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Résume:

L’approche thérapeutique des infections bactériennes repose sur I'utilisation de substances
pharmacologiques peut étre nécessaire pour inhiber et lutter efficacement contre la bactérie.
Le développement de nouveaux composés a cibles thérapeutiques est une étape importante
dans la résolution du probléme de la résistance bactérienne aux antibiotiques. Parmi les com-
posés organométalliques qui ont la capacité d’interagir avec les bactéries récemment étudiées
sont les derivés ferrocéniques.

L'objectif de notre étude est 1’évaluation in silico et in vitro de l'activité antibactérienne des
dérivés ferrocénméthylacetylaniline (FCA). Les résultats in silico et in vitro montrent qu’il y a
une interaction spontanée entre le FCA et la bactérie qui se lie par liaisons hydrogenes traduit
par les paramétres d’interaction K et AG, les résultats montrent que la liaison de dérive ferro-
cénique avec la bactérie peut provoquer leur altération qui pourraient conduire a I'échec de
I’activité biologique de I’enzyme cible. L'étude de I’activité antibactérienne de dérivé ferrocé-
nique par spectrophotometre, les résultats obtenus ont montré que les FCA possédent une acti-
vité inhibitrice 1C50 efficace.

L’étude de I’activité antibactérienne des composés testés a été effectuée vis-a-vis des cing
souches bactériennes :Escherichia coli, Pseudomonas aéruginosa, Listeria innocua, Staphylo-
coccus aureus et Bacillus subtilis montrent clairement que les composés ferrocéniques synthé-
tisés ont des activités faibles seulement sur I'Escherichia coli avec des diamétre des zones
d'inhibition ne dépassent pas 12mm pour des concentration 18mg/ml.

La prédiction in silico des propriétés physicochimiques, pharmacocinétiques et toxicologiques
des 3 composés FCA ont montré que tous ces composés ont des bonnes caractéristiques et

permet de les considérer comme des futurs médicaments antibactériens.

Mots clés : ferrocéne, spectrometre, activité antibactérienne
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Introduction

Le phénomene de résistance bactérienne aux antibiotiques et les risques de toxicité liés
a l'utilisation massive de médicaments et d'antibiotiques de synthese, ont conduit les cher-
cheurs a trouver d'autres sources naturelles fournissant de nouveaux médicaments efficaces et
peu toxiques. L’augmentation de la résistance des bactéries aux antibiotiques est un probléme
mondial sérieux qui a orienté la recherche pour I’identification de nouvelles biomolécules
avec une large activité antibactérienne et possédant une faible toxicité (Sagar et al.,
2019).L’utilisation moderne des complexes de métaux de transition en tant que agents chi-
miothérapeutiques remonte a la découverte du cisplatine par Rosenberg et al. En 1965 (Mo-
hamed Nazim., 2012). Une telle découverte a ouvert la porte du monde inexploré de agents
chimiothérapeutiques a base de métaux qui ont différentes activités biologiques (Sergio et
Sousa., 2006).I'un des objectifs essentiels de la chimie organométallique est de présenter des

nouveaux agents thérapeutiques anticancéreux et antimicrobiens.

La chimie organométallique moderne a été fortement influencée par la découverte ac-
cidentelle du ferrocéne en 1951. En fait, le ferrocéne (Cp2Fe) a été ’espéce organométallique
la plus étudiée. La stabilité thermique, le caractére inerte en solutions d’acide et de base con-
centrées, ainsi que les propriétés redox de ferrocéne rendent ce métallocéne un composé im-

pliqué dans de nombreux domaines de recherche.

Eve I. Edwards et al ont publié dans le volume 85 du Journal of Organometallic Che-
mistry en février 1975, les dérivés ferrocéniques de pénicilline et céphalosporine, des antibio-
tiques préparés par le remplacement du groupe phényl ou le groupe hétéroaromatique par un
groupement ferrocéne, ils ont trouvé qu’ils possédent une activité antibiotique élevée(Edwars
et al., 1975). Par ailleurs, les ligands ferrocéniques ayant une grande sélectivité de reconnais-
sance devraient donner une meilleure réponse biologique et une faible toxicité, pour une dose

donnée .

Le ferrocene et ses dérivés ont joué un réle important en tant que chimio thérapeutique
potentielle en particulier, en plus de leur activité anti inflammatoires, antimicrobiens, cyto-
toxiques et de clivage de I'ADN dans les cellules cancéreuses. La stabilité, I'électro-activité et
I'activité spectroscopique élevée en font des candidats prometteurs pour de nombreuses appli-

cations biologiques. (Majumder et al., 2002).



En 1984, Kopf-Maier et al ont prouvé 1’activité anticancéreuse de complexe de ferro-
cérium contre la tumeur ascitique d'Ehrlich. Depuis lors, le ferrocene a été étudié pour des
applications biologiques et médicinales potentielles. A I'origine, I’espéce oxydée de ferrocéne,
ferrocérium (Cp2Fe+ ) était rapporté a étre le responsable des propriétés cytotoxiques sur
ADN méditée a sa capacité de générer des especes radicalaires oxygénées. En conséquence,
de nombreux ferrocenes fonctionnalisés ont été préparés et testés contre des cellules cancé-

reuses.(Benabdesselam., 2017)

En se basant sur les applications du ferrocéne citées précédemment, on a proposé un
sujet de recherche intitulé: «Evaluation antibactérienne in vitro et in silico, analyse ADMET
et amarrage moléculaire des dérives ferrocenylmethylacetylaniline», donc 1’objectif de ce tra-
vail a éte de synthétiser quelques dérivés ferrocéniques de ferrocene au laboratoire et 1’étude
de Dl'interaction de dérivés ferrocéniques synthétisés avec les bactéries par deux méthodes
adoptées dans notre étude : la technique spectroscopique UV-Visible et I’amarrage molécu-
laire. Les calculs ont éte effectué par les logiciels Gaussian9 et I'AutoDock Tools.
L’interprétation des résultats est basée sur I’énergie d’interaction de dérivé ferrocénique et
bactérie. Le complexe de plus basse énergie d’interaction présentera probablement une meil-

leure inhibition.

Notre but est de connaitre : Ces composés ont-elles une activité antibactérienne? Ou

bien leur liaison avec la bactérie est-elle spontanée ? Quel est le type de la liaison formée ?

L’ambition de ce travail est de réunir les différentes connaissances actuelles sur ce sujet afin

d’émettre une synthése permettant de répondre au mieux aux questions posée ci-dessus.
Ce travail est réparti en deux parties essentiels :

v La premiere comporte un apercu bibliographique se devisant elle-méme en
quatre chapitres (Généralités sur les bactéries, Généralités sur I’activité anti-
bactérienne, chimie de ferrocene et contexte théorique des techniques expéri-
mentales utilisées).

v La deuxiéme partie contient les matériels et les méthodes quant a la derniére
présente les résultats et discussion comprend la présentation des différents ré-

sultats obtenus et leurs interprétations.



Nous avons terminé ce travail par une conclusion générale et une annexe dont les résultats
nous n’avons pas présentés dans les différents chapitres susvisés et que nous avons jugé utile

a mentionner.

Partie |-

Synthese bibliographique



Chapitre 1:

Geénéralités sur les Bactéries.
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1.1. Introduction

Les micro-organismes ont un réle indispensable dans notre vie et sont les créatures les
plus précieuses de notre planéte. Ils sont d'une immense importance pour I'environnement, la
santé humaine et notre économie. Les microbes affectent tous les aspects de la vie sur notre
planéte ; sans microbes, la vie ne peut étre maintenue sur terre. La majorité des microbes ont
des effets bénéfiques profonds tels que la fixation des gaz atmosphériques et la conversion de
matiéres animales et végétales mortes en substances plus simples qui peuvent étre recyclées a
nouveau dans I'environnement et réutilisées au début de la chaine alimentaire (Selim et al.,
2017).

Depuis leur apparition, les antibiotiques restent le moyen privilégié de la lutte contre
les maladies d’origine bactérienne. Parmi les nombreux antibiotiques les béta-lactamines sont
a I’heure actuelle les plus utilisées du fait de leur large spectre d’action, leur innocuité, leur

efficacité et surtout leurs faibles couts (Turel et al., 2003).

Le pouvoir d’adaptation des bactéries résistantes se manifeste par leur capacité a ac-
quérir de nouvelles propriétés, soit par modification de leur génome, soit par gain

d’information génétique.

Aujourd’hui, I’émergence et la diffusion de bactéries multi-résistantes dans les popu-

lations humaines sont devenues trés preoccupants( Boughougal., 2018).
1.2. Rappels de bactériologie
1.2.1: Définition

Une bactérie est un étre unicellulaire (procaryote) de petite taille, de morphologie va-
riable qui présente des caractéristiques propres. La taille d’une bactérie varie entre 1 a 10 um.
Le poids d’une bactérie est d’environ 10-12 g. Elle contient 70% d’eau. Rapporté au poids
sec, une bactérie est constituée de protéines (55%), de lipides (10%), de lipopolysaccharides
(LPS) (3%), de peptidoglycane (3%), de ribosomes (40%), d’ARN (20%) et d’ADN
(3%)(Figure 1.1)(Rossell6-Mora et Amann., 2015).
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Figure 1.1 : Structure générale d'une bactérie (Ladjouzi., 2013).
1.2.2. Structure et composition

La bactérie posséde un cytoplasme qui est entouré, comme pour n’importe quelle cel-
lule, par une membrane plasmique. Autour de celle-ci se trouve toujours une paroi peptidique,
plus ou moins épaisse. C’est 1’épaisseur de cette derniere qui détermine la réaction de colora-
tion de Gram et classifie ainsi les bactéries en deux grands groupes : les Gram positif et le
Gram négatif (Kuhn., 2019) .

1.2.3. Classification et morphologie des bactéries

Les bactéries sont réparties en catégorie hiérarchisées : les espéces de bactéries sont
regroupées en espéces, en genre, en famille, en ordre et en classe et enfin elles peuvent étre
classées en fonction de leur besoin d’oxygeéne pour sur vivre en bactéries aérobies ou en bac-
téries anaérobie. En pratique, on les désigne par leur nom d’espéce et de genre. La forme va-
rie beaucoup d’une espeéce bactérienne a I’autre. Les plus courantes sont arrondis «coquescoc-
ci», allongees «batonnets ou bacilles». De plus, certaines bacilles sontfusiformes « vibrions »
ou s’incurvent « spiralée ». La plupart prennent la coloration de Gram : les bactéries a Gram

positif en bleu-violet, les bactéries a Gram négatif en rosé(Avril et al., 1962).

Les bactéries peuvent étre classées et donc identifiées en fonction de plusieurs para-
meétres : morphologie microscopique : coque , bacille , isolés , groupés en deux , en chainette ,

en amas morphologie macroscopique : taille , forme, couleur des colonies sur culture, résultat
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de la coloration de gram : gram positif ,gram négatif , température de croissance , besoins res-
piratoire : aérobie , aéroanaérobie strict , aéroanaérobie facultatif micro aérophile mobilité,
présence de spores , besoins nutritionnelles : nécessité de substances particuliéres . (Leclerc
et al., 1995, Madigan et al., 1997, Marc et al., 2001).

s ¥

coca COCCI EN CHAINETTE DIPLOCOQUE COCCI EN AMAS
( STREPTOCOCQUE ) ( PNEUMOCOQUE ) ( STAPHYLOCOQUE )
a8 /) AT
COCCO BACILLE BACILLE BACILLE FUSIFORME

/

VIBRIONS SPIRILLE BORRELIA TREPONEME LEPTOSPIRE

Figure 1.2 : Morphologie microscopique des bactéries (Leclerc et al., 1995).

1.2.4. Classification des principales bactéries pathogénes

Tableau 1.1 : Classification des bactéries : morphologie —genre — espéces(Guide pratique
des bactéries pathogenes., 2017).

