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Résumé

Le dérivé de ferrocene a une activité biologique €elevée, ce qui lui permet d'étre désigné
comme antibiotique potentiel. Cependant, pour valider son utilisation, il est nécessaire de
suivre ses effets secondaires et sa cytotoxicité

Le but de notre étude est d'évaluer I'activité antibactérienne de la N-Férocéenylméthyl 3-
fluorométhylaniline in silico et in vitro.

Les résultats ont montré in silico en évaluant les propriétés physico-chimiques et la
pharmacocinétique du dérivé du ferrocene via le serveur web swiss ADMT qui montre une
réponse a la base de Lipniski et Veber en raison de la solubilité et de la facilité d'absorption
du dérivé. En revanche, le serveur Web protoxIl confirme que le dérivé ferrocénique
n'est pas toxique comparable avec la gentamycine. Cependant,

Le Docking moléculaire a montré une interaction entre le dérivé et de la protéine
membranaire d'Escherichia coli pas des liaisons électrostatiques entre les acides aminés de la
protéine et les ligands étudiés.

En outre, les résultats de I'étude antibactérienne in vitro contre les souches bactériennes
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Klebsilla pneumonia ont montré que les zones
d'inhibition ainsi que l'absorptivité moléculaire par spectroscopie UV-Vis augmentent chez
Escherichia coli avec I'augmentation de la concentration du dérivé. En revanche, nous avons
observé une résistance envers les autres souches cela est expliqué par I'absence des zones
d'inhibition comparé avec la gentamycine, nous pouvons alors conclure que ce dérivé peut
étre un candidat antibiotique en complétant ce travail par la détermination de CMI et CMB et

la synergie avec des autres antibiotiques

Mot clés : ferrocene, activité antibactérienne,docking, E.coli, spectroscopie UV-Vis, swiss
ADMT, protoxllI.
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Summary

The ferrocene derivative has a high biological activity, which allows it to be designated
as a potential antibiotic. However, to validate its use, it is necessary to monitor its side effects
and its cytotoxicity.

The aim of our study is to evaluate the antibacterial activity of N-ferocenylmethyl 3-
fluoromethylaniline in silico and in vitro.

The results showed in silico by evaluating the physico-chemical properties and
pharmacokinetics of the ferrocene derivative through the swissADMT web server which
shows a response to the basis of Lipniski and Veber due to the solubility and the ease of
absorbing the derivative. On the other hand, the web server protoxll confirms that the
ferrocene derivative is not toxic comparable with gentamicin. However, Molecular docking
showed an interaction between the derivative and the membrane protein of Escherichia coli
not electrostatic bonds between the amino acids of the protein and the ligands studied.

In addition, the results of the in vitro antibacterial study against the bacterial strains
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Klebsilla pneumonia showed that the zones of
inhibition as well as the molecular absorptivity by UV-Vis spectroscopy increase in
Escherichia coli with increasing the concentration of the derivative. On the other hand, we
observed a resistance towards the other stocks this is explained by the absence of the zones of
inhibition compared with the gentamicin, we can then conclude that this derivative can be an
antibiotic candidate by supplementing this work by the determination of CMI and CMB and

synergy with other antibiotics.

Keywords: ferrocene, antibacterial activity, docking, E. coli, UV-Vis spectroscopy,
swisSsADMT, protoxll,
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Introduction

Le XIXe siecle a été marqué par 1’essor de la chimie organique qui a permis du
développement en chimie médicinale (Le Borgne, M). Elle-méme une science qui a encore
beaucoup a apprendre. (Batu Dirersa, W., 2014). L'un des objectifs essentiels de la

communauté medicale est de présenter des nouveaux agents thérapeutiques antimicrobiens

La chimie organométallique a realise une grande avancée, apres la decouverte du
ferrocéne ou les chimistes organométalliques ont permis 1’élimination de la barriere existante
entre la chimie organique et la chimie inorganique en traitant tous les composés inorganiques

et organiques a un niveau moléculaire (Mokhtari R ., 2012).

Cet intérét ne cesse de croitre vu que les composés a base des métaux de transitions
présentent un large spectre d'activités pharmacologiques qui leur a permis d’étre largement
explorés en médecine pour le traitement de diverses maladies (K. Dhahagani .,2018 ; K.
Venkateswarlu et al,2018).

Le monde microbien était inconnu et invisibles a I'eeil nu. Mais et a partir du 17°™ siécle,
le chercheur néerlandais VVan Leeuwenhoek a pu développer un instrument de laboratoire qui
lui permettait de voir les microorganismes et les appela communément les microbes, ou

animalcules. (Sow, 2013).

Considérés comme une des révolutions médicales du XXéme siecle, les antibiotiques ont
apporté un immense bénéfice a ’humanité, en de tuer (effet bactéricide) ou d’inhiber la
croissance (effet bactériostatique) les bactéries pathogenes a faible concentration, et possédant
une toxicité spécifique vis-a-vis de celles-ci. (F. Bambeke et al., 2008 ; J. Berthet et
al.,2006) Malheureusement, 1’utilisation de ces molécules a rapidement été suivie par

’apparition d’une résistance bactérienne aux traitements.

La résistance microbienne peut étre intrinséque ou acquise. Les microbes peuvent
acquerir une nouvelle résistance lorsqu’il se produit une mutation spontanée dans leurs génes
ou lorsqu’il y a un transfert de nouveaux genes provenant d’une autre espece. L’information
génétique portant la résistance qui est transférée d’une espéce a une autre se trouve sur les
chromosomes ou les plasmides. (Madigan et coll., 1997). Ces génes codent pour des
enzymes spécifiques a la destruction et ’inactivation des agents antimicrobiens. Ceux-Ci sont

nommeés les plasmides de résistance, ou les plasmides R.

Au cours des décennies, la résistance microbienne a évolué jusqu’au point ou elle
présente un grand probléme dans le domaine de la santé publique a I’échelle mondial. Il n’y a

gue quelques agents antimicrobiens pouvant étre utilisés contre certains pathogéenes et ce



Introduction

nombre continue & diminuer (Mitscher et coll., 1999). Il est donc devenu nécessaire de

trouver de nouvelles molécules a activité antibactérienne.

A la lumiere de ces travaux nous avons effectué cette étude qui a pour objectif de
synthétiser le dérivé N- Ferrocenylmethyl 3-fluorométhylaniline et d'étudier ses effets
biologiques par deux approches. D'abord I'étude in silico a éte fait par trois méthodes,
premierement nous avons étudier les propriétés physicochimique et pharmacocinétique par le
serveur web SWISS ADMT et la prédiction de la toxicité par le serveur PROTOX Il En fin le
docking moléculaire est fait pour déterminer les parameétres d'interaction et le 1C50. Ensuite
I'étude in vitro comporte I'évaluation de son effet antimicrobienne. En effet, Cet derniére a
été effectué par la méthode spectroscopique (UV-VIS) et par la détermination de diameétre de
zone d'inhibition pour déterminer le IC50 de pouvoir antimicrobien comparer avec la

gentamycine
Pour cela notre travail est reparti en deux parties essentiels:

v' La premiére partie: comporte une apercus bibliographique constitué de trois
chapitres : le premier chapitre comporte la chimie de ferrocéne et de dérivé
ferrocénique étudié, le deuxiéme chapitre contient une généralité sur les bactéries et
les antimicrobiennes et le troisieme chapitre inclue contexte théorique des techniques
expérimentale utilisées).

v La deuxiéme partie: se compose de deux chapitres, le premier comporte les matériels
et les méthodes et le deuxiéme intitulé résultats et discussion comprenant la
présentation des différents résultats obtenus et ses interprétations.

v' En fin une conclusion générale qui valorise notre travail avec des perspectives
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I.1. Histoire de la découverte de ferrocéne

La chimie des métaux de transition était maitrisee par les chimistes allemands
avant la deuxiéme guerre mondiale. Cette discipline a été transférée aux anglais et aux
américains apres la deuxieme guerre mondiale. En 1951, Kealy et Pauson ont publié
pour la premiere fois dans un article célebre au journal Nature, la synthése de
bis(cyclopentadienyle) ferrocene (1). T.J. Kealy et P.L. Pauson ont essayé de préparer
le dihydrofulvalene par oxydation d'un réactif de Grignard de cyclopentadiényle
suivant I'équation. Le composé obtenu a partir de cette réaction était un produit
orange et thermiquement trés stable.

2C5 H5 MgBr + FeCI3—(C5H5 )2 Fe

La structure proposee par Pauson pour ce composé a une forme de résonance

dans laquelle le fer est lié au cyclopentadiényle par une liaison sigma avec une

formule ionique canonique comme le montre le figur 01

Q@ e e

Figure 01 : La structure de résonance proposée par Kealy et Pauson (Ahmed, S.A.,
2016)

En 1952, G. Wilkinson et R. B. Woodward ont déduit correctement la structure
sandwich (Laszlo & Hoffmann, 2000). La structure sandwich unique du ferrocene a
d'abord été prédite par spectroscopie infrarouge et par résonance magnétique
nucléaire, puis confirmée par cristallographie aux rayons X en 1954 (Behera, 2005).
En fait, Wilkinson a partagé le prix Nobel pour son travail En 1973 (Kauffman,
1983).

L

>

Figure 02 : La structure du ferrocene proposée par Wilkinson et ses collaborateurs
(Madani, 2012).
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Robert Burns Woodward qui fit la déecouverte avec Geoffrey Wilkinson, ne recut
pas le Prix Nobel de chimie contrairement a ce dernier. Certains historiens pensent
que Woodward aurait d( partager ce prix avec Wilkinson. Du méme avis que les

historiens, Woodward lui-méme écrivit une lettre au comité Nobel12

1.2.Définition du ferrocéne

Le ferrocéne est un composé organométallique de formule Fe(C5H5)2. Il se
présente sous forme d’un solide orange avec une odeur caractéristique (Cyril K.,
2010). C’est le prototype des métallocénes. Il est composé de deux cycles
pentadienyle entourant un centre métallique. Ils sont aussi appelés composés «
sandwich » (Zerari, A., 2013).

Figure 03 : Ferrocene sous forme de poudre orange (Zayya, 2013).

1.3.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. Figure 4

Figure 04 : structure cristalline de ferrocéne
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1.3.1. Liaison et structure électronique du ferrocéne

La longueur moyenne de la liaison C-C dans les deux cycles pentadiényle du
ferrocéne est de 1.389 A, une valeur qui est trés proche de celle du benzéne (1.395A).
En plus de la longueur de liaison C—C dans les cycles pentadienyle qui est différente
pour chaque métallocenes, une autre liaison caractéristique de chaque métallocenes

est celle de M-C. Pour le ferrocéne, la longueur Fe-C est égale a 2.03A (Terki, 2007).

Le ferrocene est de loin le plus stable des métallocénes. L'atome de fer dans le
ferrocene est a I'état d'oxydation +2. Chaque cycle pentadienyle est donc chargé une
fois négativement, amenant le nombre d'électrons 7 a six sur chaque cycle. lls sont
donc aromatiques. Ces douze électrons -6 pour chaque cycle forment des liaisons
covalentes avec le métal. Ajoutés aux six électrons de la couche d du fer, le complexe

complait a la régle des 18 électrons (Bioud &L assoued, 2015).

1.3.2. Synthese et structure duferrocenes
Les ferrocenes sont facilement obtenus par réaction du cyclopentadiénure de
sodium sur le chlorure de fer anhydre, en milieu éthéré. (Zerari, A., 2013)

2 NaC5H5 + FeCl2 —  Fe(C5H5)2 + 2 NaCl

IIs sont constitués de deux anions cyclopentadiényles paralleles complexant un
ion Fe2+. Les deux cyclopentadiényles donnent chacun 6 stabilités au complexe. En
plus, le fer fournit 6 électrons, ce qui donne lieu a un complexe a 18 électrons
(Hanzab, N et Houas, M., 2013)

<=

Figure 05 : Structure correcte de ferrocene (Kotz, J,2008).
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1.4 .Propriétés du ferrocéne

1.4.1. Propriétés physiques du ferrocéne

Le ferrocene est un solide cristallin orange, de masse molaire 186,04 g.mole-1 ,
de point d'ébullition 249°C et d’un point de fusion 173-174 °C. le ferrocene se
décompose a partir de 400°C, sa solubilité dans ’eau est d'environ 0,1 mg/ml & 21°C,
100 mg/ml dans le DMSO a 19.5°C. Le ferrocéne est également soluble dans I’acide
nitrique dilué, 1’éther, le benzéne, I’acide sulfurique concentré mais insoluble dans

I’acide chlorhydrique concentre.

A température ambiante, le ferrocéne est le plus stable des métallocénes, d’une
odeur de camphre. Les études ont montré qu’il est sensible a I'exposition prolongée a
I'air et lumiére. Le ferrocene forme avec l'acide nitrique dilué et I'acide sulfurique

concentré des solutions rouge foncé avec une fluorescence bleue. La diffraction par

Fe Fe Fe /C"z

) 3)
rayons X et la diffraction électronique en phase gazeuse (K. L. Rinchart, et coll, J.,
1960) indiquent que la conformation la plus stable est celle dans laquelle les deux
cycles sont pratiqguement éclipsés2 La conformation décalée des cycles a une énergie
supérieure d'environ 4 kJ.mol rapport a celle de la conformation éclipsée. En solution,

la libre rotation des deux cycles peut étre bloquée par la formation dune liaison

intramoléculaire 3 .

