées pour I'étude de
I’interaction des dérivés ferrocéniques avec I’ADN et le BSA en raison de leur couleur
intense, ce qui permet les mesures spectroscopiques dans le domaine visible Pour les dérives
ferrocéniques qui interagissent avec I'ADN ou BSA la constante de liaison peut étre évaluée
par spectrophotométrie d'apres I'équation de Benesi-Hildebrand suivante (H. A. Benesi, J H.
Hildebrand. 1949 )

A __% . % 1
A-A, &-¢ &—g K[ Mac]

Ou Ay est I'absorbance du composé libre, A 1'absorbance de ’adduit, & et &, sont

respectivement leurs coefficients d'extinction molaire.

La constante de liaison, K est évaluée a partir du rapport pente/interception du tracé du
terme A-A de I’équation précédent en fonction de }[/ Mac] .

Dans ce qui suit, les résultats de mesure des constantes de liaison K et des énergies libres
de liaison AG des adduits FcCH;_ADN et FCCH3_BSA obtenus par la voltammeétrie cyclique
ont été validés par la spectroscopie électronique.

Ces deux parameétres ont été déterminés par 1’étude de la variation d’absorbance de dérivé
ferrocénique en absence et en présence d’une concentration croissante d’ADN et BSA.

Cette étude du comportement spectroscopique a été réalisée par la technique de la
spectroscopie UV-Visible dans une solution 90% éthanol/tampon de phosphate 0.1 M a pH =
7.2, la gamme des longueurs d’ondes balayée était de 350 a 900 nm.

Les spectres ¢lectroniques a pH = 7.2 en absence d’ADN et de BSA sont caractéris¢, dans
la gamme des longueurs d’onde étudiée, par une bande d’adsorption stable et bien définit. La
bande d’absorption pour le dérivé FCCH3 a été apparu a 436.8 nm, la bande d’absorption
associée a cette longueur d’onde est égale a 0.52.

La figure 08ci-dessous présente la variation de 1’absorbance de dérivé ferrocénique
FcCH3; en fonction de la concentration d’ADN ou le BSA ajoutée. Les spectres électroiques
représentés dans la figure 3.4 révelent que quel que soit la portion d’ADN ou de BSA ajoutée,

il y a toujours une diminution de 1’absorbance moléculaire accompagnée d’un déplacement de
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longueur d’onde vers les valeurs les plus faibles.
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Figure 08 : Spectre électronique des Fc (ImM) en présence de différentes concentrations
d’ADN et de BSA dans une solution 90% éthanol/tampon phosphate (KH,PO./K,HPO,) 10™
MapH=7.2.

Les concentrations d’ADN et du BSA ajoutées ainsi que les valeurs d’absorbance
obtenues a partir des spectres électroniques de la figure sont regroupées dans le tableau 1

suivant :

Tableau 08 : Valeurs des absorbances tirées a partir du spectre d’absorption UV-Vis du

Figure08

[ADN] uM | Abs | [BSA] uM | Abs
0.00 0.446 | 0.00 0521
1.19 0.435 | 0.43 0.494
2.27 0.425 | 0.82 0.465
3.26 0.403 | 1.17 0.452
4.17 0.387 | 1.50 0.431
5.00 0.373 | 1.80 0.409
5.77 0.357 | 2.08 0.396
6.48 0.343 | 2.33 0.384
7.14 0.311 | 257 0.371
7.76 0.297 | -- -
8.33 0.289 | -- —
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En se basant sur la diminution d’absorbance du dérivé ferrocénique suite a I'addition de

différentes concentrations d'/ADN ou de BSA (figure 34), la constante de liaison a été évaluée

a partir du tracé de A A en fonction de % Mac] selon I’équation citée auparavant. La

constante de liaison est calculée du rapport pente/interception.

¥ =-53.3880x 417151
F =051
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Figure 09 : Tracés de %Mac] en fonction de A A, utilisés pour calculer les constantes

de liaison de dérivé ferrocénique étudi¢ avec ’ADN et le BSA.

Les valeurs obtenues de la constante de liaison et I’énergie libre de liaison de
l'interaction de dérivé ferrocénique avec I’ADN et le BSA sont regroupés dans le tableau

suivant :
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Tableau 09 : Consentes et énergies de liaison calculée a partir du tracé }f Mac] en fonction

de %—% ApH=72.