Coques & Gram Positif
Morphologie CGenre Espéces
Staphvlocecus aureus
En amas Staphylococcus i ] i
Staphylocogue & coagulase négative
Streprocogue béta hémolytigue :
Ciroupe A pyogénes
Ciroupe B agalactiae
En chainette Streplococcus Autres groupes - C, (5, F ..
Streprocogues alpha hemolyfiques |
mutans, oralis, sangurs, salivarius, complexe millers
(anginosus, constellats, intermidius )
En diplocoque Streplococcus Preumoniae
En courtes chainette Enterococcus Faecalis faecium
Coques & Gram Négatif
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Morphologie

Genre Espéces

En diplocoque

Melsseria

Meningitidis

Cionorrheae

Bacille & Gram Négatif

Morphologie

Bacille & Coloration

bipolaire

Famille Genre et Espéces
[Escherichia coli (colibacille)
K lebsiella
ICitrobacter
[Enterobacter
IProteus

Enterobactériaceae Serratia

IProvidencra

Morganella

Salmonela (tvphimuriom)
Shigella (sonnei)

Yersinia {emterolitica)

Coceo bacilles

Brucella Melitensis  Haemophilus
(influenzae) Moraxella (catarralis)
Pasteurella  Multocida  Bordetella
pertussis  Legionella  pneumoniae

Kingella

Bacilles aérobies stricts

Pseudomonaceas

(Burkholderia

baumannu

Psendomonas aerugimosa (bacille pyocvamgue) Autres

Stenotrophomonas. ) Acinetobacter

Vibrio cholerae Autres

Vibnons Vibrionaceae Vibrions Campylobacter
Helicobacter
Bactéries de Forme spiralée
Meorphologie Genre Espéces
Treponema Pallidum jagent de la syphilis)
Leptospira Icterohémorragiae (Leptosirose)
Borrelia Recurrentis/ burgdorfert
(Figvres récwrrentes — Maladie de lyme |
Sprillum Minus [Sodoku)
Mycoplasmes
Morphologie Genre Espéces
Sans paroi Mycoplasme Prneumoniae hominis
Ureaplasma Urealyticum

Bactéries intracellulaires

Morphologie Genre Espéces
Trés petite taille Chlamydia TRACHOMATIS psittaci pnetmaoniae
Rickettzia Conorril Autres
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Bactéries Anaérobies strictes

Morphologie Genre Espéces
Coques 4 Gram positif Peprostrepfococcus
Coques a (iram négatif’ Verllonella
Clostridinm

Actinomyces
Peptococcus
Propionibacterium
Racteroides
Prevorella

Bacilles a Gram négatif Fusobacterium
Porphyromonas
Eubacterium

Bacilles & CGiram posinf Tetani, Perfringens, Botuwlinum,

1.3. Pouvoir Pathogenes des Bactéries
On distingue habituellement deux catégories de bactéries pathogeénes :

- Les bactéries pathogenes spécifiques : quel que soit 1’état de santé du patient. Ils provo-
quent des troubles.

- Les bactéries pathogénes opportunistes provoquent des troubles lorsque les défenses im-
munitaires de I'n6te sont affaiblies(Ray et Ryan., 2014).

1.3.1 Pouvoir pathogene et estimation de la virulence

Le pouvoir pathogéne est la capacité d'un micro-organisme de causer une maladie dont

les symptdmes sont d'intensité variable
- La virulence d'un micro-organisme traduit la gravité des troubles engendrés chez I'h6te.
-Le pouvoir pathogéne des bactéries dépend de :

e Le pouvoir invasif : La capacité des bactéries a se multiplier dans I'néte.
e Le pouvoir toxique : La capacité des bactéries a libérer des toxines.

e Leterrain: Les résistances opposées par I'organisme hote. (Zaouia., 2020).
1.3.1.1. Le pouvoir invasif

Selon (Nassif et Philippon., 2019). Une bactérie invasive pénétre dans I’organisme
grace a des adhésions et se multiplie dans les tissus de I'hdte : elle donc engendre une infec-

tion
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Ces adhésions sont des molécules reconnues par des récepteurs des cellules de 1’hote :

e Polyosides de la capsule ou du glycocalyx.

e Pili (fimbriae) des bactéries Gram négatives.
e Hémagglutinines.

e Protéines de surface (couche « S »).

e Acides teichoiques et lipoteichoiques des bactéries Gram positives.
-Les bactéries invasives produisent des substances qui détruisent les tissus:

e Hémolysines
e Collagénase
e Hyaluronidase

e Lécithinase ,Dnases, leucocidines.......

Certaines bactéries possedent également des dispositifs leur permettant de résister au

systeme immunitaire de I'hote, en particulier la phagocytose :

e La capsule empéchant I’opsonisation.

e Protéines M des streptocoques .

e Caillot engendré par la coagulase de Saureus.

e Protéine A de S. aureus fixant les immunoglobulines par leur fragment Fc.

e Destruction des Ig A par des protéases extracellulaires (méningocoque, H.influenzae)
e Destruction des phagocytes par les leucocidines (Pseudomonas, Streptocoques...) .

¢ Inhibition de la fusion phagosome-lysosome (M. tuberculosis) .

e Reésistance aux enzymes lysosomiales (Salmonella typhi).
1.3.1.2 Pouvoir toxique

Les bactéries toxinogenes produisent des toxines, capables de nuire a I'h6te, méme en

I'absence du micro-organisme producteur. On distingue deux types de toxines :

% Les exotoxines:Les exotoxines sont des protéines ayant plusieurs mécanisme
d’action qui peuvent étre soit locale ou a distance.
+ Les endotoxine: sont les lipopolysaccharides de la membrane externe des bac-

téries a Gram négatif. Seul le lipide A esttoxique. (Ray et Ryan., 2014).
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Tableau 1.2 : Classification des toxines (Ray et Ryan., 2014).

Type Localisation Nature chimique Exemples
Endotoxine Paroi bactérienne LPS Salmonella
Exotoxine ) Yersinia pestis

Cytoplasme Protéine . .
cytoplasmique Shigella dysenteriae
) Clostridium tetani et
Exotoxine mixte Cytoplasme Protéine _
botulinum
Aumoment de la ) Corynebacterium
Exotoxine vraie ) Protéine _ _
croissance diphteriae
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2.1. Définition
2.1.1. Antibiotique

A l'origine, le mot antibiotique (ATB) désigne tout produit microbien utilisé a de trés
faibles concentrations qui inhibe ou tue certains micro-organismes. L'antibiotique est défini
comme une substance chimique produit par des micro-organismes inférieurs (champignons ou
bactéries) et qui est capable de détruire ou d'empécher la croissance des autres microorga-
nismes (Belkadi., 2012).

2.1.2. Activité antibactérienne

Correspond a activité d’une molécule ou compose présent au sein d’un végétal qui a

trés faible concentration, inhibe le développement d’une bactérie ou la tue.

La sensibilité d’une bactérie a un antibactérien varie selon la nature de 1’antibactérienne, face
a un antibactérienne donné, la sensibilité d’une bactérie peut étre trés différents selon la

souche d’appartenance (Nicolas., 1998).
2.2. Origine des Antibiotiques

Les agents chimiothérapeutiques peuvent étre synthétisés par des micro-organismes ou
par méthodes chimiques indépendantes de I'activité microbienne(Prescott et al.,
2003;Bousseboua., 2005).

2.2.1. Antibiotiques d'origine naturelle

Seuls certains antibiotiques sont naturels, c'est-a-dire, en totalité ils sont synthétisés
par des micro-organismes dont principalement des bactéries Actinomycétales du genre Strep-
tomyces des moisissures des genres Penicillium et Cephalosporium(Monsallier et al., 1992).
Parmi ces antibiotiques on a les pénicillines G et V, la gentamicine et la tobramycine (amino-
sides), et les sulfazécines (monobactames naturels) (Nauciel., 2000).

2.2.2. Antibiotiques d'origine synthétique

Les antibiotiques peuvent également étre synthétiques, ils sont alors entiérement pro-
duits par voie chimique, tels que I'acide nalidixique( quinolones ), le chloramphénicol et les

monobactames de synthése (aztéonam) (Monsallier et al., 1992;Le Minor et Viron., 1990).
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2.2.3. Antibiotiques d'origine semi-synthétique

Ce sont des antibiotiques naturels ayant subi une modification par l'addition de
groupes chimiques supplémentaires, dans le but de les rendre moins sensibles a I'inactivation
par les organismes pathogenes(Prescott et al., 2003).Parmi ces antibiotiques on peut citer
toutes les céphalosporines, I' amikacine et la tobramycine et des kanamycines (Nauciel.,
2000).

2.3. Mode d’action des antibiotiques

Selon le spectre d’activité des antibiotiques, certains sont bactéricides du fait qu’ils
inhibent la biosynthése de molécules vitales pour la cellule, et d’autres sont bactériostatiques.
Cette activité anti-microbienne peut étre large ou étroite. Cependant, deux grands lieux
d’action ; la paroi et le cytoplasme avec cinq différents mécanismes sont distingués : action
sur la synthése du peptidoglycane, action sur la membrane cytoplasmique, action sur la répli-
cation de I’A D N, action sur la synthése des protéines et action sur le métabolisme intermé-
diaire (Figure 2.1)(Lavigne., 2007).

@ Inhibition de la synthese
de la membrane cytoplasmique

Inhibition de la synthése
de la paroi bactérienne

Inhibition de la B
synthese protéique @ Inhibition de la

syntheése de 'ADN

| —
|
|
|

i (5) Autres mecanismes

Figure2.1: Représentation schématique des sites d’action des antibiotiques.(Fournier et
Roy., 1997).
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2.4.Classification des antibiotiques selon leur mode d*action

2.4.1.Antibiotiques inhibiteurs de la biosynthese du Peptidoglycane

Le Peptidoglycane est un polymére majeur spécifique de la paroi des bactéries a Gram
positif et a Gram négatif. Il est composé de chaines linéaires de N— acétyl D glucosamine et
d’acide N— acétylmuramique dont le nombre de molécules va de 20 a 100. Ces chaines polyo-
sidiques sont reliees entre elles par de courtes chaines de tétra- peptides (L — Ala— D — Glu —
L — Lys—D — Ala) a I’aide des ponts peptidiques (Vandenesch et Etienne., 1997; Cavallo et
al., 2004) (Figure 2.2). La biosynthése du Peptidoglycane est effectuée en 3 principales étapes

-La premiere étape Elle est effectuée dans le cytoplasme et correspond a la formation
du précurseur du Peptidoglycane (UDP — NAMP).

-La deuxi¢me étape C’est une étape membranaire. Elle correspond au transport de
I’UDP — NAMP au travers de la membrane cytoplasmique et en méme temps addition d’un
autre sucre le N — acétyl glucosamine et d’une autre chaine peptidique secondaire dont la se-
guence varie en fonction des especes bactériennes. Cependant, on aura un disaccharide penta-
peptide (N — acétyl glucosamine/N — acétylmuramique pentapeptide). Ces éléments consti-
tuent les unités de base du Peptidoglycane.

-La troisieme étape Elle consiste a la polymérisation des disaccharides penta peptides

au niveau de la face externe de la membrane cytoplasmique selon deux réactions différentes:

-La premiére réaction est réalisée en présence des trans- glycosidases dont le role prin-
cipal est de lier les unités élémentaires du Peptidoglycane entre elles pour donner naissance a

de longues chaines poly saccharidiques linéaires.

-La deuxiéme réaction consiste a I’incorporation des chaines poly saccharidiques néo
synthétisées au Peptidoglycane pré existant par le biais des transpeptidases (Cavallo et al.,
2004).
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Figure 2.2 : Représentation schématique des sites d’action de certains antibiotiques sur la

Fosfomycine

biosynthése du peptidoglycane (Lavigne ., 2007).
2.4.1.1.p- lactamines

Cette famille possede en commun un cycle beta-lactame qui est leur site actif. Elle
comprend plusieurs groupes d'antibiotiques dont deux sont essentiels, les pénicillines et les
céphalosporines (Association Francaise des Enseignants de pharmacologie des Facultés
de médecine., 1993; Nauciel et Vildé., 2005).

Ces antibiotiques présentent un analogue structural avec la terminaison D-Ala-D-Ala
du précurseur de peptidoglycane. Elles se fixent de maniere covalente sur des protéines mem-
branaires, appelées protéines de liant a pénicillines (PLP). Ces protéines sont des enzymes
impliquées dans la phase finale de la synthese du peptidoglycane, c'est-a-dire I'étape de poly-
mérisation a partir de sous-unités d'un disaccharide peptide. L'activité enzymatique des PLP
est inhibée par leur liaison avec les béta-lactamines. Les béta-lactamines ont un effet bactéri-

cide sur les bactéries en voie de croissance.

Pour un antibiotique donné, I'activité antibactérienne ne s'exerce que vis-a-vis de cer-
taines espéces bactériennes, ce qui définit son spectre d'activité, par exemple le groupe de pé-
nicillines G est actif sur les bactéries a Gram positif et les coques a Gram négatif (Duval et
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Soussy., 1990; Tortora et al., 2003). Aussi, les céphalosporines qui sont classés en trois gé-
nérations, sont tous des produits a large spectre, mais dont I'intérét réside surtout dans leur
activité sur les bacilles & Gram négatif. Les glycopeptides, la fosfomycine et la bacitracine

sont également des inhibiteurs de la synthése du peptidoglycane(Le Minor et Viron., 1990).
2.4.1.2.Fosfomycine (Phosphomycine)

C’est un antibiotique bactéricide, inhibe la conversion de ’'UDP — N —acétyl glucosa-
mine en acide UDP — N —acétyl muramique en se liant par une liaison covalente a un résidu
cysteine de la pyruvyl transférase. Pour atteindre sa cible dans le cytoplasme, la fosfomycine
doit franchir la membrane cytoplasmique en empruntant deux systemes de transport : le sys-
teme L-a-glycérophosphate et celui des hexoses phosphates (Lavigne., 2007).