1.4.2.Propriétés spectrales

v Infrarouge: La spectroscopie infrarouge du ferrocene est relativement simple a
cause de sa structure symeétrique. Il présente une bande d'absorption a 3075 cm-1
équivalente a I'élongation de la liaison C-H aromatique. Il existe uniquement
quatre bandes apparentes : deux a 811 et 1002 cm-1 sont équivalentes a la
vibration de flexion de C-H, et une a 1108 cm-1 équivalente a la vibration
antisymetrique du cycle de pentadiényle. La bande d'absorption a 1411 cm-1 est
équivalente a la vibration d'éloignement antisymétrigue de C-C du
cyclopentadienyle non substitué (W. E. Moffitt, J. Am. Chem., 1954)

Yo
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Figure 06: spectre IR de ferrocene
v Résonance Magnétique Nucléaire RMN *H Le spectrale RMN H de la molécule

de ferrocene est trés simple, il présente un seul pic correspond aux dix protons de
deux cycles de cyclopentadiényles a 4.15 ppm. Figure 7. RMN 23C De méme le
spectrale RMN 13C de la ferrocene présente un seul pic a 68 ppm correspond aux

dix atomes de carbone de deux cycles de cyclopentadiényles. Figure 8.
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Figure 07: spectre RMN tH de ferrocene Figure 08: spectre RMN 3C de

ferroceéne

1.4.3.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 ferrocene en milieux organiques tel que le

10
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dichlorométhane, 1’acétonitrile et le DMF peut étre décrit par une réduction réversible

a un électron, conduisant au ion ferrocérium (N. Walker, D.Stuart., 1983).

Fe = = Fe

= =

-+

Figure 09:Oxydation mono électronique réversible de la ferrocéne

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

mono électronique

ImA)

E(mWv)

Figure 10:VVoltammogramme de ferrocéne enregistré sur une électrode de platine
dans I’acétonurie 10 * M en présence de tétrabutylammoniumpairchlorate 10 'M a v
=100 mv/s.

Les valeurs des paramétres électrochimiques tirées de voltamogramme de la
figure 1.5 sont regroupées dans le tableau 1.1. Ces valeurs renseignent sur les critéres
de rapidité et de réversibilité.

Tableaux 01: Valeurs caractéristiques des paramétres électrochimiques de ferrocéne

Epa Epe Ipa Ipe Ei2 AEp
(mV) (mV) ( pA/cm?) ( LA/cm?) (mV) (mV)
439 362 16.9 -16.69 380 77

11
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1.4.4. Le Processus chimique

H H H
1
2

L'acidité du cyclopentadiéne (pKa = 20) est relativement forte en comparaison

avec les alcanes (le pKa de méthane est de I'ordre de60)

Cette acidité 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 1'ion OH— en solvates trés efficacement le contre-ion

Na

NaOH , DMSO
-H

Une amine suffisamment basique comme le diéthylamine peut étre utilisée pour

T

former I'ion cyclopentadiényle a partir du cyclopentadiene (Khalef, 2012).

La réaction directe du cyclopentadiene avec le chlorure ferreux en présence de
diéthylamine, peut étre adoptée pour synthétiser I'ion cyclopentadiényle a partir de
cyclopentadiene, et méme une diamine peut jouer le réle d'un accepteur de HCI
(Bechki, 2012).

FeCl2 + 2C5H6 + 2R3N THEF—€E5M5 )2Fe + 2R3N +HCI

Le cyclopentadiénnylthalliume peut étre utilisé également comme un produit de

départ pour la préparation du ferrocéne (Mahmoudi &Nemsi, 2009).
TiC5H5 + FeCI2——  (C5H5)2Fe + 2TiCl
C5H6 + TIOH—> TIiC5H5 + H20

Le réactif de Grignard du cyclopentadiéne, intermédiaire facilement obtenu, a eté
utilisé par Kealy et Pauson pour leur préparation historique du ferrocéne. Cette

technique a été développée par Pauson en1955.

12
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2C5H5MgBr + FeCl2—>  (C5H5 )2Fe + MgBr2 + MgCl

Le succes de cette méthode est du a la solubilité du chlorure ferrique dans les
solvants organiques. Aucune réaction ne se produit si I'halogénure ferreux est
insoluble dans le solvant, mais des rendements élevés de ferrocéne sont obtenus si
I'ion ferreux est "solubilisé" par chélation, comme dans le complexe d'acétylacetone-
dipyridine(G.F. Cor1954) . Dans la reaction de Grignard, un exces du réactif est

nécessaire.

Plusieurs autres méthodes de synthése du ferrocene ont été proposées. 1l peut étre
préparé par réaction directe du cyclopentadiéne avec le fer métallique, par la réaction
du chlorure ferreux avec le cyclopentadienyle de sodium dans un solvant
d'ammoniaque et la réaction du cyclopentadiene avec le complexe ferreux

d'acetylacétone-dipyridine(G. Wilkinson, Paus1954).

Une méthode de préparation du ferrocéne et des composés analogues a été

développée par Wilkinson suite a une synthese de travaux de plusieurs équipes de

2@ +2N3L€mb 2@ Na® 4+ H,

2CHs Na* 4+ FeCl, —YHE _  (CiH),Fe + 2NaCl

recherche . Cette méthode est basée essentiellement sur la déprotonation du
cyclopentadiene par oxydoréduction avec le sodium dans le xyléne, suivie par une

réaction du sel de cyclopentadienyle avec le chlorure ferreux dans le THF.

D'autres méthodes importantes de la préparation du ferrocene sont regroupées

dans le tableau. 1.2

13
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Tableau. 02: Synthése du ferrocene a partir du cyclopentadiene

SOURCE DU FER BASE SOLVANT RENDEMENT
FeCl» Na T.H.F. 67-73
FeCls Na EtO +4
FeCl- Na EtOH Ca.50-90

FeCl..4H-0O Na EtOH 30
FeCl» K (Et) O 50
FeCls Tl THF 98
FeCl: Tl (Et)2NH 68
FeCls NaC-H NH; +4
FeCls CsHsMgBr THF 51
FeCl: EtMgBr PhOCH: 38
FeBra (Et)2NH (CH:OCH:)2 ca.90
FeCl-: (Et)sN Excés d'amine 14-20

Fe(CO)s 275-400°C ca.40
FeaOs 300°C ca.50
FeO(from FeCQs) 350-400C 15
Fe AlOs 300C 40-50
Fe CH:CO-Na
|.5.Réactivite

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

cyclopentadienes substitués.

1.5.1. 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 pentadienyle repose sur la formation directe d'un

complexe sigma sans participation du métal. Deux mécanismes sont proposes :

14
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Meéecanisme (1) : il comporte un processus en deux étapes. La premiere 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 deuxieme étape est une réaction

d'inversion SE2

— =

Rapid
apide Fo Lente Fo + H

=) o o

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

de la configuration.

- e N

Lente Rapide Fe +  H

Fe

DN CION (D)
1.5.2. Réaction d'Oxydation
Le ferrocéne est oxydé a l'ion ferrocénium par une large gamme d'agents

d'oxydation. Au cours de cette oxydation, l'atome de fer qui peut étre considéré
formellement a I'état de Fe(ll) dans le ferrocene, est oxydé a l'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 ferrocéne porte une charge positive et résiste a toute attaque

électrophile.
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Le ferrocéne peut exister sous d'autres formes d'oxydation. Ces différents états
redox se caractérisent électro chimiquement par voltameétrie 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.

1.5.3.Réaction Avec les électrophiles

Le ferrocene se comporte comme la plupart des aromatiques, permettant la
synthese de dérives substitués. Une expérience classique de démonstration est une
réaction de Fried el Crafts avec I'anhydride acétique en présence d'acide phosphorique
comme catalyseur. En présence de chlorure d'aluminium, Me2NPCI, et le ferrocene
réagissent pour donner la ferrocenyldichlorophosphine, alors que le traitement avec la
phenyldichlorophosphine dans les mémes conditions conduit a la P,P-diferrocenyl-P-
phenyl phosphine(P. Coppens in Cristallographique Computing1970).

1.6. Applications et utilisation du Ferrocéne

Les applications du ferrocéne dans la chimie sont en effet vastes. De nouveaux
catalyseurs complexes utilisant des dérivés ferroceniques sont produits chaque jour.
Des polymeres aux catalyseurs, aux composés chiraux, le ferrocéne a attiré I'intérét de
nombreux chimistes. Les possibilités d'employer ce composé sont illimitées; ainsi il y
a beaucoup de domaines de recherche sur le ferrocéne qui n'ont pas encore été

explorés.

Le ferrocéne s'est avéré étre I'un des composes les plus utiles et les plus intrigants
dans les composés organométalliques et a apporté un grand changement a la

communauté chimique.
Et voici quelques utilisations du ferrocéne et ses dérives :

* Le ferrocéne est utilisé, comme matiere a ajouter au carburant, des puissants
réacteurs puisque elle permet aux propriétés d’oxydation, d’augmenter 1’énergie de la
réaction, thermique ce qui donne au réacteurs une énergie supplémentaire de
propulsion équivaut a 40% ,Comme, il peut étre (le ferrocene) associé dans différents
types de combustion, étant donné qu’il joue un réle important dans la réduction de la
fumeée, le contrdle de la pollution et I’allongement de la durée de vie des réacteurs de

propulsion (R.H. Blessing, Cryst., 1987) .
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« Il peut étre utilisé comme un facteur de protection dans le polyéthylene.

* Quelques dérivés du ferrocene peuvent étre utilisé dans la protection des fines

couches des poles photo électrochimiques (PATSEE., 1985) .

* L’ajout du ferrocéne fixe la polymérisation de la matiére cellulosique et lui donne

une certaine rigidité, contre la chaleur et I’air (Cano, J.Benito., A1995).

 Certains dérivés du ferrocéne sont utilisés comme insecticides(Torres, J. C.,

Pilli2002).

* Le ferrocene est utilisé dans I’amélioration de la stabilité thermique, du plastique et

du caoutchouc.

* I’application biologique et pharmaceutique (fabrication des médicaments telle que :

La pénicilline, céphalosporine, et refamycines)
* La lutte contre certaines bactéries

1.7. Utilisation des dérivés ferrocéniques
v" Chimie pharmaceutique de ferrocene :

Un autre domaine de recherche d'intérét particulier pour I'industrie
pharmaceutique et d'autres industries, est la préparation des dérivés du ferrocene pour
I'utilisation en tant que catalyseurs chiraux. Le dérivé du ferrocéne qui a au moins
deux substituant différents dans le méme cycle pentadiényle est un composé de
chiralité planaire. Ivar Ugi a réalisé la premiere synthése des ferrocenes disubstitués
de chiralité planaire en 1970 & Munich, en Allemagne.

La synthése des composés chiraux est développée, et une grande famille de
produits d'intérét pharmaceutique et industriel a été synthétisée. Les expériences ont
également montré que le ferrocéne peut étre utilisé dans le domaine croissant de la
recherche pharmaceutique pour la synthése des complexes, impliquant les Tc(V) et les
Re(V) du ferrocéne dithiocarboxylate (FcCS2 =[Fe(C5H5CS2)(C5H5)]- ) [70] et le
ferrocéne contenant un groupe de CS2, dont la structure a permis de réaliser des

échanges simples ou multiples d'électrons.

Ce comportement redox pourrait alors étre utilisé dans la médecine nucléaire en

tant qu'agent diagnostique ou thérapeutique. Plusieurs autres travaux en syntheése
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organique et organométallique ont développé des medicaments pour différentes

maladies en utilisant les ferrocenes et ses dérives.

v La Chimie médicinal de ferrocene :

Le ferrocéne a attiré une attention particuliéere car il offre des propriétés
attrayantes telles que laneutralité, la lipophilie, de bonnes propriétés redox, une
stabilité chimique et une faible toxicité. De nombreux composes ferrocéniques
présentent une fascinante activité antibactérienne, antifongique, clavage d'ADN,
cytotoxiques et activité anti tumorale. L'utilisation du ferrocéne dans la chimie
médicinale est un domaine de recherche vigoureux, certains dérivés du ferrocenesont

treés actifs dans les dosages in vitro et in vivo (Sansook., 2017).

v/ L'activité anti-oxydante:

Les dérivés du ferrocene contenant des atomes d'azote sont connus pour avoir in
vitro unecapacité de piégeage des radicaux libres et une activité antioxydant.
L'activité antioxydant desdérivés de ferrocene a d'abord été étudiée a la fin des annees
1950, lorsque Acton et Silversteinont rapporté la synthése et I'évaluation antioxydant
de certain nombre de ferrocéne carboxyamidesN-substitués et de dérivés de
ferrocénylamine. Zhang et Liu ont également étudié l'activité antioxydant des
ferrocénylhydrazones et ont découvert qu'ils présentaient une activitéantioxydant
intéressante. Depuis lors, un grand nombre de composés ferrocéniques ont

étésynthétisés et évalués en termes d'activité antioxydant (Khelef et Lanez., 2015).

v L'activité anticancéreuse

Ferrocéne a un effet anti-tumoral chez des souris portant des métastases
pulmonaires établiesde mélanome B-16, I'effet anti-tumoral maximal a été atteint a
des doses de 0,05 a 0,2 mg / kg etils ont constaté que des doses inférieures ou

supérieures ne sont pas efficaces (Gormen, M., 2010).

v L’activité anti-Toxoplasmose

L’atovaquone est une molécule utilisée dans le traitement de la toxoplasmose. En
raison deproblémes d’intolérance, de concentrations et d’effets secondaires de
I’atovaquone, des recherches sur de nouvelles molécules restent nécessaires. Des tests
biologiques a partir des homologues ferrocéniques de I’atovaquone ont été réalisés.
Trois de ces dérivés ferrocéniques, possédant une chaine alkyle de 6 a 8 carbones en
R2, se sont révélés actifs sur des souchesToxoplasmes. De plus, ces nouveaux
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composés sont particulierement efficaces sur des souches résistantes a 1’ Atovaquone
(Barameea et al., 2006).

v L’activité antivirale:

L'activité des dérivés ferrocéniques antiviral basé sur I'étude de I'effet de ces
COMpOosés sur virusVIH, responsable des symptomes du
syndromed'immunodéficience ; 1l a été montré que les dérivés ferrocéniques entravent
la multiplication du virus de SIDA en inhibant I'enzyme de transcriptaseinverse, mais
son effet inhibiteur sur I'ADN et I'ARN polymérase de la cellule héte est plus

important (Hemmami, 2017).