K -AG
Adduit %Mac] %_AO Equation | R? (M| (KJ.mol-
DD
0.84 -40.55
0.44 -21.24
0.31 -10.37
0.24 -7.56
y=- 7.97
0.20 -6.11
FcCH;_ADN 53.59x - | 0.992 | x 27.98
0.17 -5.01 .
4.27 10
0.15 -4.33
0.14 -3.30
0.13 -2.99
0.12 -2.84
2.33 -19.30
1.22 -9.30
0.85 -7.55
y=- 3.58
0.67 -5.79
FcCH;_BSA 8.04x — |0.994 | x 25.99
0.56 -4.65 .
0.29 10
0.48 -4.17
0.43 -3.80
0.39 -3.47

4. Etude de Pactivité anticancéreuse par amarrage moléculaire

L’¢étude de 1'amarrage moléculaire de complexe synthétisé FcCHj3 at été ancré dans la
structure 3D de I’ADN et ainsi dans la structure de la protéine de BSA afin de prédire le mode
de liaison possible du complexe avec les macromolécules et de mieux visualiser les

interactions.
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Les études de simulation moléculaire predisent également le site de liaison sélectionné

ainsi que la meilleure configuration de ligand étudie a I'intérieur du récepteur cible.
4.1. Optimisation structurelle

La structure de conformation 3D entierement optimisée de FCCHj3 est présentée a la
FigurelO:

Figure 10 : Représentation ORTEP de FcCHs. Les ellipsoides de déplacement sont dessinés
au niveau de probabilité de 30 % et les atomes H sont représentés sous forme de petites
spheres de rayons arbitraires. Les codes de couleur sont : le carbone gris, I'nydrogéne blanc,
I'azote bleu, et le fer vert.

Les études d'amarrage moléculaire de ligand FCCH3 a été réalisée sur une structure
cristalline tridimensionnelle d’ADN dodécamére (PDB ID : 1BNA) et une structure cristalline
tridimensionnelle d’albumine de sérum bovin (PDB ID : 4F5S) ; extrait de la Protein Data
Bank (http://www.pdb.org) (Gilles, C et al., 1996).
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Figeur 11 : Structure tridimensionnelle de I’ADN (PDB ID : 1BNA) (a) et de BSA (b) (PDB
ID : 4F5S) téléchargé depuis Protéine Data Bank (http://www.pdb.org).

4.2. Simulations d'amarrage

L'amarrage moléculaire a été réalisé afin de prédire le mode de liaison possible de dérive
de ferrocéne préparé a I’ADN et BSA 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 du récepteur, des atomes d'hydrogene ont été ajoutés et des
charges partielles ont été attribuées au fichier de structure de la macromolécule. Les énergies
libres de liaison, les constantes de liaisons résultantes des adduits ancrés FCCH3;_ ADN et
FcCH;_BSA est résumée dans le Tableau 10.

Tableau 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 (M) -AG (KJ.mol™)
FcCH;_ADN 8.06 x 10* | 28.01
FcCH; BSA 413 x 10" | 26.35

La vue de I’interaction présentée dans la Figure 12 indique le positionnement des
complexes étudiés dans le site actif de la protéine.

De plus, les résultats d'amarrage de FCCH3 avec I’ADN et le BSA ont clairement montré
la formation des liaisons électrostatique (Figure 12) entre le ligand étudié et les récepteur

cibles.
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Figure 12: Poses d'amarrage de FCCH3 avec I’ADN (a) et avec le BSA (b) illustrant
I’interaction de tous les adduits.

Dans le cas de I’ADN le ligand FcCHj3 forme deux liaisons hydrogéne, un est entre
I’atomes d'oxygene du DA17 et I’hydrogene de la fonction méthyl de FcCH3, I’autre est entre
I’atome d’azote du ligand et le DG23, (Figurel2).

Dans le cas du BSA le ligand FcCH3 forme une seul liaison hydrogene, entre I'atome
d'azote de FcCHgs et I'acide Tyrosine numéro 160 (TYR160) (chaine A), (Figure 12b).