2.4.1.3. Cyclosérine

Elle présente une analogie de structure avec la D-alanine, inhibe la racémase transfor-
mant la L—alanine en D-alanine et la D — alanyl — D - alanine synthétase. Sous ’effet de cet
agent antimicrobien tres toxique, il se produit une accumulation d’UDP-N- acétyl muramyl-
tripeptide (Berch. P et al., 1991).

2.4.1.4. Glycopeptides

Ces antibiotiques sont bactéricides, avec une grande affinité vis-a-vis les précurseurs
du peptidoglycane comportant le dipeptide D —alanyl — D —alanine. Leurs cibles sont donc
situées soit dans le cytoplasme, soit au niveau de la paroi en formation. Chez les bactéries a
Gram négatif, aucune cible n’est atteinte a cause de I’imperméabilité de leur membrane pour
ces molécules, contrairement aux bactéries a Gram positif. En revanche, ces antibiotiques ne
peuvent franchir la membrane cytoplasmique de ces derniers et leur action s’exerce sur la pa-
roi en formation. Les glycopeptides forment un complexe avec les dipeptides D-alanyl-
Dalanine présents dans la paroi en formation, ce qui conduit a I’inhibition des transglycosy-
lases et des transpeptidases. Par ailleurs, I’élongation de la paroi et la croissance bactérienne

est inhibée (Lavigne., 2007).
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2.4.1.5. Bacitracine

Cette molécule est inactive sur les bactéries a Gram négatif grace au mécanisme
d’imperméabilité membranaire. Chez les bactéries a Gram positif, forme un complexe irréver-
sible avec 1I’un décaprényl — pyrophosphate et inhibe sa déphosphorylation (Berche et al.,
1991).

2.4.2. Antibiotiques agissants sur les membranes
2.4.2.1.Polymyxines

Ces agents antimicrobiens sont constitués d’un polypeptide cyclique et d’un acide
gras. Ils pénétrent a I’intérieur de la membrane et s’incorporent a la couche lipidique grace a
leur extrémité hydrophobe, ce qui induit une désorganisation de la structure membranaire et
entraine la mort de la cellule. Ces molécules sont trés actives sur les bactéries a Gram négatif
(Berche et al., 1991).
2.4.3. Antibiotiques actifs sur ’ADN

2.4.3.1.Inhibition de la réplication
2.4.3.1.1.Quinolones

Ces molécules inhibent la synthése de I’ADN par action sur les topo - isomérases bac-
tériennes. lls franchissent la paroi des bactéries a Gram négatif grace aux porines et pénétrent
a I’intérieur de la cellule par diffusion passive. Leurs cibles sont I’ADN- gyrase (topo - isomé-
rase 1) et la topo - isomérase IV. L’ADN gyrase est composée de deux sous-unités A (codées
par le géne gyrA) et de deux sous unités B (codées par le géne gyrB). Le site catalytique de
I’ADN gyrase est centré sur la tyrosine en position 122 de la sous unité A. La sous unité B
comprend un site d’hydrolyse de I’ATP fournissant I’énergie nécessaire a 1’activité enzyma-
tique. L’ADN gyrase intervient au moment de la réplication de la double hélice, en produisant
des coupures et des ligations au niveau des brins d’ADN ce qui permet la progression de la
fourche de réplication. Au moment de la coupure, I’ADN et I’enzyme (gyrase) sont transitoi-
rement liés de maniere covalente (sous forme de complexe). Les quinolones agissent sur ce
dernier en formant un autre complexe irréversible (enzyme— antibiotique). Ainsi, les bréches
au niveau des brins d’ADN ne peuvent étre soudées et I’AD N bactérien reste sous forme de

fragments. Ces antibiotiques agissent aussi sur la topo-isomérase 1V qui intervient lors de la
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séparation des copies d’ADN circulaires présentes aprés réplication. Ils inhibent aussi la
transcription (Berche et al., 1991).
2.4.3.1.2.Nitrofuranes

Ces agents antibactériens ne peuvent fonctionner correctement qu’apres une réduction
de leur groupement NO2. lls induisent des coupures et des mutations dans
I’ADN(Benmalek., 2008).
2.4.3.1.3. Novobiocine

Cet antibiotique est actif surtout sur les bactéries a Gram positif. Elle inhibe la réplica-
tion de
I’ADN en empéchant la fixation d’ATP sur la sous unité B de 1’ADN-gyrase(Benmalek.,
2008).

Gram” Gram’

Polysaccharides capsulaires

Porine

Protéines capsulaires

Lipoprotéines \

.. (‘_H}

Bicouche lipidigue

——— Peptidoglycane et ———

Acides téchoiques ——
{ Peptidoglycane -—-—-—-—-—-—------~-~-~ -~~~ -~-~-----_ Scoooao

Chromosome

(a) (b)
Figure 2.3: Représentation schématique de la paroi des bactéries a Gram négatif (a) et a Gram
positif (b) (Bisognano., 2001).
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2.4.3.2. Inhibition de la transcription
2.4.3.2.1. Rifampicines

Ces molécules sont bactéricides. Cet effet serait li¢ a I’oxydation in vivo du site qui-
none de la molécule ce qui formerait des ions super oxydes et des radicaux libres toxiques
pour I’ADN bactérien. Elles se fixent sur la sous unité de I’ARN polymérase et empéchent

I’initiation de la synthése des ARN m (Lavigne., 2007).
2.4.4. Antibiotiques inhibiteurs de la synthése des protéines

La traduction des ARN m en protéines se fait au niveau des ribosomes et peut se dé-
composer en trois étapes : initiation, élongation, terminaison (Lavigne., 2007).
-Premiére étape (initiation)

Au cours de I’initiation, la sous unité ribosomale 30S et le complexe formyl — méthio-
nine - ARNL se fixent au site d’initiation AUG de la molécule d’ARNmM. Trois protéines et des
facteurs d’initiation sont nécessaires pour cette étape. Par la suite, la sous unité ribose male

508 se lie a ce complexe d’initiation pour former le ribosome 70S. (Lavigne., 2007)
-Deuxiéme étapes (eélongation)

Durant I’¢longation, on aura incorporation séquentielle des acides aminés spécifiques.
Cette étape peut étre divisée en trois phase différentes a savoir: reconnaissance, transfert pep-

tidique et translocation. (Lavigne., 2007)

-La reconnaissance : Pendant cette phase, une molécule d’acide aminé ARNTt se fixe sur le site

A (aminoacyl) du ribosome.

-Le transfert peptidique : Transfert du peptide en formation du site P (peptidyl) au site
A et formation d’une liaison peptidique avec I’acide aminé du site A ce qui conduit a

I’¢longation de la chaine peptidique.

-La translocation : Cette phase fait intervenir trois protéines connues sous le nom de

facteurs d’¢élongation. Son but est de transporté le peptide au site P.
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L’incorporation des acides aminés se répete jusqu’a ce qu’un codon de terminaison
soit reconnu sur ’ARN m. A 1’aide de trois protéines accessoires spécifiques, on aura libéra-
tion du peptide, séparation du ribose me et de I’ARN m et la dissociation du ribosome en ses
deux sous unités. L’effet inhibiteur des antibiotiques sur la synthése des protéines est exercé
surtout sur la sous unité ribosomale 30S ou 50S, parfois les deux a la fois (Figure 2.4) (La-
vigne., 2007).

ELONGATION
macrolides, lincosamides, streptogramines

site A (Amino Acide)
LIAISON AA-tRNA

” snicolé
(Peptide)| sSite P phénicolés

mRNA

ELONGATION INITIATION
+ ( 208 oxazolidinones
ERREURS de LECTURE LIAISON AA-IRNA
aminoglycosides tétracyclines

Figure 2.4: Représentation schématique des sites d’action des antibiotiques actifs sur la syn-
theése des protéines (Freney et al., 2007).
2.4.4.1. Aminosides

Ce sont des antibiotiques bactéricides. Pour atteindre leurs cibles dans le cytoplasme,
ils franchissent I’enveloppe externe a 1’aide des porines, puis la membrane cytoplasmique par
le biais d’un systéme de transport d’électron et d’oxygene comme accepteur final. Une fois a
I’intérieur de la cellule, ces agents se fixent sur la sous unité 30S et provoquent des erreurs de
reconnaissance codons — anti codons et 1’incorporation d’acides aminés erronés dans la chaine
peptidique en formation. D’autre part, ils empéchent la fixation du facteur F3 qui en fin de
synthése provoque la dissociation du ribosome en ses deux sous unités. De ce fait, les ribo-
somes sont incapables de s’unir a de nouveaux ARN m. Certains aminosides se fixent a la fois
sur la sous unité 30S et 50S du ribosome (Berche et al., 1991).

2.4.4.2. Tetracyclines

Ce sont des antibiotiques bactériostatiques a large spectre. Pour exercer leur effet in-

hibiteur, traverse la membrane externe grace aux porines, puis la membrane cytoplasmique



Chapitre 2 Généralités sur activité antibactérienne

soit par diffusion passive, soit par des systéemes de transport actif. Ces molécules se fixent sur
les ribosomes au niveau du site A par liaison avec les protéines de la sous unité 30S. De ce
fait, I’aminoacyl-ARNt sera inhibé et la phase de reconnaissance au cours de 1’étape

d’élongation de la chaine peptidique sera bloquée (Berche et al., 1991).
2.4.4.3. Macrolides et apparentés

Les L MS sont des antibiotiques lipophiles, constitués par un noyau central lactonique
composé de 12 a 16 atomes sur lesquels sont fixés des sucres. Ces molécules et d’autres sont
actifs surtout sur les bactéries a Gram positif et quelques bactéries a Gram négatif. Ils inhibent
la synthése des protéines en se fixant de fagon réversible sur la sous unités 50S, notamment au
niveau de ’AR N ribose mal 23S, au voisinage du site P. Ceci, inhibe 1’élongation du peptide
en cours de synthése par blocage des étapes de transfert peptidique ou de translocation. Cer-
tains agents antibactériens de ce groupe inhibent la synthése des protéines par inhibition de la

formation des liaisons peptidiques (Berche et al., 1991).
2.4.4.1.4. Phénicolés

Ces antibiotiques s’attachent a la sous unité ribose male 50S préférentiellement sur le
site A, en empéchant I’attachement des amino - acyl A R Nt et inhibent la formation des liai-
sons peptidiques (peptidyl transférase) et enfin 1’¢longation de la chaine. Ils sont bactériosta-
tiques et actifs sur les bactéries a Gram positif et a Gram négatif (Lavigne., 2007; Berche et
al., 1991).

2.4.4.1.5. Acide fusidique

C’est un antibiotique de nature stérolique. Il est hydrophobe et actif uniquement sur
les bactéries a Gram positif. Il intervient au cours de la translocation et inhibe 1’¢longation du
peptide en immobilisant le complexe ribosome- facteur d’élongation qui doit normalement se

dissocier juste apres la translocation du peptide. (Benmalek., 2008)
2.4.5.Antibiotiques agissant sur le métabolisme intermédiaire
2.4.5.1. Sulfamides

Médicaments chimiques preparés par synthese et caractérises par un groupement sou-
fré et aminé (SO2NH2), déenomme groupement sulfonamide, par analogie avec le groupement

amide (CONH2). Les sulfonamides fournissent a la thérapeutique trois familles de médica-
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ments : des antiseptiques chlorés comme par exemple le, chloramine-T, des hypoglycémiants,
utilisés dans le traitement du diabéte sucré et enfin, des antimicrobiens. C’est cette derniére
propriété que nous allons exploiter. Les sulfamides sont des antibiotiques bactériostatiques.
Ils inhibent la croissance et la reproduction des bactéries sans pour autant les
tuer(Boughougal., 2018).

Ces antibiotiques présentent une structure proche de 1’acide para amino benzoique PABA Cet
acide est le précurseur de 1’acide folique, acide responsable de la synthése des bases puriques
et pyrimidiques, base indispensable a la synthese de L’ ADN des bactéries. Les sulfonamides
vont inhiber la dihydroptéase synthétase (DHPS), enzyme responsable de la synthése de
I’acide folique en mimant 1’action de la PABA, ce qui explique ’arrét de la croissance bacté-
rienne.(Boughougal., 2018)

2.5. Origine de la résistance bactérienne

La résistance aux antibiotiques est un phénomeéne général observé pour toutes les es-
peces bactériennes rencontrées chez ’homme et 1’animal : ¢’est la capacité pour une souche
bactérienne de croitre en présence d’une concentration d’antibiotique supérieure a celle qui
inhibe la croissance de la majorité des souches appartenant a la méme espéce. Plusieurs études
ont montré que 1’apparition de la résistance est associée d’une part, a la surconsommation
d’antibiotiques et d’autre part & des traitements trop courts ou trop longs ou parfois mal do-
sés(Boughougal., 2018).