1.8. Dérivé N-Ferrocéne

1.8.1.Synthese de dérivé N- Ferrocenylmethyl 3-trifluorométhylaniline
F

|
C—F
S~ ¢ |

Formule générale: C,q HyoF3FeN

:5: M:389.24g/mol

Figure 11 : Structure chimique de N-Ferrocenylmethyl N-3-trifluorométhylaniline.
Le dérivé N'-ferrocénylméthyl-N'-3 trifluoromethylaniline a été préparé a partir de la
réaction de sel quaternaire de 1’iodure de Ferrocenylmethyltriméthylamonium(500
mg, 1,28 mmol)avec le 3-trifluoromethylaniline(1 ml, 2,56 mmol) dans 1’eau bidistillé
a une température 110°c durant 6h, selon le chemin réactionnel de synthese illustré

dans le schéma suivant:

N* (CH3); F Iz
| CH
‘=
F

-
H,N |

+ H20 _ Fe
T=(100-120°C |

==
<~ =

1) ()] (©)

Figurel2 : chemin réactionnel de synthése de dérivé N-
Ferrocenylmethyltrifluoromthylaniline (1) :sel quaternaire, (2) : la base 3-

trifluoromethylaniline et (3) : le dérivé ferrocénique synthétise).
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Le produit de synthese donne une masse de 72 mg (rendement : 31,30%) de
poudre solide d’une couleur orange avec une Rf 0.888. Le compos¢ est recristallisé a
partir d'un mélange d'éthanol. Eau pour donner des cristaux orange avec un point de
fusionde 71,7 ° C

1.8.2. Propriétés physique et analytique des derivés ferrocéniques synthétisées

Les dérivés synthétisés sont des solides qui se présentent sous forme d’une
poudre colorée. Ils sont d’une grande stabilité a 1’air et a température ambiante et ne
demandent pas de conditions particuliéres de conservation. Les résultats des données
analytiques et spectroscopiques de ces composés sont conformes aux structures
proposeées.

Des tests de solubilité sur I’ensemble des dérivés révelent que les dérivés(Fc-tris,
DMAMEF, Sel quaternaire) sont solubles dans 1’eau ainsi que les autres solvants
organiques. En revanche, les drivés (Fc3FManiline, Fc2Claniline et Fc3Clanilinea

sont soluble dans les solvants organiques et insoluble dans I’eau.

Les propriétés analytique et physique des complexes synthétisés sont regroupées

dans le tableau3.

Tableau 03 : Caractéristiques physicochimiques des dérivés ferrocéniques synthétisé

Nom de dérivé | M Formule | point  de | TEMPS Rdt Rf
ferrocénique brute o
a (g/mol) fusion°c | ) (%) (CH2CI2)
Fc3FManiline 389.24 CaoH22 71.7 6 31.30 0.88
3FFeN

1.8.3. Caractérisation structurelle et identification des dérivés synthétisés

Aprés avoir procéder a la synthése organique de dérivés ferrocéniques, nous
passerons a I’identification de la structure des produits obtenus qui se fait par Une
analyse spectroscopique a savoir UV-Vis, FTIR et RMN H! et RMN C® et une

caractérisation électrochimique.
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1.8.2.1.Caractérisation UV-VIS

Les dérives ferrocéniques sont des produits colorés, ils absorbent donc dans le

UV-visible. lls sont de couleur jaune- orange a marron foncé, il absorbe donc les

longueurs d’onde complémentaires, correspondant a leurs couleurs.

Tableau 04: Tableau de correspondance Couleur — Longueur d’onde

Couleur

Rouge

Orange

Jaune | Vert | Cyan |Bleu | Indigo | Violet

Longueur

d’onde (nm)

750

600

580 540 510 475 440 400

De maniere générale, les spectres des composés ferrocéniques présentent ses
bandes dans le domaine UV- visible. Donc, nous avons réalisé le spectre d’absorption

de nos produits synthétisé pour des longueurs d’onde comprises entre 200 et 900 nm.

Les spectres UV-Vis des composés abordés dans ce chapitre sont en grande partie
invariants, deux bandes de faible énergie étant observées dans la plage des 440 et 300

nm, indiquant que la nature du substituant a un impact négligeable sur les propriétés

électroniques du ferrocenyl.

L
sel quaternaire

Absorbance

T T T
300 400 500 600
Longueur d'onde(nm)

Figure 13 : Spectroscopie électronique UV-Vis de dérivé N- Ferrocenylmethyl 3-
trifluorométhylaniline
Le spectre UV-vis de composé de base de la préparation de la plus part des
dérives ferrocéniques affiche deux bandes caractéristiques, la premiére est signalé a la
longueur d’onde signalé¢ dans ’'UV, Amax1 =322 et la deuxiéme dans le domaine du

visible a une longueur d’onde Amax2 =432 nm correspondant a la transition (n—x*).
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1.8.2.2.Comportement électrochimique par voltametrie cyclique
L’¢étude électrochimique par voltameétrie cyclique des dérivés synthétisés été
effectuée en solution organique, 1’acétonitrile (ACN), 1’¢électrolyte support est le

Bu4NBF4 a une vitesse de balayage 100 mV/s.

Le produit a étudier est dissous dans la solution contenant le sel du fond. Des
voltamogrammes cycliques de tous les composés ont été enregistrés en utilisant le
couple ferrocéne / ferrocénium comme étalon redox interne. Chacune présentait un
pic réversible a un électron, di a l'oxydation du groupe ferrocenyl en cation
ferricénium. Les mesures sont effectuées en générale dans le domaine 100-900mV.

Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau 4.

Les potentiels électrochimiques du composé sont caractérisés par deux vagues
bien définies dans la région de potentiels positifs qui montrent un processus redox
correspondant au couple Fe (111)/Fe(1).(ADAIKA, 2020).

Courant(pAvenr)

T T T T T T T T
(o] 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Potentiel(mV)

Figure 14:Voltamogrammes cyclique de dérivés ferrocéniques FM3FManiline
10M enregistré en milieu organique (acétonitrile) en présence de Bu4NBF4 10°M a
differentes vitesses de balayage sur une électrode de CV.

La réversibilité¢ de la réaction d’oxydoréduction a ét¢ démontrée par voltametrie
cyclique, les parametres electrochimiques tirés de voltammogramme de ferrocéne
montrent que le processus d’oxydoréduction se fait d’une fagon rapide, réversible et
mono électronique.

Les valeurs des paramétres électrochimiques du ferrocene renseignent sur les critéres

de la rapidité et de réversibilite.
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Tableau 05: Valeurs caractéristiques des donnés électrochimiques tirés des

voltamogrammes des produits synthétisés a une vitesse de balayage 100mV/s

Produits | Ipa(HA) | Ipc(LA/cm?) ip, Epa (V) | Epc(V) Ei2 (V)
ip,
Fc3FMA | 6.914 -5.411 1.277 0.511 0.443 0.477

ip,

D'apreés le tableau 5, le rapport est proche a l'unité, le couple étudié constitue alors

[

un systéme rapide et réversible. En comparant les valeurs de potentiel de demi-vague
de composé étudié avec celui de ferrocéne on constate qu’il est déplacé vers les
valeurs les plus positives. Les composés étudiés deviennent difficilement oxydables,
donc on pourra dire que les groupements substitués sur le ferrocene a un effet électro
attracteurs et que la réaction est rapide et mono électrique.

En résumé les données caractéristiques des résultats spectroscopique UV-Vis et
électrochimiques pour les dérivés synthétises sont tabulés dans le tableau 6

Tableau 06 : Données spectroscopique et électrochimiques de dériver ferrocénigue.

Compose ferrocénique Amax (M) E1r (V) a100mV/s

FM3FMA 314 0.477

1.8.2.3.Caractérisation par la méthode spectroscopique d’identification FTIR
L'analyse par spectrométrie infrarouge se base sur la caractérisation des composés
etl’identification des groupements fonctionnels des molécules, a partir de ce principe
nous sommes amenés a utiliser cette méthode d'analyse dans la caractérisation de nos
composés a l'aide d'un appareil de type SHIMADZU entre 4000 et 400 cm™,

Les échantillons ont été analysés sous forme de pastilles KBr.
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Figure 15: Spectroscopie FT-IR de dérivé FM3FMA

L’examen des spectres IR des dérivés synthétisés a permis de relever les
principales bandes d’absorption (en cm™) qui sont les suivants :
IR FM3FMA v(cm™) : 3413 (N-H), 2920 (C-Haromatic), 1102.42,1059.15,1155.10
(ferrocene),1599.080 (C=C aromatique), 2026.128(C-C), 814.590 (phenyl a deux
substution, 2920 (aromatic-H group), 1160 (C-F).
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Introduction

La bactériologie est une discipline scientifique consacréee a I'étude des bactéries.
La bactériologie a pour but d'identifier les bactéries, de les classer et d'étudier leurs
interactions, c'est-a-dire, chez I'nomme et I'animal, le rdle de I'une par rapport a l'autre
avec le milieu extérieur. Le but de la bactériologie médicale est d'identifier les
substances pouvant exister entre différentes souches bactériennes, source d'infection
chez I'hnomme. Les micro-organismes font partie d'un groupe d'organismes vaste et
extrémement diversifié. Ces organismes sont regroupés en fonction d'une seule
propriété : ils sont si petits qu'ils ne peuvent étre observés sans l'aide d'un microscope.
Les micro-organismes sont essentiels a la vie. En revanche, ils peuvent étre a I'origine
de nombreuses maladies animales et végétales et de contaminations alimentaires.
(Nicklin et al., 2000).

Les termes « antimicrobiens » ou « agents antimicrobiens » font simplement
référence a tous les types de médicaments naturels et/ou synthétiques susceptibles de
diminuer la multiplication de microorganismes ou de les détruire sans endommager
les tissus de l'organisme. L’utilisation de tel ou tel moyen dépend des
microorganismes visés, de son environnement et de ’intensité de 1’action souhaitée.
Parmi eux, on retrouve notamment les agents physiques et aussi les agents chimiques
comme : les antibiotiques, les antiseptiques et les sulfamides. Les agents
antimicrobiens sont couramment utilisés pour le traitement et la prévention des
maladies chez I’humain et les animaux. ((Meyer et al.,, 2004) et (Billing et
Sherman,1998)).

2. Les bactéries

2.1. Définition

Les bactéries sont des micro-organismes qui provoquent des maladies graves ou
une colonisation mineure de la peau. La plupart des bactéries se multiplient en
quelque heure ou jours, dautre se developpent plus lentement, entrainant des
infections chroniques difficiles a traiter. Les bactéries ont un grand potentiel
d'adaptation génétique. lls contiennent souvent de I'ADN plasmidique, qui est capable

de transférer du matériel génétique au sein d’une espece ou dans différentes especes.
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Cette adaptation génetique peut augmenter leur phathogénicité et leur réesistance a
I’antibiotique. (Hart et Shears,1997).

2.2.Structure bactérienne

Certaines structures sont présentes chez toutes les bactéries, ce sont les éléments
« constants » ; d’autres sont retrouvés seulement chez certaines bactéries : ce sont les
éléments « inconstants » ou « facultatifs. » ((Fasquelle, 1971) et (Javillier et al.,
1972))

) Paroi - membrane plasmique
Eléments constants - Périplasme-Cytoplasme - Chromosome

Ribosomes - Polysome

Capsule - Pili et Fimbriae - Flagelle
Elément facultatifs se—— Misosomes - Plasmide -Vacuole a gaz -
Inclusions de réserve - La spore

Capsule Inclusions
- Membrana
y Paroi ) Y oytopliasmique
/ I / f
¢ ! . 1 P
® . =
— S
i =
ra
I . -
' ) § N
/ f f ~
( ¥
\) cuol ' :
2 =
Chromosome g o Cytoplasme
Ribosome Plasmide

Figurel6 : Structure générale d'une cellule bactérienne (Bertrand et al., 2011).
2.3. Les Morphologies bactériennes

Les bactéries peuvent étre sphériques (coque ou cocci), en forme de batonnet
(bacilles), ou intermédiaires (coccobacilles). La plupart prennent la coloration de
gram, les bacteries a gram positif (Listeria innocua, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis) en bleu-violet, les bactéries a gram négatif (Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Salmonella thyphimurium) en rosé. (Hart et Shears,1997)
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Figurel? : Les morphologies bactériennes (Hart et Shears, 1997).

2.4. La structure de la paroi entre les bactéries a Gram+ et a Gram-

Les bactéries sont entourées par une paroi complexe, différente selon que la

bactérie est a gram positif ou négatif dans les deux cas, le composant principal de

structure de la paroi est le peptidoglycane. (Hart et shears, 1997).

paroi

membrane|
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Figurel8 : Comparaison de la structure pariétale entre les bactéries a Gram+ et a

Gram- (Hart et Shears, 1997).

3. Effet des agents antimicrobiens

Ces derniéres années, il y a eu un grand intérét pour la découverte de nouveaux

agents antimicrobiens, parmi c’est agent les dérivés ferrocéniques, due a une

augmentation alarmante du taux des infections avec les microorganismes résistant aux
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antibiotiques. Une des approches courantes pour la recherche des substances
biologiquement actives est le criblage systématique des micro-organismes ou des
plantes, qui sont des sources de beaucoup d'agents thérapeutiques utiles.(Milane,
2004), Depuis quelques décennies, la chimie du ferrocene a eu un impact énorme dans
de nombreux applications tels que: les applications pharmaceutiques, les applications
thérapeutiques, L'applications des dérivés ferrocéniques d’antibiotiques par Edwards
et ces collaborateurs pour lutter contre certaines bactéries, certains de ces composes
ont montré une bonne activité et une sélectivité pour les bactéries gram positif (Bioud
et Lassoued, 2015).