LU140A

Figure 13: Liaisons électrostatiques entre le ligand étudié et les acides aminés et les bases
nucléiques. (Les lignes en gris montrent les liaisons hydrophobiques, les lignes bleu indiquent
les liaisons hydrogenes).

La distance entre des liaisons hydrogéne sont résumées dans le tableau 11.
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Tableau 11 : Longueur des liaisons hydrogéne formées entre le ligand étudi¢ I’ADN et le

BSA.

ADN

Reésidu BN Distance H-A Distance D-A

17A DA 2.13 3.02

23A DG 2.15 2.99
|

BSA

Reésidu AA Distance H-A Distance D-A

160A TYR 2.12 3.09

Les valeurs des énergies libres et des constantes des liaisons obtenues expérimentalement

par CV et UV-Vis sont comparées avec celles obtenues par amarrage moléculaire, tableau 1.

Tableau 12 : Comparaison des consentes (M™) et énergies libres de liaison (KJ.mol™)

déterminées a pH = 7.2 avec celles obtenus par amarrage moléculaire

Méthodes | CV uv Amarrage moléculaire

Adduits K -AG K -AG K -AG

FcCH; ADN 1.04 x10° | 28.65 |7.97x10* |27.98 |8.06 x10* | 28.01

FcCHs_BSA 484 x10* 2675 358x10* | 2599 |4.13x10* 26.35
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Discussion

Notre ¢étude a pour but d'‘évaluer Iactivité biologique du dérivé N
ferrocénylméthylméthylaniline (FCCHj3), qui est un dérivé ferrocénique synthétisé a partir de
la réaction du sel quaternaire et le méthyl aniline. D’aprés littérature les dérivés ferrocéniques
ont une capacité d’interagit avec 1’acide désoxyribonucléique (Gasser, G, et al., 2011 et
Muhammad Khawar, R, et al., 2015) comme avec I’albumine de sérum bovin (Adaika, A
et al., 2021 et Lanez, E., 2019). L’interaction entre le FcCH3 avec I’ADN et le BSA a été
déterminé par différents méthodes d’études, in silico pour confirmer cette interaction
théoriquement, in vitro, par la spectroscopie UV-Visible et I’électrochimie.

In silico, I’étude de I’interaction entre le dérivé ferrocénique et la macromolécule ciblée
révele que le dérivé ferrocénique interagit avec I’ADN et le BSA d’une fagon spontané traduit
par la valeur de 1’énergie libre (AG = -28.63 et -27.09) (Friedli, C., 2002 et Infelta, P.,
Graetzel, M., 2006). En effet, le dérivé ferrocénique se lic a I’ADN en formant 2 liaisons
hydrogenes et avec le BSA par la formation d’une seule liaison hydrogéne ce qui empéche la
réplication de 1’acide nucléique et donc, I’arrét de la division cellulaire. Cela peut étre
expliqué par le fait que les cellules cancéreuses caractérisées par une prolifération anormale et
anarchique dans l'organisme (Gassier, J., Morel-Haziza, C., 2003), I'attaque de ces cellules
par le dérivé ferrocénique qui interagit avec I’ADN en empéchant leurs multiplications, de ce
fait, le dérivé N-ferrocénylméthylméthylaniline considéré théoriquement comme un
anticancéreux potentiel. Nos résultats sont en accord avec les études de Altaf, A.A, et al.,
2016 et Lanez, E., 2016 qui ont montré par docking I’interaction d'autres dérivés
ferrocéniques avec I’ADN comme avec le BSA.

In vitro, en spectroscopique UV-Visible I’étude de la variation d’absorbance de dérivé
ferrocénique en absence et en présence d’une concentration croissante d’ADN ou de BSA
donne une valeur négative de 1'énergie libre de Gibbs (AG = -27.9) cela indique la spontanéité
de la réaction entre le dérivé ferrocénique et I'ADN et BSA par une interaction physique
(Friedli, C., 2002 et Infelta, P., Graetzel, M. 2006). Le spectre électronique du dérivé
ferrocénique révele que quel que soit la portion d’ADN ou de BSA ajoutée, il y a toujours une
diminution de I’absorbance, les changements d'absorbance se produisent généralement,
lorsque les molécules se lient a 'ADN ou a la BSA par intercalation (Can, et al., 2014).