La résistance des bactéries aux différents agents antimicrobiens peut étre naturelle (intrin-

séque) ou acquise. (Benmalek., 2008).
2.5.1. Résistance naturelle

Si les antibiotiques, molécules naturelles, sont synthétisés par la plupart des microor-
ganismes pour supplanter d’autres micro-organismes dans un environnement donné, ces subs-
tances peuvent ne pas étre actives sur tous les micro-organismes. On dira que ces micro-
organismes ont une résistance naturelle vis-a-vis de cette molécule la résistance naturelle a un
antibiotique donné est un caractére présent chez toutes les souches de la méme espece. Par
exemple, les mycoplasmes, bactéries dépourvues de parois présentent une résistance naturelle
aux B-lactames, puisque le mode d’action de cette famille d’antibiotique consiste a inhiber le
peptidoglycane de la membrane. Les bacilles a Gram négatif sont naturellement résistants aux
antibiotiques hydrophobes car ces molécules ont des difficultés a passer la membrane externe.
(Boughougal., 2018).
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2.5.2.Résistance acquise

La résistance bactérienne acquise a une antibiotique est un phénomeéne qui apparait au
niveau des souches d’une espéce donnée, normalement sensible a cet antibiotique.
L’acquisition d’une résistance vis-a-vis des antibiotiques résulte de deux types de mécanismes
géneétiques :

e Mutation chromosomique, affectant le chromosome, elle est rare, spontanée stable,
indépendante de I’antibiotique.

e Plasmidique : les plasmides naturels en général un certain nombre de géne et en parti-
culier des génes de résistances a des antibiotiques, ainsi que des génes de transfert
permettant le passage du plasmide d’une bactérie a une autre. Ce transfert s’effectue

et général par conjugaison. (Boughougal., 2018).

Modfication de baisona
s cibles mtracellulawes

Modification de
Iactuvite enzymatigus

Figure 2.5: Schéma général des mécanismes de résistance aux antibiotiques (Bouyaha et al.,
2017).
2.6.Mécanismes biochimiques de la résistance

Les bactéries se défendent contre I’action des antibiotiques par imperméabilité mem-
branaire, inactivation enzymatique ou modification de la structure de leurs cibles (Courvalin
etal., 1985 ; Lavigne., 2007).

2.6.1. Imperméabilité membranaire
2.6.1.1. Diminution de perméabilité de la membrane externe

Elle empéche la pénétration de 1’antibiotique ou limite sa concentration dans ’espace

périplasmique, et résulte souvent d’une mutation affectant la structure des porines ou dimi-
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nuant leur synthese. Il a été démontré que I’acquisition d’une multi - résistance aux antibio-
tiques chez les bactéries a Gram négatif est due a un disfonctionnement ou a la perte de I’'une
des majeurs porines (Omp ou Opr), qui constituent des canaux aqueux ou hydrophiles compo-
sés de trois protéines laissant diffuser diverses molécules de faibles poids moléculaires (La-
vigne., 2007). Chez Pseudomonas aeruginosa, elle résulte de la perte de la porine OprD qui
affecte principalement 1’imipenéme, par contre chez Escherichia coli est liée a la perte des

porines OmpC et Omp(Nikaido et Vaara., 1985 ; Mesaros et al., 2007).
2.6.1.2. Systemes efflux actifs

Les bactéries peuvent résister aux antibiotiques par exportation active a 1’aide des
transporteurs membranaires appelés pompes d’efflux. Ces derniéres sont énergie dépendante
et interferent avec les mécanismes de transport de type imperméabilité (Lavigne., 2007). Ces
deux mécanismes associés constituent les principaux mécanismes de la résistance intrinseque
élevée des bactéries a Gram négatif vis-a-vis de nombreux agents antimicrobiens. Les sys-
témes d’efflux se distinguent surtout par une structure tripartite composée d’une pompe
transmembranaire, une protéine de fusion périplasmique et une porine de la membrane ex-
terne. Parmi les systémes d’efflux actifs décrits chez les bactéries a Gram négatif, le transpor-
teur A mr AB - OprA responsable de la résistance aux aminoglycosides et aux macrolides
chez Burkholderia pseudomallei, Mex X Y qui assure 1’extrusion des lactamines, des amino-
glycosides, de la tétracycline et de I’érythromycine chez Pseudomonas aeruginosa et Acr
AB/Tol C d’Escherichia coli(Magnet et al., 2001 ; Cattoir., 2004 ; Mesaros et al., 2007).
2.6.2. Modification de la cible des antibiotiques

Ce mécanisme de résistance confere aux bactéries la résistance a un grand nombre
d’antibiotique de familles différentes. La modification des PLP (protéines liant les pénicil-
lines), frequemment rencontrée chez les bactéries & Gram positif est due a une mutation spon-
tanée qui survienne dans les genes chromosomiques codant les PLP normales, ce qui conduit
a la modification de la structure de ces protéines (affinité diminuée) tel que le cas de la PLP2a
de Staphylococcus aureus résistante a toutes les lactamines, et la PLP2 x de Streptococcus
pneumoniae (diminution de la sensibilité aux pénicillines) (Lavigne., 2007). Elle peut aussi
étre due a I’acquisition de genes codant pour des variant de PLP qui présente une faible affini-
té pour les -lactamines par un transfert horizontal (transformation) (Brisou et al., 2004).

2.6.3. Synthese d’enzymes inactivant les antibiotiques
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L’inactivation enzymatique des antibiotiques(beta - lactamines, aminosides, phénico-
lés, ... ... ), est le mécanisme de résistance le plus souvent observé chez les bactéries & Gram
positif et & Gram négatif. Ces enzymes ont une localisation intracellulaire ou extracellulaire,
de nature constitutive ou inductible, codés par des génes chromosomiques ou extra chromo-
somique (plasmides, transposons et intégrons). L’exemple le micux connu est celui des - lac-
tamases responsables de I’hydrolyse du noyau lactame des antibiotiques de la famille des lac-
tamines, ce qui conférent la résistance bactérienne vis-a-vis ces agents antimicrobiens. Selon
des études récentes, plus de 350 - lactamases ont été identifiées (Babic et al., 2006 ; La-
vigne., 2007)

Tableau 2.1: Mécanismes de résistances aux antibiotiques (Carle., 2009).

Meécanismes de résistances Conséquences

L ; Production d’une enzyme qui inactive ou dé-
Inhibition enzymatique truit I’antibiotique ; mécanisme le plus répandu.

Réduction de la perméabilité cellulaire Changement de perméabilité empéchant le mé-
dicament d’atteindre sa cible.

Altération des sites de liaison ciblés par Baisse de I’affinité de 1’antibiotique pour son

I’antibiotique site d’action.

Pompes a efflux Antibiotique éjecté de la cellule par transport
actif.
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3.1. Historique des ferrocenes

Les composés organometalliques peuvent étre définis comme des composés dans les-
quels il existe au moins une liaison métal-carbone; Plus généralement, la chimie organométal-
ligue concerne les transformations des composés organiques par des metaux (Bechki et al.,
2013). La chimie des organométalliques est restée pour une grande période, un champ
d'investigation limité, a cause de l'instabilité des composés contenant des liaisons métal car-
bone synthétises par les premiers chimistes. Malgré cet obstacle d'instabilité des organométal-
liques, les recherches ont continué gréace a plusieurs savants comme Werner, Victor Grignard,
Sabastier, qui ont préparé des composés organometalliques, mais la grande évolution de la
chimie organométallique se produisit au troisieme quart du XXeme siecle a la suite de la dé-
couverte du ferrocéne(Boukebbous., 2009). La chimie des métaux de transition était maitri-
sée par les chimistes allemands avant la deuxieme guerre mondiale. Cette discipline a été
transférée aux anglais et aux americains apreés la deuxieme guerre mondiale. En 1951, Kealy
et Pauson ont publié pour la premiére fois dans un article célebre au journal Nature, la syn-
these de bis(cyclopentadiényl)fer ou ferrocéne(Kealy et Pauson., 1951). lls ont essayé de
préparer le dihydrofulvaléne par oxydation d'un réactif de Grignard de cyclopentadiényle sui-
vant par I'équation suivante. Le composé obtenu a partir de cette réaction était un produit

orange et thermiquement tres stable (Henni., 2017).
2CS5H5MgBr + FeCl2 — (C5HS)2Fe + MgBr2 + MgCl

La structure proposée par Pauson pour ce composeé a une forme de résonance dans la-
quelle le fer est lié au cyclopentadiényle par une liaison sigma avec une formule ionigue ca-

nonique comme le montre le schéma suivant :

=0

Figure 3-1:Structure de résonance proposée par (Kealy et Pauson,. 1951).
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Alors que la formule correcte de complexe m (fer li¢ aux cinq carbones de chaque
cycle), ne fut établie que I'année suivante par Wilkinson et Woodward. Indépendamment,
Ernst Otto Fischer & Munich arriva a la méme conclusion. La structure du ferrocéne fut en-
suite confirmée par spectroscopie de RMN et cristallographie aux rayons X (Boukebbous.,
2009).

Figure3.2:Structure correcte de ferrocéne(Woodward et al., 1952).

Les recherches sur la synthese, les structures et les propriétés des dérivés du ferrocéne
ont été continuellement actives au cours des derniéres décennies. De nombreux dérivés ferro-
céniques ont été synthétises et leurs propriétés et applications ont été étudiées a fond, ce qui a
favorisé le développement de la théorie de la liaison chimique et de la chimie structurale
(Yong-Hua., 2007).

3.2. Définition du ferrocéne

Le ferrocene est un composé organométallique de formule Fe(C5H5)2. 1l se présente
sous forme d’un solide orange avec une odeur caractéristique (Cyril., 2010). C’est le proto-
type des métallocenes. Il est composé de deux cycles pentadienyle entourant un centre métal-

lique. lls sont aussi appelés composés « sandwich » (Zerari., 2013).

Figure3.3:Ferrocene sous forme de poudre orange.
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1.3.3. Liaisons et structures électroniques du ferrocene

La longueur moyenne de la liaison C-C dans les deux cycles pentadienyle du ferro-
céne 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 pentadiényle qui est différente pour chaque métal-
locene, une autre liaison caractéristique de chaque métallocene est celle de M-C. Pour le fer-
rocéne, la longueur Fe- C est égale 4 2.03A (Terki., 2007).

Le ferrocéne est de loin le plus stable des metallocenes. L'atome de fer dans le ferro-
cene est a I'état d'oxydation +2. Chaque cycle pentadiényle est donc chargé une fois négati-
vement, amenant le nombre d'électrons m a six sur chaque cycles. Ils sont donc aromatiques.
Ces douze électrons -6 pour chaque cycle forment des liaisons covalentes avec le métal. Ajou-
tés aux six électrons de la couche d du fer, le complexe complait a la regle des 18 électrons
(Bioud et Lassoued., 2015).

1.3.4. Processus chimique de synthése de ferrocéne

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

clopentadienyle a partir du cyclopentadiéne(Khalef., 2012).

1.3.5. Réactivité

Les ferrocénes substitués peuvent étre préparés directement ou indirectement. Dans la
préparation indirecte, la molécule de ferrocene est utilisée comme un point de départ pour la
synthése des autres dérivés ferrocéniques, tandis que dans la synthese 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 fer-
rocene lui-méme. Seulement, les bases fortes telles que le réactif de Grignard, les organothal-
liums, les réactifs de lithium ou de sodium, peuvent donner de bons rendements de derives

ferrocéniques a partir de cyclopentadiéne substitués (Sheldrick., 1998).

1.3.5.1. Réaction de substitution

L’atome de fer qui se lie avec les radicaux cyclopentadiényles, a une influence directe

sur les propriétés chimiques de ferrocene et sur le mécanisme de la substitution. On suppose
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que les substitutions électrophiles se produisent selon un processus réactionnel général, au
cours duquel le groupement électrophile réagit d’abord avec I’atome de fer pour donner un
intermédiaire cationique n-diénique ce mécanisme explique pourquoi dans le cas des substitu-

tions électrophiles

les réactivités relatives des différents dérivés du ferrocene vont de pair avec la facilité

d’oxydation de I’atome de fer (Hanzab et Houas., 2013).

1.3.5.2. Acylation

L’acylation du ferrocéne, selon Fridel et Crafts peut étre effectuée dans des conditions
trés douces avec, par exemple ’anhydride acétique contenant de I’acide phosphorique comme
catalyseur conduit au mono-acétylferroceéne. Avec le chlorure d’aluminium comme catalyseur
on peut obtenir un bon rendement soit de mono soit du 1,1-diacétylferrocéne selon les propor-
tions de réactif employé (Bechki., 2012).

1.3.6. Propriétés du ferrocéne
1.3.6.1.Propriétés physicochimiques

Le ferrocene est un solide cristalin orange de masse molaire 186,04 g.mole-1, tres
stable a I'air avec un point de fusion de 173 °C et point d'ébullition 249°C. il possede un mo-
ment dipolaire nul, ce qui explique sa solubilité dans une majorité de solvants organiques
(Alavi, 2013 ; Khalef, 2014) (éthanol, dichlorométhane, cyclohexane), sa solubilité dans I’eau
est d'environ 0,1 mg/ml a 21°C, 100 mg/ml dans le DMSO a 19.5°C. Il est stable a haute tem-
pérature, jusqu’a400°C (Henni, 2017). A température ambiante, le ferrocene est le plus stable
des métallocenes, d’une odeur de camphre. Les études ont montré qu’il est sensible a 1'exposi-
tion prolongée a l'air et a la lumiére. Le ferrocéne forme avec l'acide nitrique dilué et I'acide
sulfurique concentré des solutions rouges foncées avec une fluorescence bleue (Khalef.,
2014).