4.Les bactéries et métaux lourds

Les métaux lourds jouent des roles biologiques et ils sont potentiellement
toxiques pour les organismes vivants et en particulier pour les microorganismes
(Bruins et al., 2000) et (Abskharon et al., 2008).L'interaction des bactéries avec les
métaux se produit sur une gamme de concentrations en métaux allant du nanomolaire
pour I'nomoeostasie (métaux essentiels) au millimolaire pour la résistance (toxicité
pour ces mémes métaux) et jusqu’a la molaire pour certains chimiolithotrophes
acidophiles (Monchy, 2007), les ions métalliques entrent dans la cellule selon deux

voies principales :

La premiere, est empruntée par une large gamme de substrats. Elle est rapide,
indépendante du métal, fait intervenir des protéines de type porines exprimées de
manicre constitutive et dépend uniquement d’un gradient chimiosmotique au travers
de la membrane bactérienne. La seconde, demande une consommation d’énergie
souvent sous la forme e d’hydrolyse de I’ATP. Ces system mes sont inductibles,
synthétisés et mis en fonction en réponse a des besoins particuliers (Nies et Silver,
1995). Ils sont largement distribués chez les procaryotes et servent comme un moyen

de défense vis-a-vis les ions métalligues.

D’autres, sont plus spécialisés et présents uniquement chez quelques bactéries, ce

qui leur conferent une forte résistance aux métaux lourds (Nies, 2003)

5. Les antibiotiques

5.1. Définition

Les antibiotiques (du grec : anti, contre et bios, vie) sont des produits microbiens
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(ou leurs dérivés) qui tuent les micro-organismes sensibles ou inhibent leur
croissance. Les sulfamides sont parfois appelés antibiotiques, bien qu'il s'agisse de
produits chimiothérapeutiques synthétiques d'origine non microbienne. Les
antibiotiques ont les caractéristiques suivantes :

- Activité antibactérienne
- Activité in vivo différente des désinfectants.

- Bonne absorption et bonne diffusion dans I'organisme (Prescott, 2003).

5.2. Mode d’action des antibiotiques
Les antibiotiques peuvent étre classeés selon plusieurs criteres : I'origine, la nature

chimique, le spectre d'activité et le mécanisme d'action (Yala et al., 2001). Selon leur

mode d’action, les antibiotiques sont classés en 5 groupes.

(GRAM +| %
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Glycopeptides 3 !
| Nitrofuranes |aitérant FATB |
Fosfomycines  ——————
| 5 nitro- Imldazolés Oulnolones Q i}
N -3 ®s
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; 24 d:ammodopyrldlnev. V
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Figurel9 : Mécanismes d'action des antibiotiques, d’apres « Les médicaments

antibiotiques en urologie » (Chaussade et al., 2013).

5.2.1. Antibiotiques agissant sur la paroi
e |l agit sur la synthése du peptidoglycane en inhibant les protéines liant la
pénicilline  (PLP). Les PLP ont wune activitt transpeptidasique,

carboxypeptidasique et transglycolasique. L’inhibition des PLP aboutit a
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I’inhibition de la formation des ponts pentacycliques responsables de la
structure réticulée de la paroi. On obtient ainsi des formes rondes ou
filamenteuses qui aboutissent a la lyse bactérienne (Sedrati, 2014).

IIs bloquent la polymérisation du peptidoglycane en se fixant sur la partie D-
Ala-D -Ala terminale des peptides impliqués dans la phase de polymérisation
du peptidoglycane(Perronne, 1999).

Elle se fixe sur une enzyme impliquée dans la formation de 1’acide N-
acétylmuramique qui est I’un des précurseurs du peptidoglycane (Agregé et
al., 2015).

5.2.2. Antibiotiques agissant sur la synthese protéique

Ils se fixent sur la sous unité 30S du ribosome ou ils s’interférent avec la
synthese des protéines (singleton, 2005).

Ils agissent au niveau de la sous unité 50S du ribosome. lls inhibent la
croissance de la chaine polypeptidique en formation (yala et al., 2001).

Ils agissent au niveau de la sous unité 30S du ribosome en inhibant la phase
d’¢élongation de la chaine polypeptidique, en empéchant la fixation de
I’aminoacyl-ARNt (Bryskier, 1999).

Inhibition de la peptidyl-transférase, en se fixant sur la sous-unité 50S du
ribosome bactérien (wareham et wilson, 2002)

IIs se fixent sur la sous unité ribosomale 50S et empéche sa liaison a la sous
unité 30S (Nauciel et vildé, 2005)

5.2.3. Antibiotiques agissant sur la synthése des acides nucléiques

Ils agissent sur deux enzymes impliquées dans cette synthese: ADN gyrase
(cible principale des BGN) il forme un complexe ADN-gyrase-Quinolone qui
va bloquer la progression de I’ADN polymérase bactérienne au cours de la
réplication ADN topo-isomérase IV L’interaction entre I’ADN, quinolone et
topoisomérase stimule la coupure de I’ADN et inhibe la relégation (Hooper,
2002).

Inhibition de la transcription de ’ADN en ARNm par inhibition de I’ARN
polymérase. (Nauciel et vildé, 2005).

Elles agissent directement sur I’ADN provoquant divers 1ésions (coupures et

substitution de bases) (Nauciel et vildé,2005).
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5.2.4. Antibiotiques agissant sur la membrane cytoplasmique
e Elles se fixent sur les phospholipides, et perturbent ainsi les transferts
transmembranaires de nutriments et inhibent les phosphorylations oxydatives

du métabolisme énergétique (Faucher et avril,2002).

5.2.5. Antibiotiques agissant sur la synthése de I’acide folique

e Inhibent la synthese des folates, agissent en compétition avec le PABA pour le
site actif, la dihydroptéroate synthétase (DHPS) qui catalyse une réaction
essentielle a la synthése de I’acide tétrahydrofolique (DHF) nécessaire a la
production des purines et pyrimidines pour la synthése de 1’acide nucléique
(lambert, 1995).

e Inhibent la synthese des folates, en se fixant sur la dihydrofolate réductase
(veyssier,1999).

e Agitsur les deux enzymes précédentes (veyssier,1999).

5.3. Résistance aux antibiotiques
La résistance aux antibiotiques s'est principalement développée durant les 50
derniéres années par l'utilisation répandue et fréquente des antibiotiques favorisant

une pression des élection (Matyara et al., 2008).

Plusieurs mécanismes de résistance ont été mis en évidence chez les bacilles
Gram négatif qui sont, par ailleurs, responsables de la majorité des infections

hospitalieres (60 %) et sont de plus en plus multirésistants (Bolla et al., 2011).

5.3.1. Définition

Une souche bactérienne est dite résistante a un antibiotique donné, quand elle est
capable de se développer en présence d’une concentration en antibiotique
significativement plus élevée que celle habituellement active sur les souches de cette
espece (Leclerc et al., 1995). On distingue deux types de résistance aux antibiotiques,

naturelle et acquise.
A. Résistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinséque est un caractere d’espece qui touche toutes
les souches de 1’espéce considérée. Elle est stable, transmise a la descendance (elle a

pour support génétique le chromosome bactérien) (Mathieu et Fonteneau, 2008).
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B. Résistance acquise

La résistance acquise est un caractere qui ne concerne que quelques (ou parfois
de nombreuses) souches d’une espéce donnée. Elle est moins stable, mais elle se
propage souvent de facon importante dans le monde bactérien. Elle résulte d’une
modification du capital génétique de la bactérie, lui permettant de tolérer une
concentration d’antibiotique plus élevée que celle qui inhibe les souches sensibles de

la méme espece, et elle a été observée dés le début de I’antibiothérapie (Souna,2011).

5.3.2. Mécanismes génétiques de la résistance

Une bactérie peut acquérir une résistance aux antibiotiques par deux grands
mécanismes génétiques. L™un a pour support le chromosome et définit une résistance
chromosomique, l'autre a pour support les plasmides ou les éléments transposables ou
les intégrons et ils définissent une résistance extra-chromosomique. (Lozniewski et
al., 2010).

e Résistance chromosomique

Elle résulte d’une mutation. C’est un phénomene rare, di au hasard et
indépendant, Cette indépendance des mutations constitue un des meilleurs arguments
pour justifier 1’association des antibiotiques. Elle n’est pas provoquée par la présence
de l’antibiotique, ce dernier révele la mutation de résistance en sélectionnant les
bactéries mutantes résistantes. Elle est transmissible ; et permanente et a donc un
caractére héréditaire (transmission sur un mode vertical de bactérie-mere a bactéries-
filles). Toutes les mutations ont pour conséquence la perte ou la modification d’une
protéine structurale ou enzymatique et une bactérie mutée est souvent contre-

sélectionnée en 1’absence d’antibiotique(Messai,2006).

e Résistance extra-chromosomique (plasmides)

Deux faits expliquent I'importance de la résistance plasmidique :

1/ la résistance plasmidique est liée a la synthése de protéines additionnelles et non a

une modification des constituants normaux de la bactérie(Zogheib et Dupont., 2005)

2/ de nombreux plasmides de résistance sont conjugatifs ou mobilisables ce qui
permet un transfert horizontal ; ces transferts sont a I’origine d’une dissémination tres

importante de la résistance au sein des populations bactériennes. Les plasmides de
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résistance sont susceptibles d’évoluer par acquisition ou pertes successives de
déterminants de résistance portés par des éléments génétiques transposables. Les
éléments génétiques transposables permettent la dissémination de génes entre des

bactéries phylogéniquement éloignées(Serge., 2017).

Comme pour la résistance chromosomique, les génes de la résistance extra-
chromosomique ne sont pas induits par I’utilisation des antibiotiques qui se contentent

de sélectionner les bactéries résistantes. (Lozniewski et al., 2010).

5.3.3. Mécanismes biochimiques de la résistance

e Modification de la cible

Des modifications méme minimes affectant la cible d'un antibiotique peuvent
modifier et diminuer I'affinité des deux (cible-antibiotique) et entrainer une résistance.
La résistance aux B-lactamines par altération des PLP a été décrite, mais ne semble
pas €tre un mécanisme prédominant pour les entérobactéries ou d’autres especes de
bacilles Gram négatif comme P.aeruginosa ou Acinetobacter baumani. Ainsi, une
résistance aux f-lactamines touchant essentiellement 1I’imipeneme et le mécillinam a
pu étre décrite chez une souche de Proteus mirabilis productrice d’une PLP2 altérée
(Cavallo et al., 2004).

La modification d'une des sous-unités de I'ADN gyrase (mutation des genes gyrA
et gyrB) provoque Il'acquisition d'une résistance aux quinolones et aux
fluoroquinolones. (De Lastours et Fantin., 2010).

e Modification de la perméabilité

Les changements de la membrane externe des bactéries a Gram négatif peuvent
géner la pénétration de ’antibiotique en I’empéchant d’atteindre sa cible. Ce type de
résistance est généralement attribué a la perte ou a la modification des porines. Celui-

ci est trés répondu chez Pseudomonas aeruginosa (Maiti et al., 2006).

La sensibilité aux PB-lactamines dépend du nombre de porines fonctionnelles.
L’altération des porines par mutation est a 1’origine de résistance acquises aux [3-
lactamines, soit par une modification structurale d’une des porines essentielles, ce qui
a été décrit chez E. coli, soit par une diminution quantitative des porines, qui est la

situation la plus fréquente (Cavallo et al., 2004).
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La résistance acquise est d’autant plus forts vis-a-vis des B-lactamines que la
molécule est plus volumineuse, plus hydrophobe et chargée négativement (Cavallo et
al., 2004).

e Action des pompes d’efflux

Les pompes d’efflux sont des transporteurs actifs. Il existe 5 familles de pompes
d‘efflux classées selon deux critéres : d’une part la source d’énergie nécessaire a leur
fonctionnement (gradient électrochimique ou hydrolyse de I’ATP), d’autre part leur
structure secondo-tertiaire. Chez les bactéries a Gram négatif, les systémes d’efflux
sont souvent des complexes protéiques ternaires avec une pompe transmembranaire,
une protéine périplasmique de jonction et une porine de la membrane externe. Les
pompes les plus freguemment rencontrées sont de type RND (Resistance-Nodulation
cell Division) comme AcrB chez E. coli, MexB chez Pseudomonas aeruginosa et
EmrE chez E. coli. Les protéines TetA, TetB, TetC, TetDetTetE sont trés largement
distribuées chez les Enterobacteriaceae et les Pseudomonadaceae(Cattoir, 2004).

e Production d'enzymes inactivant les antibiotiques

C’est un mécanisme trés fréquent, trés important mais aussi trés varié. Ces
enzymes produites, inactivent I'antibiotique en le modifiant ou en I'hydrolysant
(Poole, 2004). Dans le cas des bacilles Gram négatif, la résistance bactérienne aux f3-
lactamines est due principalement a la production d’enzymes (B-lactamases) capables
d’hydrolyser le noyau B-lactame, inactivant l'antibiotique avant qu'il n’atteigne sa
cible (PLP) (Rodriguez et Struelens, 2006).

L’inactivation enzymatique par des acétyltransférases, des nucléotidyltransférases
et des phosphotransférases est le mécanisme de résistance le plus souvent observé
pour les aminosides. Il permet d’expliquer la résistance de plus de 95 % des souches
d’entérobactéries ainsi que d’Acinetobacter spp. Aux aminosides (Magnet et

Blanchard, 2005).