L’¢étude par méthode électrochimique de I’interaction de FcCH3 et I’ADN ou bien le BSA
montre que la valeur de I'énergie libre est négative (AG = -28.9) et moins de 30 KJ/mol, ce
qui confirme que l'interaction de dérivé ferrocénique avec ces macromolécules se fait

spontanément par interaction physique.
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Drailleurs, Lorsque I’ADN est ajouté a une solution de FcCH3, une diminution de courant
de pic anodique est remarquée et les changements de potentiels de pic a de valeurs positives
sont observés. Il semble que cette diminution du courant de pic est provoquée par
I'intercalation de FCCHj3 a la masse de macromolécules (Altaf, A.A, et al., 2016).

Nos résultats montrent que la forme réduite du dérivé ferrocénique réagit plus
quantitativement que celle de la forme oxydée traduit par la valeur du rapport Kox / Kred
(Molina, A et Gonzalez, J. 2015).

Pour connaitre davantage l'interaction de FcCH3 avec I'ADN et le BSA, la représentation
linéaire du pic des courants de FCCH3 libre et lié sur la racine carrée de la vitesse de balayage
suggere que la réaction d'oxydo-réduction est cinétiquement contrblée par I'étape de diffusion.

Dans les travaux antérieurs le coefficient de diffusion en présence d’/ADN ou de BSA est
inférieur a celle du FcCHs libre cela peut étre due a la formation d'adduits FCCH;_ADN et
FcCH3_BSA qui deviennent lourd. Généralement les molécules a grande masse moléculaires
ont un faible coefficient de diffusion c'est-a-dire se diffusent lentement a la surface de
I'électrode (Shah, A., 2010). Nos résultats est comparable avec les études antérieures. En

effet, le coefficient de diffusion de FcCHj3; libre est plus que le FcCHs lié.
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Conclusion générale

L’interaction d'ADN avec des ligands tels que les anticancéreux sont important pour de
nombreux domaines de la science. En fait, beaucoup des procédés intracellulaires tels que la
division cellulaire et I'expression des génes dépend de la topologie de I'ADN, qui, a son tour,
dépend des propriétés mécaniques de la molécule d’ADN. Cependant, certains médicaments
tels que le N-ferrocénylméthylméthylaniline présentent une forte affinité pour 'ADN des
cellules cancéreuses. Lorsque ces médicaments se lient a I'ADN, ils peuvent inhiber sa
réplication, I'arrét de la croissance tumorale.

L'objectif de notre thése est I’évaluation in vitro, in silico de I’activité anticancéreuse des
dérivés N-ferrocénylméthylméthylaniline,

Les résultats suggerent que les techniques électrochimiques peuvent Dans cette étude
nous avons étudié I’interaction de dérivés Ferrocénique avec de I'ADN et la BSA par deux
méthodes de mesures spectroscopique UV-Visible et électrochimique. Ces deux méthodes,
montrent une variation dans les valeurs de la constante de liaison ainsi les valeurs de I’énergie
libre de Gibbs et la taille de site d’interaction. Cependant, les valeurs négatives de I'énergie
libre de Gibbs indiquent la spontanéité de I'interaction de ces dérivés avec I'ADN et la BSA.
En outre, les résultats de I'interaction entre la BSA et les dérivés synthétisés indiquent que ces
derniers pourraient étre distribués et transportés in vivo, nous pourrons dire que ces Composés
peuvent étre des bons candidats des produits antitumoraux.

L’étude in silico confirme les résultats obtenus in vitro et que montrent que ces dérives
possedent une activité antimutagéne en se lient a ’ADN et la BSA par intercalation ou par
liaison électrostatique (généralement non spécifique) avec la structure chargée négativement
d’acide nucléique sucre-phosphate et I'interaction de liaison avec le petit ou le grand sillon
d'’ADN.

Etre utilisés avec succés pour la détermination du mécanisme des réactions d'oxydo-
réductions. Le mécanisme d’action proposé pour les composés biologiquement importants
devrait fournir des idées profondes dans la compréhension des voies mécanistiques

inexplorées par laquelle ces médicaments exercent leur action biochimique.
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