1.3.6.2.Propriétés électrochimiques

Beaucoup d'études et des analyses par des méthodes électrochimiques ont eté effec-
tuées sur les propriétes oxydo-réductrices de ferrocéne. D’une maniére générale, le compor-
tement cathodique habituel de ferrocéne en milieux organiques tel que le dichlorométhane,
I’acétonitrile et le DMF peut étre décrit par une réduction réversible a un électron, conduisant

au ion ferrocerium (Bechki., 2012).



Chapitre 3 Chimie de ferrocene

-+

&

-

&

<
2

N —
&

Figure 3.4 : Oxydation mono électronique réversible de la ferrocéne(Neghmouche et al.,
2010)

La réversibilité de la réaction d’oxydo-réduction a été démontrée par voltamétrie cyclique, les
parametres électrochimiques tirés de voltamogramme de ferrocéne montrent que le processus

d’oxydo-réduction se fait d’une fagon rapide, réversible et monoélectronique(Bechki., 2012).
1.3.6.3.Propriétés spectrales
1.3.6.3.1. Infrarouge

La spectroscopie infrarouge du ferrocéne est relativement simple a cause de sa struc-
ture symétrique. Il présente une bande d'absorption & 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 antisymétrique du cycle de pentadiényle. La bande d'absorption a 1411 cm-1 est
équivalente a la vibration d'éloignement antisymétrique de C-C du cyclopentadiényle non
substitué (Khalef., 2014).

100

U I AYam!




Chapitre 3 Chimie de ferrocene

Figure3.5:Spectre IR de ferrocene (Khalef., 2014).
1.3.6.3.2. Résonance Magnétique Nucléaire RMN
% RMN 1H

Le spectrale RMN 1H 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.
% RMN 13C

De méme le spectrale RMN 13C de la ferrocene présente un seul pic a 68 ppm corres-
pond aux dix atomes de carbone de deux cycles de cyclopentadienyles(Mahmoudi et Nemsi.,
2009).

1.3.6.3.3. Structure Cristalline

La structure cristalline de ferrocene a été étudiée par Wilkinson et al. par diffraction
des RX. C’est grace a ces analyses que les longueurs des liaisons C-C C-Fe, et C-H ont étés
déterminés exactement (Khelef., 2014).

-

Figure 3.6: Structure cristalline de ferrocene(Kopp., 2010).
1.3.7. Chimie médicinale de ferrocene

Le ferrocene a attiré une attention particuliere car il offre des propriétés attrayantes
telles que la neutralité, la lipophilie, de bonnes propriétés redox, une stabilité chimique et une
faible toxicité. De nombreux composés ferrocéniques présentent une fascinante activité anti-

bactérienne, antifongique, clavage d'ADN, cytotoxiques et activité antitumorale. L'utilisation
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du ferrocéne dans la chimie médicinale est un domaine de recherche vigoureux, certains déri-

ves du ferrocéne sont tres actifs dans les dosages in vitro et in vivo (Sansook., 2017).

1.3.7.1. Activite anti-oxydants

Les dérives du ferrocéne contenant des atomes d'azote sont connus pour avoir in vitro
une capacité de piégeage des radicaux libres et une activité antioxydante. L'activité antioxy-
dante des derivés de ferrocene a d'abord été étudiée a la fin des années 1950, lorsque Acton et
Silverstein ont rapporté la synthése et I'évaluation antioxydant de certain nombre de ferrocé-
necarboxyamides N-substitués et de dérives de ferrocénylamine. Zhang et Liu ont également
étudié l'activité antioxydant des ferrocénylhydrazones et ont découvert qu'ils présentaient une
activité antioxydante intéressante. Depuis lors, un grand nombre de composés ferrocéniques

ont été synthétisés et évalués en termes d'activité antioxydant (Khalef et Lanez., 2015).
1.3.7.2. Antibactériennes

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

bactéries gram positif (Bioud et Lassoued., 2015).
1.3.7.3. Activité antifongique

Les résultats d’évaluation de 1’activité antifongique du 3-nitrophénylferrocéne contre
deux especes de levures pathogenes. D'aprés ces résultats, il a été révélé que le composé a des
activités antifongiques prometteuses contre deux souches de levures (Aspergillus niger, As-
pergillus flavus). Ces résultats suggérent que le composé avait des activités sélectives contre

les levures (Benabdesselam., 2017).

1.3.7.4. Activité anti-cancéreuse
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Ferrocéne a un effet anti-tumoral chez des souris portant des métastases pulmonaires
établies de melanome B-16, I'effet anti-tumoral maximal a été atteint a des doses de 0,05 & 0,2
mg / kg et ils ont constaté que des doses inférieures ou supérieures ne sont pas efficaces
(Gbérmen., 2010).

1.3.7.5. Activité anti-Toxoplasmose

L’atovaquone est une molécule utilisée dans le traitement de la toxoplasmose. En rai-
son de problémes d’intolérance, de concentrations et d’effets secondaires de 1’atovaquone, des
recherches sur de nouvelles molécules restent nécessaires. Des tests biologiques a partir des
homologues ferrocéniques de 1’atovaquone ont été réalisés. Trois de ces dérivés ferrocé-
niques, possédant une chaine alkyle de 6 & 8 carbones en R2, se sont révelés actifs sur des
souches Toxoplasmas. De plus, ces nouveaux composés sont particulierement efficaces sur

des souches résistantes a I’ Atovaquone(Barameea et al., 2006).
1.3.7.6. Activité antivirale

L'activité des dérivés ferrocéniques antiviral basé sur I'étude de I'effet de ces compo-
sés sur virus VIH, responsable des symptomes du syndrome d'immunodéficience; Il a été
montré que les dérivés ferrocéniques entravent la multiplication du virus de SIDA en inhibant
I'enzyme de transcriptase inverse, mais son effet inhibiteur sur 'ADN et I'ARN polymérase de

la cellule hote est plus important (Hemmami., 2017).
1.3.8. Dérivé ferrocénique étudié
N-ferrocenylmethylaminoacetophenone :

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

2016). Les structures chimiques des derives étudiés sont présentées dans la figure suivante :
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Figure 3.7 :N-ferrocenylmethyl-4-aminoacetophenoneN-ferrocenylmethyl-3-

aminoacetophenone.
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Figure 3.8 : ferrocenylmethyl-2-aminoacetophenone.
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Chapitre 4 Contexte théorique des différentes techniques expérimentales utilisées.

1.4.1. Spectroscopie électronique

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

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

1.4.2. Régles de sélection

Une molécule absorbera une radiation de fréquence v s’il existe des transitions nécessitant
une énergie AE donnée par la relation suivante :

AE=hv=E=hCE
A

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

possibles ne sont pas permises (Boeyens.,1967).
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e Niveau d’énergie excité

AF =M

—————— [\ iveau d’énergie Fondamental

Figure 4.1 : Excitation d’électrons de valence suite a I’absorption d’un rayonnement dans le
domaine de ’UV-Visible.

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

La spectroscopie UV-Visible permet d’accéder qualitativement a des renseignements quant

a la nature des liaisons présentes au sein de 1’échantillon (via I’ordre de grandeur de

Auax €L €5 ) €1 de déterminer quantitativement la concentration d’espéces absorbant dans ce

max
domaine spectral.

1.4.3. Principe de la spectroscopie UV — Visible :

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

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

(ferrocenylmethylamino) benzonitrile est représente ci-dessous (25°C, acétonitrile) :
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Figure 4.2 : Spectre électronique du dérivé 2-(ferrocenylmethylamino)benzonitriledans

I’acétonitrile

On remarque que le spectre de la figure 4.2 est constitué de bandes larges, et non de pics.
De nombreuses transitions énergétiquement proches sont donc réalisées. Or si les transitions
électroniques sont bien responsables de ces absorptions, les sous-structures vibrationnelles et
rotationnelles, au sein d’un méme niveau électronique, peuvent conduire a des transitions
énergétiquement du méme ordre de grandeur, partant et aboutissant aux mémes niveaux élec-
troniques mais mettant en jeu des niveaux vibrationnels et rotationnels différents. Différents
rayonnements électromagnétiques de longueurs d’ondes légérement différentes conduisent
alors a différentes transitions énergétiquement trés proches et ainsi a des bandes d’absorption.

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

d’absorption 4, . Dans I’exemple précédent, celle-Ci est de 334 nm. Cependant, la donnée

d’une telle longueur d’onde ne renseigne pas sur ’intensité de I’absorbance. Une donnée in-
tensive et quantitative est nécessaire. Celle-ci est fournie par la loi de Beer-Lambert : pour
une solution contenant une unique solution absorbante : (Boeyens., 1967).
A=¢lC

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

La relation de Beer-Lambert donne donc accés au coefficient d’extinction molaire € qui ca-
ractérise 1’absorption de 1’édifice dans les conditions de I’expérience. Ainsi, il dépend de la

température, de 1’édifice et du solvant dans lequel est enregistré le spectre. En se plagant a la
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longueur d’onde du maximum d’absorption, les coefficients ¢ _ peut étre calculé. La donnée

max

de ces deux grandeurs (4,

nax 0 Emax) €St caractéristique de I’absorption d’un édifice dans des
conditions expérimentales données, mais ne dépend pas de 1’appareil utilise (Boeyens., 1967).

1.4.3.2.Analyse de I'absorption :

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

la nature joue fortement sur les deux grandeurs (4, et ). Dans le cas de molécules orga-

gmax
niques les niveaux électroniques concernés par des transitions dans I’UV-Visible correspon-

dent grossiérement aux orbitales de valence de 1’édifice et leur énergie est dépendante de leur

nature (o, ) et de leur caractére (liante, antiliante, nonliante). Schématiquement, 1’ordre

relatif des niveaux électroniquesest le suivant :

E
A

g%

Figure 4.3:Schéma de I’ordre relatif des niveaux électroniques
De nombreuses transitions sont donc possibles mais seules celles de plus faibles énergies
conduisent a une absorption dans 1’'UV-Visible. La nature o ou = des niveaux impliques refle-
tent la nature du groupe fonctionnel présent dans 1’édifice. Certaines fonctions organiques
provoqueront donc une absorption, ce sont des chromophores. L’enregistrement d’un spectre
UV-Visible peut donc, a I’instar de la spectroscopie Infrarouge, conduire a 1’identification des
fonctions présentes dans une molécule organique. Les ordres de grandeurs de nombreux

chromophores caractéristiques sont tabulés :
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Tableau 4.1 : Ordres de grandeurs de quelques chromophores

Chromophore Transition Anax 109 (&, )
Alcéne r-r 175 3.0
Alcool n-o 180 2.5

Aldéhyde-Cétone n-z 7-»" | 180;280 | 3.0;15

Acidecarboxylique n-rz" 205 1.5

Nitro n-rz 271 <1.0

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

absorption dans I’UV-Visible. De plus, la conjugaison du systeme = conduit a un resserrement
des niveaux m et =* et par conséquent une augmentation du A4 . . Il s’a gitde I’effet batho-
chrome. Si les alcénes absorbent de fagon caractéristique dans 1’UV, les polyénes voient leur
Anae @UGMenter avec le nombre de liaisons © conjuguées pour finir par atteindre le domaine

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

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

Figure4.4.:Schéma de Structure de B-carotene.

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

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

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

visible.
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1.4.4. Amarrage moléculaire
1.4.4.1. Introduction

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

Initié au début années 1980, (Souyel., 2015). le Docking moléculaire ou amarrage molé-
culaire in silico, vise a prédire la structure d'un complexe moléculaire a partir des molécules
isolées. 1l consiste a trouver les modes de liaison les plus favorables d'un ligand & la cible
d'intérét, ce qui est considérablement plus facile a mettre en ceuvre, moins cher et plus rapide
que l'utilisation d'une des methodes expérimentales in vitro. Le Docking a émergé au cours
des trois derniéres décennies, poussé par les besoins de la biologie moléculaire structurale et
la découverte de médicaments structurels. Il a été grandement facilité par la croissance spec-
taculaire et la disponibilité des outils informatiques, et la facilité d'accés aux bases de données
biomoléculaires (Morris et Lim-Wilby., 2008).
1.4.4.2. Types du Docking moléculaire :

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

Le deuxiéme type est le docking semi-flexible qui est souvent utilisé pour 1’amarrage pro-
téine-ligand. Le ligand étant considéré comme flexible et la protéine gardee rigide. Cepen-
dant, certaines protéines présentent naturellement des régions de grande flexibilité, subissant
des réarrangements considérables en présence d’un ligand. Dans ce cas, négliger la flexibilité
de la protéine peut mettre en péril la fiabilité des resultats du docking, et rend nécessaire

I’utilisation d’approches capables de tenir compte de la flexibilité du systéme entier.
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En revanche, la troisieme classe qui est le docking flexible traite la flexibilité des deux mo-
lécules, mais la flexibilité permise reste limitée (El Hadj Said., 2016;Lebbad., 2016 ; Bou-
chagra., 2018).