Les estérases sont caudées par deux génes ereA et ereB portés par des plasmides,
elles causent I’ouverture des macrolactones de I'érythromycine et de I'oléandomycine,
ces enzymes sont presentes aussi bien chez E. coli que chez Citrobacter, Proteus,
Klebsiella et Enterobacter (Katz et Ashley, 2005).
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Notre étude vise a évaluer ’activité N- Ferrocenylmethyl 3-trifluorométhylaniline
vitro, cette activité peut étre étudié par différentes techniques d’analyse, parmi ceux-Ci
les plus utilisés dans ce type de test est la spectroscopie UV-Visible. Ainsi, I'étude in
silico des différents paramétres physicochimiques, de Drug-likness et de
pharmacocinétique par 1’outil bioinformatique SwissADME et aussi de l'interaction
entre les DFc-BN et ’alpha amylase via Docking (L’amarrage moléculaire) qui

permet de confirmer théoriquement nos résultats expérimentaux.

3.1. L'amarrage moléculaire

La premiére problématique de la biologie structurale est le epliement des
macromolécules dans une structure tridimensionnelle biologiquement active. La
compréhension de la communication moléculaire pour échanger des informations,
s’activer ou s’inhiber est la seconde problématique, enjeu majeur de la biologie
intégrée (Brut, M., 2009). L'amarrage moléculaire (ou le docking moléculaire) est

I'un des outils qui confere a résolu ces problémes.

3.1.1.Principe

Le docking est utilisé pour prédire la structure du complexe intermoléculaire
résultant de ’association entre au moins deux molécules. 1l permet aussi de connaitre
la facon dont un ligand (petite molécule) interagisse avec un récepteur
(macromolécule) et de calculer I'énergie de liaison entre eux. Il permet aussi de
déterminer quel ligand candidat interagira le mieux avec un récepteur cible (Asses,
Y., 2011; Lanez, E., 2016).

A. Le Docking

Est I’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le site actif de la molécule
et a échantillonner les conformations, positions et orientations (poses) possibles, en ne
retenant que celles qui représentent les modes d’interactions les plus favorables. Les
logiciels de docking sont donc des outils tres utiles en biologie, pharmacie et
médecine, car la plupart des principes actifs sont de petites molécules (ligand) qui
interagissent avec une cible biologique d’intérét thérapeutique (EL Hadj said, K.,
2016; LANEZ, E., 2016).

B. Le Scoring

Est une méthode mathématique pour le classement, utilisées pour estimer la puissance

d'interaction et l'affinité de liaison entre deux molécules et de donner un score aux
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poses obtenues lors de la phase de docking. Ce score permettra de retenir la meilleure
pose parmi toutes celles proposes (EL Hadj, S. K., 2016; LANEZ, E., 2016).

ligand

- X
“ docking scoring
recepteur

.. ete

complexe

Figure 20 : Les étapes de docking moléculaire (EL Hadj, S. K., 2016)

Différentes méthodes d’étude expérimentale telle que la voltameétrie cyclique et la
spectroscopie électronique permettent généralement d’étudier les interactions
récepteur ligand et de déterminer 1’énergie de liaison, mais pour comprendre comment
un récepteur interagisse avec un ligand il faut faire appelle a des méthodes préedictives
procédant par simulation, complémentaires a ces approches expérimentales (Lanez,
E., 2016).

C. La théorie d'AUTODOCK

Un champ de force d'énergie libre semi-empirique est utilisé lors de la procédure de
simulation d'amarrage. le champ de force évalue la conformation en 2 étapes, la
premiére étape est I'estimation de I'énergie intramoléculaire de transformation des
statistiques non liées aux statistiques liées de la conformation du ligand cible, la
seconde est I'évaluation de I'énergie intramoléculaire de la combinaison du ligand et

du récepteur dans I'état lié.

AG =AG,,;, +AGy,.. + AG

alec

+AG,, +AG,_,

O
Ou:
AG " .
v est I'énergie de van der waal.

‘&Gﬂm‘: est I'énergie de la liaison hydrogéne.
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AG,.. . est I'énergie d'interaction électrostatique.

AG. est un terme qui traduit l'augmentation d'énergie du systeme due a la

restriction des rotors libres du ligand et la restriction des rotations et translations du
ligand lors de la complexation avec le récepteurest un autre terme lié a I'entropie qui
décrit les changements d'énergie du systeme lors de la désolvatation du ligand au

moment de la complexation au niveau du récepteur.

3.2.SwissADME

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

découverte de médicaments(Dainaet al.,2017)

% SwissADME

Swiss Institute of

Bioinformatics Home FAQ Help Terms ofUse

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

The main article describing the web service and its underlying methodologies is SwissADME: a free web tool to b\a\usle
pharmacokinetics, drug- likeness and medicinal chem stry friendliness of small molecules. Sci Rep. (2017) 7:4271
For details about development and validation of iLOG, please refer to this article: ILOGP a slmp e, robust, and eff ier 1descr|puo of n-
octanol/water partition coefficient for drug design using the GB/SA approach. J. Chem. Inf. Model. (2014) 54(12):3284-3301
For details about development and validation of the BOILED- Egg, please refer to lhls amc e A BOILED- Egg to predict gastrointestinal
absorption and brain penetration of small molecules. ChemiMedChem (2018) 11(11):1117-1121.

Developed and maintained by the Melecular Modeling Group of the SIB | Swiss Institute of Bicinformatics.

Enter a list of SMILES here:

= X OO e, a8 €
5,
& H
7, c
N
@ o
O] s

Figure 21:Page d’accueil du serveur SwissADME
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3.3.admetSAR

Le serveur de relations structure-activitt ADMET, intitulé admetSAR, est une
connaissance et un outil complets pour prédire les propriétés ADMET des
médicaments candidats et des produits chimiques environnementaux. Dans notre
serveur, plus de 200 000 points de données annotes ADMET pour environ 96 000
composés uniques ont été sélectionnés manuellement a partir de grandes littératures.
Le serveur admetSAR fournit une interface conviviale pour rechercher facilement des
profils chimiques, par CASRN, par nom commun et par recherche de similarité. La
nouvelle version d'admetSAR (version 2.0) se concentre principalement sur la
prédiction in silico des propriétés chimiques dADMET. Plus de 40 modeéles prédictifs
ont ét¢é mis en ceuvre dans admetSAR pour de nouvelles propriétés chimiques
ADMET dans le filtrage silico (Cheng et al., 2012).

=3 ou d
g ba

admetSAF!

Q- Welcome to admetSAR

* Predict ADMET properties Use old version (admetSAR1)

Main features

%

3.4.Protox

ProTox-Il fournit un serveur Web gratuit pour la prévision de la toxicité in silico
pour les toxicologues, les organismes de réglementation, les chimistes
computationnels et médicinaux, et tous les utilisateurs sans connexion a
http://tox.charite.de/protox_Il. Le serveur Web prend structure chimique deux-
dimensionnelle en tant qu’intrant et indique le profil de toxicité possible du produit
chimique pour 33 modeles avec des scores de confiance, et un tableau radar de
toxicité globale avec trois composes les plus semblables ayant une toxicité aigué

connue(P.Banerjee et al,.2018).
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Predict compound toxicity )
pre
Iv Acute ¥ [ Or'-nA ‘ ‘”To-dieologiic‘ll 7'“5:0‘0';I| / Yo-'kity.‘
toxicity ¥’ ! toxicity 4 |  endpoints £ pathways L 4 targots
oy | . ——:—“'

FroTox-l1l enables uncomplicated predictions of different levels of toxicities. To conduct a
toxicity prediction, please click on the image.

Figure 23 :Page d’accueil du serveur Protox(P.Banerjee et al,.2018).

3.4.Le spectroscopie UV-visible

La spectroscopie d’absorption ultra-violette visible est a la fois une méthode
d’analyse quantitative et qualitative. Elle est essentiellement fondée sur le phénoméne
d’absorption d’énergie lumineuse par une substance. les spectres U.V visible
provenant des excitations électroniques sont obtenus a partir des composés qui
contiennent des liaisons multiples et conjuguées, ils correspondent a des spectres

d’émission ou d’absorption (Touri, F., 2012)

3.4.1.Principe de spectroscopie d’absorption dans I’UV visible

Dans une molécule, les transitions électroniques UV-visibles mettent en jeu les
énergies les plus importantes de la chimie (environ de 13000 a 50000 cm-1 soit 160 a
665kJ-mol-1). L’ordre de grandeur des énergies mises en jeu est celui des énergies de
liaison desmolécules et ces rayonnements peuvent parfois provoquer des ruptures de
liaisons. Plusgénéralement, ils provoquent des transitions électroniques entre les

différents niveauxd’énergie des molécules (Baudouin, A., 2012).

3.4.2.La loi de beerlambert

A une longueur d’onde spécifique pour substance donnée, il y a un rapport entre
I’absorbance A, le nombre de molécules (la concentration) ¢, la longueur du chemin
traversé | appelé aussi le trajet optique (1’épaisseur de 1’échantillon) exprimée en cm,
et une constante appelée le coefficient d’extinction spécifique qui indique I’intensité

de I’absorption. Ce dernier dépend de la maniére dont est exprimée la concentration.
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Si la concentration est exprimée en g/, & est appelé coefficient d’extinction
spécifique. Si la concentration est exprimée en mol /I, € est appelé coefficient

d’extinction molaire (I’absorptivité molaire) (Mouafki, F., 2015).
Cependant cette loi est définie par I’équation suivante :
Log(10/1) = e.l.c

Cette loi exprime le fait que la diminution de I’intensité lumineuse est proportionnelle

au nombre de particules qui s’absorbent (Bennamia, Z., 2015).

3.4.3.Appareillage

Un spectrophotomeétre se compose de quatre parties essentielles :
eSource lumineuse :

- Lampe au deutérium, utilisée dans le domaine de 190 a 400 nm;
- Lampe a filament de tungsténe, utilisée dans le domaine de 350 a 800 nm.
eMonochromateur : composé principalement d'un systéeme dispersif, d'une fente
d'entrée etd'une fente de sortie, il a pour objet de sélectionner la longueur d'onde de
travail.

eCuve : contiennent la solution de référence et la solution a analyser. Ces cuves
I'UV et le visible, lescuves sont en quartz. Leur I'épaisseur caractérise la longueur du

trajet optique (0).

eDétecteur : se compose de deux éléments, les photodiodes (semi-conducteurs) et le
photomultiplicateur qui amplifie l'intensité du faisceau émergent (Degallaix, S.,
Ilschner B.,2007).
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Source de lumigére .—
UV ou visible 2 77777

Détecteur

Echantillon

| |
L

~ X

N,

Diviseur
de faisceau

Figure 24: Quatre parties essentielles de spectrophotomeétre (Burgot, G., Burgot, J-

L.2011)
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I. Matériels et méthodes

Notre travail a eté réalisé au niveau du laboratoire pédagogique de la faculté des
sciences de la nature et de la vie a I’'université Echahid Hamma Lakhdar d’ELOued et
laboratoire de recherche :de la Valorisation et Technologie des Ressources
Sahariennes (VTRS) a la faculté de science Technologie la méme université, ET

laboratoire d'analyses médicales EL-MEDJED

1.1. Matériels d'études

11.1.1. Produits chimiques et réactifs
v Milieu miler Hinton.
Milieu gélose.
Bouillon Nutritif.
DMSO.
N-Ferrocenylmethyl3 trifluorométhylaniline.
Gentamicine.

Eau distillé stérile.

AR N NN N SR

D'eau physiologique stérile( NaCl ) 0.9%.

11.1.2. Matériels biologiques

- Les microorganismes utilisés : (Souches microbiennes)
L’activité antimicrobienne a été évaluée en utilisant des souches référenciées :

A. Escherichia coli (ATCC 25922):bactérie de Gram négatif Bacille, appartient a la
famille des Enterobacteriaceae(Paterson, 2006). De forme non sporulée, de type
anaérobie facultative, généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur varie de 2
a 6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um (Steven et al., 2004).Escherichia coli
est habituellement une bactérie commensale. Elle peut devenir pathogéne si les
défenses de 1I’hdte se trouvent affaiblies ou si elle acquiert des facteurs de virulence

particuliers (Nauciel et al., 2005).

B. Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) : Bacille, opportuniste, fréquemment
incriminée dans les infections nosocomiales grace a sa capacité de persister dans les
milieux hospitaliers, sa résistance naturelle et son pouvoir d acquisition de multiples
mécanismes de résistance aux antibiotiques (Chinbo et al., 2014). Elle est I’agent le

plus pathogéne courant provoquant une infection chronique (Pressler, 2011).P.
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aeruginosa est impliquée dans les infections des plaies et de 1’appareil respiratoire,

infections des voies urinaires et les septicémies (Perry et al., 2004).

C. Klebsilla pneumonie (ATCC 700603) :Genre de bactérie, non mobiles de famille
Enterobacteriaceae, capsulés avec des colonies a aspect de muqueuses.
(Garbonnelleet al., 1987).11 est un type de bactérie qui est souvent répandu dans les
unités de soins intensifs ou les maisons de soins infirmiers. Il se trouve généralement
dans le tractus intestinal, ou il fait partie de I'écosystéme d’un colon sain. Ce bactérie
peux se propager a d'autres parties du corps, cependant provoquer des maladies
mortelles (Anadriamobololona, 2010).

1.1.3. Matériels de laboratoire:

v Balance numérique v Centrifugeuse

v Micropipettes ajustables avec. v'UV spectrophotomeétre (UV-
des embouts stériles 1800 SHIMADZU

v' Bain marine v'cuves de Quartz

v Bucher v'Auto clave de type Pb international

v' Erlenmeyer v'Eprouvette

v' Boite de pétrie v'Bec benzene

v Tubes a essali v'Pipette graduée

v" Etuve de type LAB TECH v'Gants

v Anse de platine v'Béchers

v’ Les cuves v'Densimetre

v’ Papier filtre de wattman v'Les disques d'antibiotiques

I.1.4. Les logiciels bioinformatiques

Notre étude in silico a été réalisé avec les 4 logiciels suivantes :
v'Autodock Tools. v’ GaussView.

v" Swiss ADME: permet de calculer des descripteurs physicochimiques ainsi que de
prédire les paramétres ADME, les propriétés pharmacocinétiques,
pharmacodynamique la nature médicamenteuse.

v' Protox: permet de prévision de la toxicité orale pour le composé d'entrée et un

Rapport sur le modéle de toxicité.
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11.2. Méthodes

11.2.1. La synthése de la Fc3FManiline
Le deérive ferrocénique a été synthétisé selon le protocole décrite dans le chapitre
I,

I1. 3. Evaluation de ’activité antibactérienne de Dérivé Ferrocénique
11.3.1. Evaluation de P’activité antibactérienne in silico
11.3.1.1.Docking (Amarrage moléculaire )
- Outils utilisés :
Afin de pouvoir réaliser ’amarrage moléculaire avec le logiciel AutoDock 4.2,
I’ensemble d'outils suivant est nécessaire :
e Auto Grid
e AutoDockTools
e Les structures optimisées des ligands
e Le fichier d’Escherichia coli téléchargeable depuis le site de base de

données de protéine (www.pdb.com)

La structure chimique de Fc3Fma a été optimisée par le progiciel Gaussien 09, en
utilisant le niveau de théorie B3LYP avec une bases 6-3117"G (d,p). Les géométries
des complexes ont été entierement optimisées en utilisant la théorie de la densité, sans
imposer de contraintes de symétrie.

Les expériences d'amarrage moléculaire des ligands Fc3F et la gentamicine ont été
réalisées sur une structure cristalline tridimensionnelle de la protéine de I'Escherichia
coli (PDB ID: 1VMA) avec une langueur de séquence égal a 306 acide aminé ,

extrait de la Protéine Data Bank (http://www.pdb.org).
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Tableau 07: Informations sur le récepteur cible choisie pour I'études d'amarrage.

Transglycosylase de E.coli

PDB ID 1IVMA
Resolution(A) 1.60
Valeur R libre 0.253

Valeur R 0.209

Mutation (s) No

Chaines A

Organisme(s) | Thermotogamaritima

v Les étapes d'AUTODOCK
La procédure d’amarrage est constituée de deux étapes principales suivantes :
e Génération de carte d'interactions de la structure d’Escherichia coli
(récepteur) en utilisant I’outil AutoGrid.

e Amarrage du ligand au récepteur avec AutoDock
Nous utiliserons l'interface graphique AutoDockTools (ADT) afin d’effectuer
I’amarrage et visualiser les résultats. Les étapes sont décrites ci-dessous :

e Préparation des fichiers de coordination en utilisant AutoDockTools

e Calcul d'affinités des atomes avec AutoGrid

e Amarrage de ligands avec AutoDock

e Analyse des résultats avec AutoDockTools
Toutes les études d'amarrage ont été réalisées sur un micro-ordinateur Pentium 3.30
GHz et RAM 4.00 Go de mémoire avec systeme d'exploitation Windows 7.
Pour les calculs d'amarrage, le programme AutoDock 4.2 basé sur I'algorithme
génetique lamarckien (LGA) a eté utilisé. Des simulations d'amarrage ont été
effectuées en utilisant les parametres par défaut tandis que le nombre d'exécutions a

été fixé a 15 avec 150 individus et 2500 000 évaluations énergétiques.
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La recherche a été effectuee dans une grille de 41 et 51 points par dimension avec des
points séparés par 1.000 A. Les centres et les tailles de la grille ont été définis pour
chaque ligand comme indiqué dans le Tableau 08, et une taille d’étape de 0.375
centrée sur le site actif de protéine. La meilleure conformation a été sélectionnée avec

I'énergie d'amarrage la plus faible.

Tableau08: Paramétres d'amarrage sélectionnés pour I’Escherichia coli

Centre de la grille
Taille de la grille (A)
X Y z
44.922 128.608 | 6.551 70 70 70

e Analyse du résultat : A la fin du processus d'ancrage, un fichier dock.dlg est
généré. Il contient les coordonnées ancrées finales regroupant les solutions
proposées (confirmations) par similarité et les classes par énergies croissantes.
La similarité entre deux solutions est calculée a l'aide de I'écart quadratique
moyen (RMSD). ces conformations ancrées peuvent étre visualisées a l'aide
d'AutoDockTools, elles peuvent étre écrites sous forme de fichiers ".pdbgt" a
I'aide d'AutoDockTools, ou elles peuvent étre lues directement a partir du
fichier dock.dlg a l'aide d'un éditeur de texte. Théoriquement, la meilleure
solution est celle avec I'énergie de liaison libre la plus faible qui doit étre

négative (AG<0).

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

11.3.2. Evaluation de I’activité antibactérienne in vitro:

v Préparation des produits a tester:

Le dérivé N-Ferrocenylmethyl 3trifluorométhylaniline est dissous dans le DMSO

pour préparer des solutions de concentrations différents de 4 jusqu' a 20 mg/ml.
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v Méthodes:

L’activité antimicrobienne a été déterminée par la méthode de diffusion des disques
cité par (Yakhlef, 2010). La surface de la gélose est ensemencée avec un inoculum
des souches a étudier. Apres incubation, la CMI de chaque souche est déterminée par
I'inhibition de la croissance sur le milieu contenant la plus faible concentration de

dérivé ferrocénique .
v Les milieux de culture:

Les milieux de culture utilisés pour la réalisation des tests antimicrobiens sont
les suivants :
- Le bouillon nutritive pour I’isolement et I’entretien des souches bactériennes;
- le gélose nutritif ensuite a été utilisé pour la réactivation de la souche bactérienne
- La gélose Mueller Hinton pour I’étude de la sensibilité des bactéries aux différents
Concentration de dérivé ferrocénique;
v Conservation des souches:

Les souches sont conservées a 5°C dans des tubes stériles contenant 10 ml demilieu

de culture incliné (gélose nutritive)
v' Préparation des pré cultures:

Les souches microbiennes a tester ont été cultivées dans des boites de pétriecontenant
de la gélose nutritive et incuber pendant 24 h a 37°C afin d’obtenir uneculture jeune

des bactéries et des colonies isolées.
v Préparation des disques:

Nous avons prépareé les disques par papier wattman de 6mm de diametre,ensuite elles
sont mises dans un tube a essai, pour la stérilisation 30 minutes a120°C dans

I'Autoclave. Les disques sont gardé jusqu'a I’utilisation.
v Préparation des suspensions bactériennes:
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A l'aide d’une pipette pasteur nous avons prélevée quelques colonies bienisolées et
parfaitement identiques et sont été mises dans 10 ml d'eau physiologiquestérile a 0.9%

de sel (Na CI). La suspension bactérienne standardisé de bactéries (0.5

McF = 1.5*10-8 CFU/ml) est préparée a l'aide de densimétre (densiCHEK plus
biomérieux).pour I'ensemencement dans le milieu MH

v Test de I’activité antibactérienne:

La gélose Mueller-Hinton stérile est coulée dans des boites Pétrie stériles a 4mm
d'épaisseur et laissée se gélifier. a I'aide d'une écouvillon stérile, lasuspension

préalablement Préparé a été étalé sur la surface entiere de la gélose
Mueller Hinton (GMH) a trois reprises, et laisser sur la paillasse pendant 30 minute
v’ Lecture:

L’activité antibactérienne a été déterminée en mesurant a 1’aide d’une regle
lediamétre de la zone d’inhibition et comparée avec celle de DMSO comme

controlenégatif et les antibiotiques comme controle positif (Gentamicine 120ug/disc)
(Khadri, 2009), et par mesure de I'absorbance par la spectroscopie UV-vis
v’ Par détermination de diamétre d'inhibition:

Apres 18-24 d'incubation & 35-37° dans I'étuve Mesurer les diamétres des zones

d'inhibition compléte (comme jugé a I'ceil nu), y compris le diamétre du disque.

Mesurez les zones au millimétre entier le plus proche, a I'aide d'étriers coulissants et

d'une régle. La comparaison se fait par le test positif la gentamycine

v" Mesure spectroscopique par spectroscopie UV -Vis

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 3 ml.
L'acquisition des donnees 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 Origine Lab 2.0.

- Procédure :
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La suspension bactérienne étalée sur la gélose MH de chaque boite de pétri a été
prélever a 1’aide d’un écouvillon stérile sur la totalité de la surface gélosée de haut en
bas en les grattant délicatement afin de ne pas prélever la gélose en suite la suspension
est dilué dans un volume de Na Cl 0.9% stérile dans un tube a essai. La densité
optique des échantillons préparés (en absence et en présence de ferrocénique)a été
déterminée a une longueur d’onde de 620nm. Le pourcentage d’inhibition de
I’Escherichia coli était calculé par la relation suivante (P. P. McCue et al.,2004)
Avec:

1% =(1-A/B) x100

A = La valeur de la densité optique en absence de ’inhibiteur (disque de DMSO).
B = La valeur de la densité optique en présence de 1’inhibiteur.

Pour les dérivés ferrocéniques qui interagissent avec I'Escherichia coli la constante
de liaison peut étre évaluée par spectrophotométrie d'aprés I'équation de Benesi-
Hildebrand suivante (Lesueur D et al., 2007).

b _ 60 & 1
A-Ay e—g &e—g K[Fc]

Ou Apest l'absorbance du composé libre, A l'absorbance de I’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 de I’équation précédant en fonctionde l'inverse de la concentration de

produits.
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|. Résultats

I.1. Evaluation in-silico de I’activité antibactérienne :
1.1.1. Prediction des propriétés ADMET :

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

de dérivé étudié N- Ferrocenylmethyl 3-fluorométhylaniline.

Les résultats obtenus ont été comparé a ceux d’une molécule de référence en
I’occurrence la Gentamicine, un médicament antibiotique et utilisé pour traiter divers

types d'infections bactériennes.

1.1.1.1.Propriétés physico-chimiques :

Nous avons prédit les parametres physicochimiques des inhibiteurs de
Escherichia coli étudié en utilisant le serveur online Swiss ADME, les valeur des

propriétés observée sont montrée dans le tableau qui suivent.

Tableau 09:Propriétés physicochimiques des composé N- Ferrocenylmethyl 3-

fluorométhylaniline et gentamicine.

Formule C12 HasNsO; CisHisFsFeN
Poids moléculaire(g/mol) 477.60 333.21g/mol
Nom. atomes lourds 33 22
Fraction Csp3 1.00 0.42
Nom. Liaison Flexibles 7 4
Nom. Accepteurs de liaison H 12 1
Nom. Donneurs de liaison H 8 1
Log P -2.15 243
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Log S Soluble Soluble
Réfractivité molaire 118.31 86.06
TPSA (A2 199.73 29.10

Les résultats indiquent que le compose ferrocénique Fc3FManiline répondent a la
régle de Lipinski et celle de Veber, les parametres : poids moléculaire, nombre de H-
bond donneur et accepteur d’hydrogéne, le Log P et le nombre de liaison flexible sont
respecté pour le composé. En plus nous avons noté que le composé sont soluble dans

les milieux aqueux.

Les dix composés ont des poids moléculaires < 500 g/mol. D’autre part, nous
n’observons que les valeur de lipophile (LogP) de notre compose inférieur a 5, ils ont
donc montré de tres bon résultat et peuvent étre facilement absorbé par le corps.
Cependant le composé ont un nombre de donneur de liaison hydrogéne < 5, un
nombre d'accepteur de liaison hydrogene : < 10. Nous pouvons donc dire que la régle
des cinq Lipinski a été vérifiée.

Concernant la régle de Veber, la surface polaire topologique de ce composé est

moins de 140 A2. Ainsi que, un nombre inférieur ou égale & 10 de liaison flexible.

Donc on peut dire, que les résultats de ce tableau montrent que la molécule

¢tudiée s’inscrivent parfaitement dans la marge de ces criteres.
1.1.1.1.2.Propriétés pharmacocinéetiques :

Un bon candidat médicament doit étre rapidement et completement absorbé par
voie gastro-intestinale, distribué spécifiquement vers son site d'action dans le corps,
métabolisé d'une maniére a ne pas altérer les fonctions de I’organisme, et éliminé de
maniére appropriée sans causer des dommages. Nous avons prédit les parameétres
pharmacocinétiques afin d’affirmer notre sélection et d’aller vers le composé ayant le
plus de chance d’étre un candidat médicament. Les résultats de 1’évaluation des
propriété pharmacocinétique des dérivé ferrocéniques Fc3F étudie a I’aide du serveur

SwissADME sont présentés dans le tableau 10.

56



Chapitre 11 Résultat et Discussion

Tableau 10: Propriétés pharmacocinétiques des composés étudiés N-

Ferrocenylmethyl 3-fluorométhylaniline et du gentamicine.

GI Absorption Faible Elevée
BBB perméabilité No Yes
CYP1AZ2 inhibition Négative Négative
CYP2C19 inhibition Négative Négative
CYP2C9 inhibition Négative Négative
CYP2D6 inhibition Négative Négative
CYP3A4 inhibition Négative Négative

Les résultats de la prédiction des propriétés pharmacocinétiqgue montrent que le
dérivé ferrocénique Fc3FManiline présentent une forte absorption par la membrane
intestinale ce qui rend possible leur accés au sang, alors que le médicament de

référence est caractérisé par une faible absorption intestinale.

L’analyse des molécules par le paramétre de barriére hémato-encéphalique (BBB)
qui protége le systeme nerveux central, montre que les compose ont été prédits
comme perméable a la membrane hémato-encéphalique, ce qui présent un bon résultat

pour les médicaments destinés a agir au niveau du systéme nerveux central.

Dans ces résultats nous n’avons remarqué aucune inhibition ou modification sur

les différents isoformes de Cytochrome P450 pour le Fc3f.