1.4.4.2.1.Principes du docking moléculaire

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

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

toutes les conformations générées (Bouchagra., 2018).

1- Représentation 4- Regroupement,

Classement et selection:
2- Recherche

nformationnelle: |~ c-S¢91INg
2 contormationnelle:  _ yonnée expérimentale

-rigide (rotation et
translation)

-flexible: résidus,
chaine carbonée,
domaine

3- Minimiseur
évaluation du score

5- Affinement
-minimiseur
- dynamique moléculaire

Figure 4.5:Schéma du protocole général de docking.
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Les fonctions de notation (scoring) prédisent des facteurs tels que : la force de van der
Waals, I'énergie de liaison, les effets de solvatation, les effets d’entropie, le nombre des liai-
sons hydrogéenes formées entre la protéine cible et le ligand, et d'autres types d'interactions
intermoléculaires (interactions hydrophobes et électrostatiques) (Doss. C et al., 2014;El Hadj
Said., 2016).

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

AG=AGcomplexe — AGligand-AGprotsine

Théoriquement, le complexe est favorable si la variation d’énergie libre globale de com-
plexation est négative (AG complexation <0)(El Hadj Said., 2016).

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

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

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

La derniére classe est la plus récente, elle regroupe les fonctions de notation basées sur le
consensus. Ces fonctions combinent les scores de tous les programmes de scoring et donnent
un score final afin de minimiser les erreurs et trouver le ligand parfait pour une macromolé-
cule cible donnée. (Guedes et al., 2014;Doss et al., 2014).
1.4.4.2.2.Applications du docking moléculaire

Le docking moléculaire peut démontrer la faisabilité de toute réaction biochimique telle
gu'elle est effectuée avant la partie expérimentale. Dans certains domaines, le docking a révo-
lutionné les résultats. En particulier, quand il s'agit des études structure-activité ou il peut pré-

dire l'activation ou l'inhibition de la protéine cible.
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En combinaison avec le scoring et grace au criblage virtuel des différentes bases de don-
nées, le docking permet I’identification des molécules potentielles (hits) qui peuvent cibler la
molécule d'intérét, afin de découvrir des candidats médicaments. Il permet aussi
I’optimisation des molécules identifiées pour développer des médicaments plus puissants, sé-
lectifs et efficaces (Dar et Mir., 2017;Morris et Lim-Wilby., 2008).1l est aussi appliqué
pour fournir des hypothéses des différentes interactions afin de faciliter les prédictions des
études de mutagenése, et aider la cristallographie aux rayons X dans I'adaptation des substrats
et des inhibiteurs a la densité électronique. Le docking peut également étre utilisé dans les
études des mécanismes chimiques et la conception de la bibliothéque combinatoire(Morris et
Lim-Wilby., 2008).

1.4.4.2.3. Etapes du docking moléculaire :

Les étapes clés communes a tous les protocoles de docking, commencent d’abord par le
choix des structures 3D de la macromolécule cible et le ligand. Puis, chaque structure doit étre
préparée conformément aux exigences de la méthode utilisée. Apres le docking, les résultats
doivent étre analysés(Morris et Lim-Wilby., 2008).

_).{ Target Selection J [ Ligand Selection Jq_

Y
[ Target Preparation [ Ligand Preparation ]

Docking

Y

[ Evaluating Docking |
l Results J

Figure 4.6. : étapes clés du docking moléculaire.
1.4.4.2.4. Outils du docking moléculaire

Comme chaque protocole expérimental, 1’application pratique du docking moléculaire né-

cessite la disponibilité de plusieurs parameétres qui sont :

a) Protéine
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L'application pratique du docking moléculaire nécessite avant tout la disponibilité de la
structure tridimensionnelle (3D) de la cible d’intérét (Enzyme dans notre cas),[59] qui peut
étre facilement acquise depuis les bases de données protéiques notamment la PDB « Protein
Data Bank ».

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

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

b) Ligand

L’acquisition des structures du (ou des) ligand(s) est une étape importante et indispensable
dans le processus du docking moléculaire. Ces structures peuvent étre obtenues a partir de di-
verses bases de données (ZINC, PubChem...etc), ou construits grace aux programmes de mo-
délisation moléculaire (Chemsketch, Titan, Gaussian...etc) ou les différentes structures sont
générées par optimisation de géométrie. Ces structures sont gouvernées par les lois de la chi-
mie quantique (Jade et Gupta., 2016;El Hadj Said., 2016).

< Modélisation moléculaire

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

La modelisation moléculaire est une application des méthodes théoriques et des méthodes
de calcul pour résoudre des problemes impliquant la structure moléculaire et la réactivité chi-
mique. Ces méthodes peuvent étre relativement simples et utilisable rapidement ou au con-
traire elles peuvent étre extrémement complexes et demander des centaines d’heures de temps

d’ordinateur, méme sur un super-ordinateur. En plus, ces methodes utilisent souvent des
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moyens infographiques trés sophistiques qui facilitent grandement la transformation de quan-
tités impressionnantes de nombres en quelques représentations graphiques facilement inter-
prétables.

Différentes approches sont envisageables dans le cadre des outils de modélisation molécu-
laire. Si ceux de mécanique classique, économiques en termes de tempes calcul, permettent de
traiter des systemes moléculaires de grande taille, les méthodes quantiques (semi-empiriques
ou théorie de la fonctionnelle de la densité) sont, quant a elles, capables de calculer les pro-
priétés électroniques des systémes. C’est pour cette raison que ces approches ont été em-

ployées dans le cadre de cette étude.
» Meécanique moléculaire (MM)

La mécanique moléculaire est apparue en 1930 (Andrews., 1930) mais s’est développée a
partir des années 1960, avec les progrés d’accessibilité et de performance des ordinateurs. Elle
permet de déterminer 1I’énergie d’une molécule en fonction de ses coordonnées atomiques et
de chercher des minima de 1’énergie correspondant a des conforméresstables (Hetényi et Ma-
ran., 2003 ; Keseru et Menyhérd., 1999).

Les techniques de modélisation basées sur la mécanique quantique souffrent d'un inconvé-
nient majeur : elles sont trés colteuses en termes de temps de calcul et ne sont des lors appli-
cables qu'a des systemes moléculaires de taille restreinte. Au final, le temps nécessaire au trai-
tement d'un systéeme par les méthodes abinitio est environ proportionnel a la quatrieme puis-
sance du nombre d'électrons qu'il contient. L'utilisation de ces techniques peut s'avérer pro-
blématique pour I'étude d'objets macromoléculaires tel qu'une enzyme en interaction avec un
inhibiteur ou encore pour la caractérisation de complexes métallo-organiques de grande taille,
comme ceux qui font l'objet de cette recherche.

Par contre, la mécanique moléculaire ( Holm et Kennepohl., 1996) considére I'énergie
d'un systéme uniquement en fonction de ses positions atomiques. Cette approximation repose
elle aussi sur les travaux de Born et Oppenheimer. En effet, I'approximation de Born Oppen-
heimer, en découplant les mouvements des noyaux et des électrons d'une molécule, postule
que ces derniers peuvent s'adapter de maniere quasi instantanée a la position des noyaux. Le
fait d'ignorer les mouvements des électrons épargne ainsi un temps de calcul considérable.

En particulier, la mécanique moléculaire permet I'étude d'une gamme étendue de propriétés
en décrivant I'énergie d'un systéme par la somme d'une série de contributions rendant compte
des interactions intra et intermoléculaire. Pour chacune des contributions, des pénalités éner-

geétiques sont appliquées lorsqu'une variable (par exemple une longueur de liaison ou un angle
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de valence) s'écarte de sa valeur déréférence. L'ensemble de ces termes et des parametres des-
tinés a decrire chaque type d'atome rencontré constitue un champ de forces qui comporte gé-
néralement cing contributions principales (Bremner., 1998).

E =E +E +E +E +E

stériq strech bending torsion ven der waals électro

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

L'idée directrice de cette méthode est d’établir, par le choix des fonctions énergétiques et
des parametres qu'elles contiennent, un modele mathématique, le "champ de force", qui repré-
sente aussi bien que possible les variations de I'énergie potentielle avec la géométrie molécu-
laire. Cependant, il n'existe pas encore de modéle unique permettant de simuler tous les as-
pects du comportement moléculaire, mais un ensemble de modéles (Magali., 2004). Alors
pour atteindre un minimum local sur la surface de potentiel dans un temps minimum, il faut
représenter toutes les variations possibles de 1’énergie potentielle avec la géométrie molécu-
laire. Cependant, aucune méthode ne peut garantir de fagcon absolue 1’obtention de la plus
basse énergie : ¢’est-a-dire le minimum global ou absolu. Presque toutes les méthodes de mi-
nimisation ont un point en commun ; on commence a une droit donne de 1’hypersurface éner-

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

Dans le formalisme de la théorie de la fonctionnelle de la densité on exprime 1’énergie en
fonction de la densité électronique. Les premiers a avoir exprimé 1’énergie en fonction de la
densité furent L.H. Thomas (1927), E. Fermi (1927, 1928) et P.A. Dirac (1930) sur le modele
du gaz d’¢électrons non interagissant. Le but des méthodes DFT est de déterminer des fonc-
tionnelles qui permettent de donner une relation entre la densité électronique et 1’énergie
(Parr et Yang., 1989). La DFT a véritablement débuté avec les théorémes fondamentaux de
Hohenberg et Kohn en 1964 (Hohenberg et Kohn., 1964). qui établissent une relation fonc-
tionnelle entre 1’énergie de 1’état fondamental et sa densité électronique. Les deux théorémes
montrent I’existence d’une fonctionnelle de la densité qui permet de calculer 1’énergie de

I’état fondamental d’un systeme.
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» Meéthodes semi-empiriques

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

duire parfois a d’importantes erreurs dans 1’évaluation des énergies totales.
c) Programmes du docking :

Les logiciels de docking moléculaire sont des outils trés utiles en biologie, pharmacie et
médecine (Mezhoud., 2020). A I’heure actuelle, plus de 30 programmes de docking molécu-
laires (Commerciaux ou non) sont disponibles. Les plus fréquemment cités sont : Surflex,
GOLD, FlexX, DOCK et AutoDock. Ils permettent un criblage rapide de vastes librairies de
composés. Ces programmes reposent le plus souvent sur des algorithmes spécifiques tel que :
I’ Algorithme génétique (GA), I’algorithme de Monte Carlo (MC) et I’ Algorithme de construc-
tion incrémentale (1C)...etc, (Dias., 2008 ; Forli et al., 2016)

Tableau 4.2 : Principaux programmes de docking moléculaire, le nom de leur éditeur et le

site Internet

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

Dans ce travail, nous avons utilisé le programme AutoDock qui est une suite de logi-

ciels libres et gratuits utilisés pour le docking moléculaire)( Forli et al., 2016). Dans ce logi-
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ciel I’amarrage se base sur la simulation de trajectoire, est plus précise : a partir d’une posi-
tion initiale aléatoire, a I’extérieur du site actif, le ligand explore le site étudie par la répétition
successive de mouvements et d’évaluations de I’interaction ligand-récepteur. Les mouve-
ments sont effectués par des opérations de translation, de rotation et de changement de con-
formation. L’énergie d’interaction est calculée par une fonction énergétique. Les mouvements
du cycle a venir sont guidés par les variations d’énergie induites par les mouvements des
cycles précédents. L’algorithme s’arréte lorsqu’il a trouvé la position idéale du ligand dans le
récepteur. Ces techniques prennent mieux en compte la flexibilité du ligand et permettent
I’exploration de régions plus vastes.

1.4.4.3. Prédiction du parameétre bio-informatique :
1.4.4.3.1. Serveurs utilisés :

> SwissADME :

Les modeéles 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,
la ressemblance avec les médicaments et la convivialité de la chimie médicinale. Une saisie et
une interprétation simples et efficaces sont assurées grace a un interface conviviale via le site
Web http://www.swissadme.ch. Spécialistes, mais aussi un non-expert en cheminformatique
ou en chimie computationnelle peut prédire rapidement des paramétres clés pour un collection

de molécules pour soutenir leurs efforts de découverte de médicaments (Daina et al ., 2017).
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Figure 4.7:Page d’accueil du serveur SwissADME.