L’inhibition de ces enzymes est une source importante d'interactions
médicamenteuses indésirables étant donné que les changements dans 1’activité

enzymatique CYP peuvent affecter le métabolisme des médicaments

1.1.1.1. 3.Prédiction de la toxicité :

Les résultats de la prédiction de la toxicité de dérivé ferrocéniques N-
Ferrocenylmethyl 3-fluorométhylaniline et gentamicine établie a partir du serveur
online Pro-Tox-11 sont présentées dans le tableau suivant :
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Tableau 11:Prédiction de la toxicité des composé étudié Fc3FManiline et de la

gentamicine.
| e S T
- PréditeLDS0  5000mglkg  380mgkg
Preédite class toxicité 5 4
Hépatotoxicité Inactif Inactif
Canceérogénicité Inactif Inactif
Immunotoxicité Active Inactif
Mutagénicité Inactif Inactif
Cytotoxicité Inactif Inactif

Il est révélé par la prédiction de toxicité que notre compose ne peuvent pas induire des
effets néfastes pour 1’organisme pour les 5 types de toxicités présentés qui sont mieux

méme par rapport au médicament témoins.

1.1.1.1.3.Généralité sur un drug-like :

Pour gu'une molécule soit un candidat médicament devenir un médicament, elle
doit avoir une bonne activité biologique, une efficacité thérapeutique et absence ou
peu de toxicité ainsi Il devrait posséder des propriétés qui lui permet d'avoir une trés
bonne biodisponibilité. Ce sont donc des molécules dites drug-like qui possedent des
propriétés ADME permettant une bonne absorption orale (régle de Lipinski)
(Lipinski CA.,2000 ; Lipinski CA et al.,1997), et ces sont aussi d’aprés Walters et
Murcko(Walters WP et al.,2002) des molécules qui contiennent des groupes
fonctionnels et/ou qui ont des propriétés physicochimiques similaires a la plupart des

médicaments connus.

Apreés le passage avec succes des tests cliniques de la phase I, les chercheurs ont
observé que les molécules « drug-like » (Lipinski.,2004) arrivent a satisfaire au

moins trois des propriétés de Lipinski (Lipinski et al.,1997) suivantes :

e Poids moléculaire inférieur a 500 Dalton.

e Log P calculé inférieur & 5.
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e Nombre d’accepteurs de liaison hydrogene inférieur ou égal a 10.

e Nombre de donneurs de liaison hydrogene inférieur ou égal a 5.
Des compléments ont été apportés, notamment par Veber (Veber et al.,2002) :

e Nombre de liaisons rotatives NROT : (0<NROT<10)
e Polarité TPSA : (20 < TPSA < 130)
e Saturation Csp3 : (0.25 <Fraction Csp3 <1)
e Solubilité (Log S) :(-6 <Log S <0)

Rappelons que la régle de Lipinski est une technique qui permet d’identifier les
composés qui ont des problémes de perméabilité et d’absorption (Van De
Waterbeemd et al.,1996). Elle a été établie a partir d’une liste de composés qui ont

passé avec succes les tests cliniques de la phase II.

I.2.Etude de ’inhibition de I’Escherichia Coli par amarrage moléculaire :
L’¢étude de I'amarrage moléculaire des complexe synthétisé Fc3F ont été ancrés
dans I’enzyme Transglycosylase de I’Escherichia Coli afin de prédire le mode de

liaison possible des complexe avec la protéine et de mieux visualiser les interactions.

Les études de simulation moléculaire prédisent également le site de liaison
sélectionné ainsi que la meilleure configuration des ligands étudiés a I'intérieur de

protéine.

1.2.1. Optimisation structurelle :
Les structure de conformation 3D entierement optimise de Fc3F sont présente a

la Figure 25.
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Figure 25: Repréesentation ORTEP de Fc3F .

Le ellipsoide de deplacement 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'hydrogéne blanc, I'azote bleu, I'oxygéne

rouge et le fer vert.

La structure tridimensionnelle de la Gentamicine(Numéro d'acces Drug Bank :

DB00798) provienne du Bank du médicament (https://go.drugbank.com/) est présenté
dans la Figure 26 (George Het al., 1975).

Figure 26: Structure tridimensionnelle de laGentamicine téléchargé depuis la Bank

du médicament avec le Numéro d'accés Drug Bank : DB00284.
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Les études d'amarrage moléculaire des ligand Fc3F ainsi que la Gentamicine
ont été réalisées sur une structure cristalline tridimensionnelle Figure 3 de ’enzyme
Transglycosylase PBP1b de longueur compléte d’Escherichia Coli(PDB ID : 3VMA)
avec une langueur de séquence égal a 768 acide aminé, extrait de la Protein Data

Bank (http://www.pdb.org)(Huang, C.Y.et al., 2012).

Figure 27: Structure tridimensionnelle de I’enzyme Transglycosylase d’Escherichia

Coli(PDB ID : 3VMA) téléchargé depuis Protein Data Bank (http://www.pdb.org).

1.2.2.Simulations d'amarrage :
L'amarrage moléculaire a été réalisé afin de prédire le mode de liaison possible de

dérivé de ferrocene Fc3FManiline préparé a 1’Escherichia Coli et de visualiser
davantage les interactions. Avant d'effectuer les calculs d'amarrage, toutes les
molécules d'eau cristallographiques ont été retirées de la structure cristalline de
I’Escherichia Coli, des atomes d'hydrogéne ont été ajoutés et des charges partielles

ont été attribuées au fichier de structure de 1’Escherichia Coli.
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Les énergies libres de liaison, le constante la liaison et le valeur de I’'IC50
résultante des adduit ancré Escherichia Coli-Fc3F et Escherichia Coli-gentamicine est

résumée dans le Tableaul2.

Tableau 12: Constante de liaison, 1’énergie libre la liaison et les concentrations

minimale inhibitrice obtenue pour le complexe étudié par approche d'amarrage

moléculaire
Adduits K(M?) | -AG (KJ.molt) | 1C50 (mol/l)
Fc3F- Escherichia Coli 1.01x10% 22.85 0.1254
Gentamicine-Escherichia Coli 1.36x10° 29.33 0.0125

L'amplitude d'énergie libre de liaison calcule indique une affinité de liaison élevée
entre 1I’Escherichia coli et le ligand ¢tudié. Les constantes de liaison ont été conclues a

partir des valeurs d'énergie de liaison a l'aide de I'équation suivante :
AG=-RTInK

Ou R : La constante des gaz parfait, T : La température en Kelvin. Les valeurs
d'énergie libre de liaison obtenues ainsi ’IC50 sont trés proches de celles obtenues in-
vitro. Ainsi, nous pouvons voir qu'il y avait un complément mutuel entre les études
expérimentales et la technique d'amarrage moléculaire, ce qui peut valider nos tests

expérimentaux et fournit une preuve supplémentaire de l'interaction d'inhibition.

La vue de I’interaction présentée dans la Figure 27 indique le positionnement des
complexe étudiés dans le site actif de la protéine.

De plus, les résultats d'amarrage de Fc3F avec I’Escherichia coli ont clairement
montré la formation des liaisons électrostatique (Figure 28) entre les acides aminés de

la protéine et le ligand étudié.
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Figure 28 : Pose d'amarrageFc3F et avec 1’Escherichia coli (PDB ID : 3VMA)

illustrant I’interaction le ligand.

Fc3F forme 2 liaisons hydrogéne, la premiere entre I'atome d'azote de Fc3F et le
numéro 355 acide lysine (LYS355) de la chaine A, les restes des liaisons hydrogéne

sont formé entre I'atome d'oxygéne de FC3A et les acides aminés : alanine (ALA357)

H-Bonds
Donor

Acceptor S

Figure 29: interaction de liaisons hydrophobique et atomes de Fc3F et protéine
E.COLI: VAL 314 TYR 315 ALA357
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Tableau 13: Distances des liaisons hydrogenes, et les atomes de Fc3F et protéine

E.COLI
Liaison H Résidu Acide amine Distance H-A | Distance D-A
1 335A LYS 1.93 147.00
2 357A ALA 3.15 118.00

Tableau 14: Interaction de liaisons hydrophobique et atomes de fc3f et protéine

E.coli
Résidu Acide Distance Ligand Protéine
amine atome atome
1 314A VAL 3.95 6855 2253
2 315A TYR 3.42 6850 2260
3 315A TYR 3.92 6865 2662
4 354A VAL 3.24 6855 2629
5 357A ALA 3.27 6866 2653
6 357A ALA 3.46 6853 2653

1.3.Etude in vitro de I'activité antibactérienne

Cette partie vise a déterminer ’activité antibactérienne de dérivé ferrocéniques
avec trois souches, a savoir : Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) ,Klebsilla pneumonie (ATCC 700603) .

Le dérivé utilisé pour déterminer cette activité est le dérivé N-Ferrocenylmethyl
3trifluorométhylaniline, qui est dissous dans le DMSO pour préparer des solutions de

concentrations de 4 et 20 mg/ml.
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|.3.1.Evaluation du P’activité antibactérien par diametre d’inhibition
Le tableau 15 présente les diamétres des zones d’inhibition (en mm) pour chaque

souche bactérienne et chaque concentration (mg/ml)

Tableau 15: Diamétres des zones d’inhibition des trois souches bactériennes.

Diamétre par (mm)

uches testés Escherichia coli Pseudomonas Klebsilla

) pneumonie
Aeruginosa

Concentation (mgiml)

04 7 0 0
08 9 0 0
12 6 0 0
16 10 0 0
20 7 0 0
Controle + 20 20 20

(gentamicine)

L’analyse des résultats montre que les diamétres des zones d’inhibitions
augmentent pour une seule souche testée sensibles dans ce travail en augmentant les

concentrations de dérivé.
v'[JEscherichia coli:

Le diametre de la zone d’inhibition varie de 7 mm al0 mm avec le dérivé
ferrocénique , et pour la contrble positive (gentamicine) est 20mm. La plus grande
zone d’inhibition (10mm) est obtenue par la concertation(16mg/ml) , alors que la plus

faible (6mm) est obtenue par la concertation.

65



Chapitre 11 Résultat et Discussion

Figure30 : Activité antibactérienne de dérive ferrocénique sur Escherichia coli.

v'[JPseudomonas aeruginosa et Klebsilla pneumonie:

Le dérivé ne montre aucun inhibition de la croissance bactérienne vis-a-vis le
contrdle positive (gentamicine) avec diamétre de zone d'inhibition égale 20mm.

Tableau 16: Valeurs de 1’absorbance de la culture du développement de

I’Escherichia coli obtenus a partir des données de zone d'inhibition.

Concentration Fc3f Diametre (mm) 1%
(mg/ml)
(gentamicine) 20
4 7 65
8 9 55
12 6 70
16 10 50
18 6 70
20 7 65
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1.4.1.2 Détermination de ’efficacité inhibitrice (IC50 par données de zone
d'inhibition ) :
D’apres les résultats de la zone d'inhibition il est possible de calculer le

pourcentage d’inhibition par la formule :

Ao- A
19 = —— x100
Ao
Avec :
A = La valeur de diameétre d’inhibition de différentes concentration de dérivé .

Ao = La valeur de diametre d'inhibition de contrdle positif gentamicine.

Le tracé du pourcentage d‘inhibition en fonction de la concentration d’inhibiteur est
présenté dans la Figure ci-dessous.

m —_
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Figure 31 : Pourcentage d'inhibition de la dérivé ferrocénique par chaque
concentration a partir des diameétres d'inhibition.
1.4 Etude Spectroscopique de I’activité antibactérienne :
Dans ce qui suit les résultats de mesure des parametres de liaison et d’IC50 de

deérivés ferrocénique étudiés obtenu par la spectroscopie électronique de dérivé contre

I’Escherichia coli.

Ces deux parameétres ont été determinés par I'étude de la variation de 1’absorbance
du milieu de culture de D’Escherichia coli en absence et en présence des
concentrations croissante de deérivé ferrocénique. Cette étude du comportement

spectroscopique a été réalisé par la technique de la spectroscopie UV-Visible dans

La solution NaCL0.9% mesurer a 620 nm. Le Tableau ci-dessous présent la
variation de I’absorbance de la réaction d’inhibition de développement de la bactérie

en fonction de la concentration de dérivé ferrocénique ajouté. Les valeurs de
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I'absorbance représenté dans le Tableau 11 révelent que quel que soit la portion

deferrocéne ajouter il y a toujours une diminution de I'absorbance moléculaire.

Tableau 17: Valeurs de 1’absorbance de la culture du développement de

I’Escherichia coli obtenus a partir des données spectroscopique UV-Vis.

Concentration Fc3f Absorbance 1%
(mg/ml)
0 (DMSO) 2.023
4 1.597 24.875
8 1.184 28.671
12 1.513 31.318
16 1.216 44.055
18 1.465 44.955
20 1.036 52.847

En se basent sur la diminution d’absorbance du milieu réactionnelle en fonction
des différentes concentrations du dérivé ferrocénique (Tableau 17), les paramétre de
liaison et I’IC50 de I’interaction entre ces dérivés et I’Escherichia coli a été calculé a

partir des données spectroscopiques.
1.4.1.1 Détermination de I’efficacité inhibitrice (IC50 par données
spectroscopiques) :

D’aprés les résultats de 1’absorbance il est possible de calculer le pourcentage
d’inhibition par la formule :

Ao -

19% = A x 100
Ao
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Figure 32 : pourcentage d'inhibition de la dérive ferrocénique par chaque
concentration a partir de donn"s spectroscopique.

Avec :
A = La valeur de 1’absorbance de déférentes concentration de dérivé .

Ao = La valeur de 1’absorbance de DMSO.

Le tracé du pourcentage d‘inhibition en fonction de la concentration d’inhibiteur est

présenté dans la Figure ci-dessous.
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A partir les équations linéaire, on peut calculer les IC50 en mg/ml tableau 18
D’apres les figures 31 et 32, nous pouvons constater une fonction linéaire entre
lePourcentage d’inhibition de 1’Escherichia coli et la concentration utilisé de dérivé

ferrocénique étudiées aussi pour la contréle positive (gentamicine).

Les valeurs obtenues de la concentration inhibitrice 50 de l'interaction de

composéétudiée avec de 1’Escherichia coli sont regroupés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 18: valeurs de I'lC50 des composés étudiés obtenu a partir de la méthode in
vitro.

Composés Fc3F IC 50 (mol/mg)
A partir Méthode 0.0590
spectroscopique
A partit Zone 0.0598
d'inhibition

1.4.2. Détermination de la constante et I’énergie libre de liaison (K et AG) :
L’¢énergie libre de liaison AG de I’E-coli avec le Fc3f a été déterminé par 1’étude
du comportement spectroscopique en absence et en présence d’une concentration
croissante des ferrocéne.
D’apres les résultats de I’absorbance il est possible de calculer 1’énergie libre de

liaison AG par la formule :

o _ % , & 1
A-Ay e-g e—g K[Fc]

Avec :
Ao : est ’absorbance du composé libre.
A : est I’absorbance de 1’adduit.

&,ete :sont respectivement leurs coefficients d’extinction molaire.
La constante de liaison a éte evaluée a partir du tracé de %_ A en fonction de

}f Fc] (Figure 33). Le rapport pente/intersection peut nous permettre de calculer la

constante de liaison.
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-3.5
-3 v =-236.63x-0.0216
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Figure 33 : Tracés de }[/Fc]en fonction de A-A utilisés pour calculer les

constantes de liaison de dérivé ferrocénique étudié avec I’Escherichia coli.

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

AG=-RT InK,

Ou R : La constante des gaz parfait, T : La température en Kelvin.

Les valeurs obtenues de la constante de liaison et 1’énergie libre de liaison de
I'interaction de dérivé ferrocénique avec de I’Escherichia coli sont regroupés dans le

tableau suivant :

Tableau 19: Valeurs des K et AG des composés étudiés obtenues par des données

spectroscopiques.

Composes %FC] % A K (M1 -AG (KJ.mol?)
N-ferrocenylmethil 0.013 -3.192 9.21*10° 23
3triflurométhylalaniline 0.009 22969
0.008 -2.224
0.007 -1.892
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La conformation du dérivé avec une valeur de AG négative : 23 KJ/mol, ce qui

traduit la bonne interaction entre le dérivé et 1I’Escherichia coli.
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Discussions des résultats

L'objectif principale de ce travail est de synthése des dérivés ferrocéniques qui
peuvent donner une activité biologique vis —a-vis certains souches bactérienne. En
effet, I'activité antibactérienne de dérivé synthétise
ferrocenylmethytifuoromethylaniline a été évaluer par eux approches: in silico et in
vitro. Dans ce travail, I'étude in silico de I'interaction entre le dérivé ferrocénique et la
protéine membranaire Transglycosylase de la souche E.coli a été évalué par la
méthode de docking moléculaire en utilisant I'AutoDockTools afin de déterminer le
type et le nombre de liaison ainsi le IC50. Ensuite cette activité antibactérienne a été
étudié in vitro par deux méthodes: détermination IC50 par la mesure de diametres
d'inhibition de différentes concentrations de dérivé et celle du contréle positif la
Gentamycine. En revanche, par méthode spectroscopique UV-vis nous avons pu
¢évaluer le type d'interaction par la détermination des parametres K et AG ainsi que le
IC50.

Avant d'étudier une activité biologique de n'importe quels composé il a fallu
prédire leur propriétés physicochimique et pharmacocinétiques afin de garantir leur
utilisation comme futur médicament. Pour cela nous avons utilisé les serveurs
admetSAR, et SwissADME, sur le composé synthétisé, les résultats permettent de
calculer des descripteurs physicochimiques ainsi que de prédire les paramétres
ADME, les propriétés pharmacocinétiques, la nature médicamenteuse et la
compatibilité avec la chimie médicinale d'une ou plusieurs petites molécules pour
soutenir la découverte de médicaments .En fin la molécule répond au condition drug-
like, elle pourra alors étre un vrai candidat médicament pour une activité biologique

importante.

L'achévement d'une étude toxicologique est une étape importante afin de pouvoir
viser tout effet indésirable et mieux identifier les sites d'action des substances actives,
nous avons utilisé le serveurs Web Pro-Tox-11 pour I'étude toxicologique. En effet les
études de la Cytotoxicité confirment l'intérét biologique probable de ce dérivé. Ces
résultats obtenus peuvent aider davantage a comprendre et a développer des composés

d'intérét biologique et surtout pharmaceutique.

L'étude in silico Nous avons prédit les parameétres physicochimiques des

inhibiteur de Escherichia coli étudié en utilisant le serveur online SwissADME, les
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valeurs des propriétés observée que Les dix composés ont des poids moléculaires <
500 g/mol. D’autre part, nous n’observons que les valeurs de lipophile (LogP) de
notre compose inférieur a 5, ils ont donc montré de tres bon résultat et peuvent étre

facilement absorbé par le corps.

Cependant le compos¢ ont un nombre de donneur de liaison hydrogeéne < 5, un
nombre d'accepteur de liaison hydrogéne : < 10. Nous pouvons donc dire que la regle
des cing Lipinski a été verifiee, concernant la régle de Veber, la surface polaire
topologique de ces compose est moins de 140 A2. Ainsi que, un nombre inférieur ou
égale a 10 de liaison flexible. donc on peut dire, que les résultat de ce tableau
montrent que le molécule étudiée s’inscrivent parfaitement dans la marge de ces
criteres. Et d'autre coté de les propriétés pharmacocinétiques Les résultats montrent
que le dérivé ferrocénique Fc3FManiline présentent une forte absorption par la
membrane intestinale ce qui rend possible leur accés au sang, alors que le médicament
de référence est caractérisé par une faible absorption intestinale. L’analyse des
molécules par le paramétre de barriere hémato-encéphalique (BBB) qui protege le
systéme nerveux central, montre que les compose ont été prédits comme perméable a
la membrane hémato-encéphalique, ce qui présent un bon résultat pour les
médicaments destinés a agir au niveau du systeme nerveux central, les résultats
montrent Cependant, nous n’avons remarque aucune inhibition ou modification sur
les différents isoformes de Cytochrome P450 pour le Fc3f, L’inhibition de ces
enzymes est une source importante d'interactions médicamenteuses indésirables étant
donné que les changements dans 1’activité enzymatique CYP peuvent affecter le
métabolisme des médicaments. Et nous avons utilisées le serveur online Pro-Tox-1l
qui a donné les Prédictions de la toxicité de Fc3f et gentamicine , qui a montré que
notre composé ne peuvent pas induire des effets néfastes pour 1’organisme pour les 5

types de toxicités presentés qui sont mieux méme par rapport au médicament témoins.

L’interaction entre le dérivé ferrocénique et la bactérie révele que ce dérivé
ferrocénique interagit avec 1’Escherichia Coli vis a vis protéine membranaire d’une
fagon spontané traduit par le signe négative de la valeur de I’énergie libre. D'ailleurs,
le dérivé ferrocénique se lie & [’Escherichia Coli et peut provoquer des changements
conformationnels en formant des liaisons électrostatiques de type hydrogénique entre
les acides aminés (LYS335de la chaine A, et ALA357de la chaine A) et formant des
laissons de type hydrophobes entre les acides aminés ( VAL 314A, VAL 354A , TYR
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315A, ALA 357A) de la protéine transglycosylase et le dérivé ferrocénique étudié ce

qui freine I’activité biologique de la bactérie.

L'étude in vitro vise a déterminer 1’activité antibactérienne de Fc3F avec trois
souches, a savoir : Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) ,Klebsilla pneumonie (ATCC 700603) .

Nous avons évalué I’activité antibactérienne par diamétre des zones d’inhibitions
qui montre une augmentation en fonction de la concentration de déerivé pour une seule

souche testée (E.coli) sensibles dans ce travail .

Puis nous avons ¢étudi¢ la variation de 1’absorbance du milieu de culture de
I’Escherichia coli en absence et en présence des concentrations croissante de dérivé
ferrocénique. Cette étude du comportement spectroscopique a été réalise par la
technique de la spectroscopie UV-Visible dans I'eau physiologique mesurer a 620nm.
A partir des valeurs des diamétres des zones d’inhibition de la croissance des souches
bactériennes étudiées, ainsi que les concentrations correspondantes de dérivé
ferrocénique comme antibactériens, on peut dire que, cette dérivé ne montre aucune

activité significative contre les deux souches bactériennes a GRAM (-) testées.

Cependant, Les valeurs de IC50 des composés étudiés obtenu a partir de la
méthode in vitro en terme de zone d'inhibition (0.0598 mol/mg) et en terme de

I'absorbance (0.0590mol/mg) pouvez-nous que notre compose non toxique.

En revanche les étude spectroscopique Uv-vis de la variation d’absorbance en
absence et en présence d’une concentration croissante de dérivé ferrocénique donne
une valeur négative de I'énergie libre de Gibbs AG Fc3f-E.coli = -22.85 KJ.mol? , AG
Genta-E.coli = -29.33 KJ.mol! de ces résultats nous concluons que l'interaction de
Fc3F-Ecoli et genta-E.coli est physique de type électrostatique et cela indique la
spontanéité de la réaction entre ce dérivé et la bactérie, Ainsi le IC50 Fc3f-E.coli =
0.1254 mol/l et 1C50 Genta-E.coli = 0.0125 mol/l confirme les résultats de I'étude in

vitro.

Nos resultats obtenus sont équivaux et comparable a ceux trouvés par (Ben
abdesselam, 2017) qui déterminent 1’activité antibactérienne des différents dérivés
ferrocéniques , ils trouvent que ces composés n'exerce aucun effet significatives

d'inhibition contre les souches le Klebsilla et le pseudemenacece qui confirme nos
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résultats par I'é¢tude de (Bioud &Lassoued, 2015) qui trouvent que lactivité
antimicrobienne, contre les bactéries Gram (-) Escherichia coli est nulle. Ce
comportement n'est pas surprenant a cause la probable implication de la méthodologie
dans 1’évaluation de I’activité antibactérienne, la structure de la membrane cellulaire
des bactéries pourrait aussi y jouer un grand réle, En effet la membrane externe des
bactéries gram (-), constitue une barriere de perméabilité efficace, qui empéche la
diffusion des molécules hydrophobes et ce par la présence de charges négatives de
surface (Nikaido, 2003). la présence de cette membrane principalement constituée de
lipopolysacharides et de lipoprotéines. Ce type de membrane, relativement étanche
aux substances externes, comporte néanmoins des systemes de transports, appelés
porines. Ces porines sont en fait des protéines transmembranaires qui permettent des
échanges moléculaires entre la bactérie et le milieu extérieur, principalement pour
acheminer les nutriments, sels minéraux ou les petites molécules organiques, ou pour
détoxifier le cytoplasme. L'altération du nombre ou de la taille de ces porines peut

entrainer une résistance a certaines molécules ou I'activité antimicrobienne est nulle .

En fin, Selon les valeurs de coefficients K et les énergies libres de liaison AG
obtenu in vitro par méthode spectroscopie et in silico par le Docking moléculaire, il
est remarquable que toutes les valeurs ayant la méme ordre de grandeurs ainsi que les
valeurs de I’IC50 obtenues par la méme technique expérimentale, cela confirme le

bonne accorde entre les deux résultats in-vitro et in silico.
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Conclusion

Au terme de ce travail visant a étudier l'activité biologique de dériver N-
Ferrocenylmethyl 3-fluorométhylaniline, et la contribution pour I'amélioration des
traitements efficace. 1l ressort que ce composé possede des vertus pouvant justifier

I'utilisation des ferrocene et ces dérivés ferrocéniques en chimie médicinale

Les résultats obtenus grace a I'étude in silico et in vitro ont montré que le derivé

de ferrocéne a un effet biologique et une activité antibactérienne.

L'étude in silico via un serveur web a montré que le dérivé a un effet en
répondant a la régle de Lipinski et celle de Veber par la solubilité en milieu aqueux, la
facilité d'absorption par le corps et la membrane intestinale, ainsi que l'inhibition des
enzymes qui sont une source d'interactions medicamenteuses indésirables. ce

composé a montré un peu plus de toxicité par rapport a Gentamicine.

Enfin, I'étude in vitro nous a montré que le dérivé ait un effet sur Escherichia coli
ou plus la concentration est élevée plus les diameétres des zones d'inhibition sont
grands. En revanche, ces résultats ont été confirmer in silico par Docking moléculaire
a travers les nombre de liaison hydrogéne qui lie ce produit avec la protéine
membranaire de colis ainsi les paramétres d'interaction K et I'énergie libre de Gibbs.

L’ensemble de ces résultats obtenus ne constitue qu’une premicre étape dans la
recherche de substances d'origine organométallique biologiquement active il serait
intéressant de développer cette recherche d'un point de vue opérationnel par
approfondissement de la connaissance sur l'appréciation de l'activité des dérivées
ferrocéniques dans I'organisme pour obtenir une vue plus approfondie sur les activités

antimicrobiennes de cette le dérivés ferrocénique.

De plus, le developpement de la technologie conduit a I'expansion et a
I'amélioration de cette étude a I'avenir. En perspectives il sera trés intéressant d'étudier
d'évaluer l'activité antibactérienne avec des autres souches a différentes doses de ce
dérivé ferrocénique, ainsi-il souhaitable d'approfondir I'étude de la résistance
bactérienne ainsi que la synergie avec certains antibiotiques pour renforcer leurs effets
bactéricides ou bactériostatiques. En fin la détermination de la concentration
minimale inhibitrice CMI et la concentration minimale bactéricide CMB serons tres

intéressant pour compléter ce travail.
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