> AdmetSAR

Le serveur de relations structure-activitt ADMET, intitulé admetSAR, est une connais-
sance et un outil complets pour prédire les propriétés ADMET des médicaments candidats et
des produits chimiques environnementaux. Dans notre serveur, plus de 200 000 points de
données annotés ADMET pour environ 96 000 composés uniques ont été sélectionnés ma-
nuellement a partir de grandes littératures. Le serveur admetSAR fournit une interface convi-
viale 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 prédic-
tion in silico des propriétés chimiques d'ADMET. Plus de 40 modeéles prédictifs ont été mis en
ceuvre dans admetSAR pour de nouvelles propriétés chimiques ADMET dans le filtrage silico

(Cheng et al ., 2012).
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Figure 4.8:Page d’accueil du serveur admetSAR

LI el

> Protox

ProTox-11 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_II. Le serveur Web prend
structure chimique deux-dimensionnelle en tant qu’intrant et indique le profil de toxicité pos-
sible du produit chimique pour 33 modéles avec des scores de confiance, et un tableau radar
de toxicité globale avec trois composés les plus semblables ayant une toxicité aigu connue
(Banerje et al., 2018).
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Figure 4.9 : Page d’accueil du serveur Protox
1.4.4.4. Prédiction des propriétés ADMET

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

ADME est une abréviation pour « Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion », elle
décrit la disposition d'un composé pharmaceutique au sein d'un organisme (Gupta., 2018) .
Alors que le « T » représente la toxicité potentielle de ce composé.

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

que la toxicité potentielle a été prédite en utilisent le serveur Protox-II.
» Propriété sphysico-chimiques :

Régle de Lipinski : (regle des 5) :

Christopher A. Lipinski a défini un ensemble de criteres permettant de déterminer si un
composé chimique possede des propriétés physico-chimiques qui en feraient de lui un médi-
cament oralement actif chez I'homme. Il observe que les molécules ayant le plus de chances
d’étre absorbées par voie orale doivent satisfaire au moins trois des caractéristiques suivantes
(Lipinski et al., 1997):

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

2. Le coefficient de partage octanol-eau (LogP) doit étre inférieur a 5.
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3. Le nombre d’accepteurs de liaison hydrogene doit étre inférieur ou égal a 10.
4. Le nombre de donneurs de liaison hydrogéne doit étre inférieur ou égal a 5.

5. Le nombre de liaisons flexibles doit étre inférieur a 15.

Régle de Veber :

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

sons de rotation qui doit étre inférieur ou égal a 10 (Veber et al., 2002)

Solubilité dans [’eau :

La solubilité, le phénomeéne de dissolution du soluté dans un solvant pour donner un sys-
teme homogene, est I'un des paramétres les plus importants pour atteindre la concentration
souhaitée d’un médicament dans la circulation systémique pour avoir la réponse pharmacolo-
gique anticipee (Savjani et al., 2012) La possession d'une molécule soluble facilite grande-
ment de nombreuses activités de développement de médicaments, surtout pour les projets de

découverte ciblant I'administration orale (Daina et al., 2017)
» Propriétés pharmacocinétiques :

Absorption gastro-intestinal (GI) :

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

contraire limitant I’absorption (Pharmacomédicale.org., 2020).

BBB perméabilité :

La capacité de nos meilleurs inhibiteurs a traverser la barriere hémato-encéphalique a été
simulé a I’aide su serveur SwissADME. Ce critére est important tant pour les médicaments
psychotropes, qui doivent exercer leur action dans le systéme nerveux central, que pour les
médicaments destinés aux organes périphéeriques, et qui ne doivent surtout pas y péné-
trer(Bodor et Buchwald., 1999).

Inhibition des cytochromes P450 :

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

ne sont pas inhibiteurs des cytochromes P450(produits de santé., 2020).
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Ce travail a été réalisé dans le laboratoire de Valorisation et Technologie des ressources
saharienne (VTRS) au niveau de la faculté des Sciences et Technologie, en collaboration avec
les laboratoires pedagogiques de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie a I’université
d’Echahid Hamma Lakhdar El Oued.

1.1. Matériels

1.1.1. Produits chimiques et réactifs
1.1.1.1. Dérivés ferrocéniques étudiés

La synthése des trois dérives ferrocéniques étudiés dans ce travail a été réalisé au niveau de
laboratoire de « VTRS » en deux étapes, la premiére étape est la préparation du sel quater-
naire iodure ferrocénylméthyltriméthyl-ammonium (2) par la réaction entre le réactif de Man-
nich et le ferrocéne (1) dans un mélange d’acide acétique glacial et ’acide phosphorique selon
la méthode de d’Osgerby et Pauson (Osgerby et al., 1958) comme le montre le Figure 5.1:

N— S— e
. 1. [{CH;3N)Z|CH; - Fe / \\
2. H; POy
@ 3.C150 @
(1) %)

Figure 5.1: Aminométhylation de ferrocéne
Ensuite  les  trois  deérivés :N-ferrocenylmethyl-2-aminoacetophenone  (3), N-
ferrocenylmethyl-3-aminoacetophenone (4) et N-ferrocenylmethyl-4-aminoacetophenone (5)
sont préparé en traitant le sel quaternaire (2) avec un exces de I’aminoacetophenone dans

I’eau distillée bouillant (Lanez., 2016) comme le montre le schéma suivant :
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e

Figure 5.2: Synthese de la N-ferrocenylmethyl-aminoacetophenone

1.1.1.2. Souches bactériennes utilisées

Les especes bactériennes utilisees dans notre travail est Escherichia coli, Pseudomonasaé-
ruginosa, Listeria innocua, Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis quisont des souche de
référence et disponibles au sein de notre laboratoire pédagogique de la faculté de Science de
la Nature et de la Vie.

Ces espéces bactérienes sont été choisi parce qu’elles représentent des especes a Gram né-
gatif les plus communes, responsables d’infections nosocomiales et résistantes aux antibio-
tiques.

La revivification de la bactérie est faite par passage successif sur bouillon nutritif et sur gé-
lose nutritive.

Un contrdle de qualité a été effectué par la réalisation d'un antibiogramme des souches
bactériennes testée vis-a-vis d’un certain nombre d’antibiotiques. Cette opération a pour but
de controler I’activité des disques d’antibiotiques utilisés et de Vérifier la qualité de la mani-
pulation effectuée.
1.1.1.3. Milieux de culture utilisés :

Nous avons utilisé trois milieux de culture : Bouillon nutritif ; Gélose Nutritive ; Muller

Hinton.
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1.1.1.4. Gentamicine :

Le disque pour le test de sensibilisation antimicrobienne sont fabriques avec un papier haute
qualité selon la spécification ; c’est a dire que la concentration de chaque antibiotique est

comprise entre 90 et 125% ; pour la Gentamycine la concentration est 120ug/disc par disque.

1.2. Evaluation in vitro de I'activité antibactérienne :

Les tests antimicrobiens ont pour but de rechercher 1’activité biologique de chaque dérivés
ferrocéniques vis-a-vis les microorganismes |’Escherichia coli, Pseudomonas aéruginosa,
Listeria innocua, staphylococcus aureus et bacillus subtilis.

1.2.1. Principe :

L’activité antimicrobienne des extraits a été testée in vitro par la méthode de diffusion sur
gélose (Osato et al., 2010).Cette méthode repose sur le méme principe que celui des tests
d’antibiogramme. C'est-a-dire, I’application de patchs imprégnés du composé organique sur
des milieux de culture ensemencés de microorganismes. L’activité antibactérienne, si elle est
présente, se manifestera alors par des zones d’inhibition autour des disques.

1.2.2. Méthode de diffusion en milieu gélosé :
1.2.2.1. Préparation de I’inoculum bactérien :

La souche bactérienne a été revivifiée dans un bouillon nutritif a 37°C pendant 24 heures.
Puis des gouttelettes de suspension bactérienne sont ensemencées en strie dans des boites de
Pétri préalablement coulées de gélose nutritive. Aprés incubation 24 heures d’incubation a
37°C, deux ou trois colonies, bien isolées, ont été prélevées et mise en culture dans 10ml de
Na CL 0.9%, nous avons effectué des dilutions de la suspension afin de standardiser
I’inoculum. Ce dernier doit étre dilué de telle facon que sa densité optique mesurée a 620 nm
soit comprise entre 0.08-0.1.Cette densité optique est mesurée a 1’aide d’un spectrophoto-
meétre. (Lesueur et al., 2007).

1.2.2.2. Protocole expérimental :

Des disques de papier filtre de 6mm de diamétre imbibé de différents dérivés ferrocéniques
étudiée sont été placé dans les boites a I'aide d'une pince stérile a la sur face de gélose Mueller
Hinton seche, inoculée au préalable par 20 microlitres de dilution de la suspension bacté-
rienne. Les disques d'antibiotiques doivent étre espacés de 24 mm centre a centre. L'incuba-

tion dure 18h a 30°C, la sensibilité a été évaluée en mesurant le diamétre d’inhibition. (Le-
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sueur et al., 2007). L’activité antibactérienne a été déterminée en mesurant a I’aide d’une
regle le diametre de la zone d’inhibition, des différentes concentrations de dérivés ferrocé-
nique autour des disques et comparée avec celle de DMSO comme contrdle négatif et les an-
tibiotiqgues comme contr6le positif (Gentamicine 120ug/disc).

1.2.3. Mesure spectroscopique

% Appareillage :

Les mesures UV-Vis ont été effectuées en utilisant un spectrometre UV-Vis (Shimadzu
1800) et une cellule de quartz ayant une capacité volumétrique de 3 ml. L'acquisition des
données a eté accompli avec un micro-ordinateur Pentium 1V (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 :

La suspension bactérienne étalée sur la gélose MH de chaque boite de pétri a été prélever
a I’aide d’un écouvillon stérile sur la totalité de la surface gélosée de haut en bas en les grat-
tant délicatement afin de ne pas prélever la gélose en suite la suspension est dilué dans un
volume de NaCl 0.9% stérile dans un tube a essai. La densité optique des échantillons prépa-
rés (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

(McCue et al., 2004) :
. A
% Inhibition = (1—ij100

AVec :

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

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

A &o &o 1
= +
A-A e-5 &-5y K[Fc]

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

ment leurs coefficients d'extinction molaire.
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La constante de liaison, K est évaluée a partir du rapport pente/interception du tracé du

A de I’équation précedant en fonction deL :

terme
A-A, [FC]

1.3. Evaluation in silico de I'activité antibactérienne
1.3.1. Méthodes d’évaluation des proprietés ADMET :

Les propriétés d'absorption, de distribution, de métabolisme, d'excrétion et de toxicité
(ADMET) des médicaments candidats ou des dérivés ferrocéniques, pour cela nous avons
d'abords determiner les parameétres physicochimiques et pharmacocinétiques des dérivés fer-

rocéniques étudiés par I'outil SwissADME disponible a (http://www.swissadme.ch) , pour ce

fait les structures Canoniques SMILES de chacune de ces molécules a été copiée a partir du
logiciel open Babel et introduite dans le serveur de prédiction (Tableau 5.1).

Tableau 5.1 :Formes SMILES et les identifiants des molécules testées

Composés Structure SMILES

Fc4A [Fe][C@]1([CH]C=C[CH]1)CNclcce(ccl)C(=0)C.[CH]1C=
CC=C1

Fc3A [Fe][C@]1([CH]C=C[CH]1)CNC1=C[C](C=C[CH]1)C(=0)C
JCH]1C=CC=C1

Fc2A [Fe][C@]1([CH]C=C[CH]1)CNC1=C[CH]C=C[C]1C(=0)C.[
CH]1C=CC=C1

Gentamicine | C1(=C[C@@H]([C@H]([C@@H]([C@H]10)0)0)N[C@H]
l[C@@H]([C@H]([C@H](O[C@H]2[C@@H]([C@@H]([C
@H](O[C@H]3[C@@H]([C@H]([C@H](O)O[C@@H]3CO
)0)0)O[C@@H]2C0)0)0)O[C@@H]1C)0)0)CO

La toxicité de ces dérivés a été ensuite étudier a I'aide d'un serveur en ligne (ProTox-1116) qui
donne les valeurs de la toxicité, de la cytotoxicité, de la mutagénicité, de la cancérogénicité et
de I'immun toxicité prévues. La Prédiction des propriétés de la toxicité des dérivés étudiés a

été fait par le serveur en ligne admetSAR : (http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2). Et Protox2:

(https://bioinformatics.charite.de/protoxll).
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1.3.2. Amarrage moléculaire :

« Outils utilisés :

Afin de pouvoir réaliser I’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 FC2A, Fc3A et FC4A a été optimisée par le progiciel Gaussian 09
(Frisch et al., 2009), en utilisant le niveau de théorie B3LYP (Becke et al., 1993) avec une

bases 6-3117"G(d,p). Les géométries des complexes ont été entierement optimisées en utili-

sant la théorie de la fonctionnelle de la densité, sans imposer de contraintes de symétrie.

Les expériences d'amarrage moléculaire des ligands FCA et la gentamicine ont été réalisées

sur une structure cristalline tridimensionnelle de la protéine d’Escherichia coli (PDB ID :

4U6N ) avec une langueur de séquence égal a 306 acide aminé (Tableau 5.2), extrait de la

Protein Data Bank (http://www.pdb.org (Berman et al., 2000).

Tableau 5.2 : Informations sur les récepteurs cibles choisies pour les études d'amarrage

Escherichia coli

PDB ID 4U6N
Résolution (A) 1.91
Valeur R libre 0.198

Valeur R 0.165
Mutation (s) No
Chaines A

Organisme(s)

Escherichia coli K-12

« Procédure :

o
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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 1’amarrage et
visualiser les résultats. Les étapes sont décrites ci-dessous :

e Préparation des fichiers de coordination en utilisant AutoDockTools

e Calcul d'affinités des atomes avec AutoGrid

e Amarrage de ligands avec AutoDock

e Analyse des résultats avec AutoDockTools

La Figure 5.3 présente les étapes a suivre pour la procédure d’amarrage

Toutes les études d'amarrage ont €té 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 génétique la-
marckien (LGA) a été 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.

La recherche a été effectuée dans une grille de 41 et 51 points par dimension avec des
points séparés par 1.000 A. Les centres et les tailles de la grille ont été définis pour chaque
ligand comme indiqué dans le Tableau 2, 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. A la fin des exécutions d'amarrage, diverses énergies de liaison des ligands ont été ob-
tenues avec leurs conformations respectives ; la meilleure pose amarrée énergetiquement fa-
vorable a été utilisée dans I'analyse d'amarrage a l'aide du serveur Protein-Ligand Interaction
Profiler (PLIP) (Salentin et al ., 2015).



Matériels et Méthodes

Fichier Grid en fi
=2 ‘

R

A

—

Fichier Dock

en fi
dpf

Fichier Docking
en format dlg

Figure 5.3:Différentes étapes d’amarrage

Tableau 5.3. Paramétres d'amarrage sélectionnés pour 1’Escherichia coli

Centre de la grille

X

Y

Z

Taille de la grille (A)

44,922

128.608

6.551

70

70

70

70
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2.1.Evaluation in-silico de I’activité antibactérienne
2.1.1. Prédiction des propriétés ADMET :

Il est estimé que prés de 90% des candidats-medicaments échouent en raison d'une effica-
cité inacceptable ou en raison de leur toxicité. Il est donc devenu évident que les études AD-
MET jouent un role crucial dans le succés d'un candidat-médicament. C’est pourquoi, nous
avons jugé utile de prédire les propriétés ADMET des trois dérivés étudiés.

Les résultats obtenus ont été comparé a ceux d’une molécule de référence en I’occurrence
la Gentamicine, un médicament antibiotique est utilisé pour traiter divers types d'infections
bactériennes.

2.1.1.1. Propriétés physico-chimiques :

Nous avons prédit les paramétres physicochimiques des inhibiteurs de Escherichia coli
étudiés en utilisant le serveur online SwissSADME, les valeurs des propriétés observées sont

montrées dans le tableau qui suivent.

Tableau 6.1. Propriétés physicochimiques des composeés étudiés et du gentamicine

Propriétés Gentamicine Fc4A Fc3A Fc2A
Formule C21H43NsO7 | CigH19FeNO | CigHioFeNO | CigH1oFeNO
Poidsmoléculaire(g/mol) 477.60 333.21 333.21 333.21
Nom. Atomeslourds 33 22 22 22
Fraction Csp3 1.00 0.32 0.42 0.42
Nom. Liaison Flexibles 7 4 4 4
Nom. Accepteurs de liaison H 12 1 1 1
Nom. Donneurs de liaison H 8 1 1 1
Log P -2.15 2.82 2.43 2.54
Log S Soluble Soluble Soluble Soluble
Reéfractivitémolaire 118.31 86.25 86.06 86.06
TPSA (A2 199.73 29.10 29.10 29.10

Les 4 composés ont des poids moléculaires < 500 g/mol. D’autre part, nous n’observons

que les valeurs de lipophilie (LogP) de tous nos composés inferieurs a 5. Cependant tous les

composés ont un nombre de donneurs de liaisons hydrogeéne < 5, un nombre d'accepteurs de

liaisons hydrogene : < 10.
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Concernant la regle de Veber, la surface polaire topologique de ces composés est moins de

140 A?. Ainsi que, un nombre inférieur ou égale & 10 de liaisons flexibles.

2.1.1.2. Propriétés pharmacocinétiques :

Un bon candidat médicament doit étre rapidement et complétement absorbé par voie gas-
tro-intestinale, distribué spécifiquement vers son site d'action dans le corps, métabolisé d'une
maniére a ne pas altérer les fonctions de 1’organisme, et éliminé de maniére appropriée sans
causer des dommages. Nous avons prédit les parametres pharmacocinétiques afin d’affirmer
notre sélection et d’aller vers le composé ayant le plus de chance d’étre un candidat médica-
ment. Les résultats de 1’évaluation des propriétés pharmacocinétiques des dérivés ferrocé-

niques étudies a I’aide du serveur SwissADME sont présentés dans le tableau 6.2.

Tableau 6.2: Propriétés pharmacocinétiques des composés étudiés et du gentamicine

Propriétés Gentamicine | Fc4A Fc3A Fc2A
Gl Absorption Faible Elevée Elevée Elevée
BBB perméabilité No Yes Yes Yes

CYP1AZ2 inhibition Négative Négative | Négative | Négative

CYP2C19 inhibition | Négative Négative | Négative | Positive

CYP2C9 inhibition Négative Négative | Négative | Positive

CYP2D6 inhibition Négative Négative | Négative | Négative

CYP3A4 inhibition Négative Positive | Négative | Négative

L'absorption de la molécule dans l'intestin s'explique par le paramétre gastro-intestinal
(G),elle est rapportée comme élevée ce qui signifie que toutes les molécules sont fortement
absorbées dans l'intestin HIA.

L’analyse des molécules par le paramétre de barriére hémato-encéphalique (BBB) qui pro-
tege le systeme nerveux central, montre que toutes les composées ont été prédits comme per-
méables a la membrane hémato-encéphalique, ce qui présent un bon résultat pour les médi-
caments destinés a agir au niveau du systéme nerveux central.

Les résultats montrent également et contrairement au médicament de référence que le
composé Fc4A possede un effet inhibiteur du CYP2C19.De méme, Fc2Aa un effet inhibiteur
sur les deux Cytochrome CYP2C19 et CYP2C9. Cependant, nous n’avons remarqué aucune

inhibition ou modification sur les différents isoformes de Cytochrome P450 pour le Fc3A.
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L’inhibition de ces enzymes est une source importante d'interactions médicamenteuses in-
désirables étant donné que les changements dans 1’activité enzymatique CYP peuvent affecter
le métabolisme des médicaments.
2.1.1.3. Prédiction de la toxicité :

Les résultats de la prédiction de la toxicité des dérives ferrocéniques et de gentamicine éta-

blie & partir du serveur online Pro-Tox-I1 sont présentées dans le tableau suivant :

Tableau 6.3: Prédiction de la toxicité des composeés étudiés et de la gentamicine

Toxicites Gentamicine | Fc4A | Fc3A | Fc2A
Hépatotoxicité Inactif Inactif | Inactif | Inactif
Canceérogénicité Inactif Inactif | Inactif | Inactif
Immunotoxicité Inactif | Inactif | Inactif
Mutageénicité Inactif Inactif | Inactif | Inactif
Cytotoxicité Inactif Inactif | Inactif | Inactif

La toxicité est I’un des paramétres les plus importants pour établir le ADME des mo-
lécules étudiées. Les résultats obtenus montrent une absence des activités toxiques de D
FcAétudié pour les 5 types de toxicités présentés, par contre en marque la gentamicine a acti-
vité Immunotoxicité.

2.2. Etude de inhibition de I’Escherichia Coli par amarrage moléculaire :

L’étude de l'amarrage moléculaire des complexes synthétisés FCA ont été ancrés dans
I’enzyme Transglycosylase de /’Escherichia Coli afin de prédire le mode de liaison possible
des complexes avec la protéine et de mieux visualiser les interactions. Les études de simula-
tion moléculaire prédisent également le site de liaison sélectionné ainsi que la meilleure con-
figuration des ligands étudiés a l'intérieur de protéine.

2.2.1. Optimisation structurelle :

Les structures de conformation 3D entierement optimisées de FC2A, Fc3A et Fc4Asont

présentées a la (Figure 6.1).
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Figure 6.1 : Représentation ORTEP de Fc2A (a), Fc3A (b) et Fc4A (c)
Les ellipsoides de déplacement sont dessinés au niveau de probabilité de 30 % et les atomes H
sont représentés sous forme de petites spheéres de rayons arbitraires. Les codes de couleur

sont : le carbone gris, I'nydrogene blanc, I'azote bleu, I'oxygéne rouge et le fer vert.

La structure tridimensionnelle de la Gentamicine(Numéro d'accés DrugBank : DB00798)
provienne du Bank du médicament (https://go.drugbank.com/) est présenté dans la (Figure
6.2)(George et al., 1975).



https://go.drugbank.com/
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Figure 6.2 : Structure tridimensionnelle de la Gentamicine téléchargé depuis la Bank du mé-

dicament avec le Numéro d'acces DrugBank : DB00284.

Les études d'amarrage moléculaire des ligands FC2A, Fc3A et Fc4A ainsi que la Gentami-
cine ont été réalisées sur une structure cristalline tridimensionnelle (Figure 6.3) de I’enzyme
transglycosylase PBP1b de longueur compléte et d’Escherichia Coli(PDB ID :4U6N) avec
une langueur de séquence égal a 768 acide aminé, extrait de la Protein Data Bank
(http://www.pdb.org)(Huanget al., 2012).

Figure 6.3: Structure tridimensionnelle de I’enzyme transglycosylase d’Escherichia Co-
li(PDB ID :4U6N) téléchargé depuis Protein Data Bank (http://www.pdb.org).



http://www.pdb.org)(huang/
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2.2.2. Simulations d'amarrage :

L'amarrage moléculaire a été réalisé afin de prédire le mode de liaison possible des dérivés
de ferrocéne préparés a [’Escherichia Coli et de visualiser davantage les interactions. Avant
d'effectuer les calculs d'amarrage, toutes les molécules d'eau cristallographiques ont été reti-
rées de la structure cristalline de I’Escherichia Coli, des atomes d'hydrogene ont été ajoutés et
des charges partielles ont été attribuées au fichier de structure de I’Escherichia Coli.

Les énergies libres de liaison, les constantes de liaisons et les valeurs de I’IC50 résultante
des adduits ancrés Escherichia Coli-FcA et Escherichia Coli-gentamicine est résumeée dans le
Tableau 6.4

Tableau 6.4:Constantes de liaisons, les énergies libres de liaisons et les concentrations

minimales inhibitrices obtenues pour les complexes étudiés par approche d'amarrage

moléculaire
Adduits K(M1) | -AG (KJ.molt) | 1C50 (mol/l)
Fc2A- Escherichia Coli 5.84x10* 27.21 0.1147
Fc3A- Escherichia Coli 1.6x10% 24.01 0.2258
Fc4A- Escherichia Coli 7.80x103 22.22 0.3369
Gentamicine-Escherichia Coli | 1.36x10° 29.33 0.0125

L'amplitude des énergies libres de liaison calculées indique une affinité de liaison élevée
entre I’Escherichia coli et les ligands étudiés. Les constantes de liaison ont été conclues a par-

tir des valeurs d'énergie de liaison a l'aide de I'équation suivante :
AG =-RT InK
Ou R : La constante des gaz parfait, T : La température en Kelvin.

Les valeurs d'énergie libre de liaison obtenues ainsi I’IC50 sont tres proches de celles ob-
tenues 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 expéri-
mentaux et fournit une preuve supplémentaire de I'interaction d'inhibition.

La vue de I’interaction présentée dans la (Figure 6.4) indique le positionnement des com-

plexes étudiés dans le site actif de la protéine.
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Figure 6.4: Poses d'amarrage de Fc2A (a), FC3A (b), Fc4A (c) et la gentamicine (d) avec
I’Escherichia coli(PDB ID :4U6N) illustrant I’interaction de tous les ligands.

Le ligand Fc2A forme trois liaisons hydrogéne, deux sont entre I’atome d'oxygene de la
fonction acétyle et les ASN275 et TYR315, l'autre liaison hydrogene est entre la glutamine
(GLN271) et I'atome d’azote (NH>) de FC2A. (Figure 6.5 a).

Fc3A forme 4 liaisons hydrogéne, la premiére entre I'atome d'azote de FCc3A et le numéro
275 acide asparagine (ASN275) de la chaine A, les restes des liaisons hydrogene sont formé
entre I'atome d'oxygene de Fc3A et les acides aminés : LYS274, ARG286 et ARG286 de la
méme chaine A de | 'Escherichia coli(Figure 6.5b).

Fc4A forme uniquement deux liaisons hydrogeéne, ['une est entre I’atomes d'oxygene de
Fc4A et I’acides aminé (SER283) dans la chaine A, 'autre liaison hydrogene est entre 1'atome
d'hydrogéne de NH> dans Fc4A et I’acide glutamique numéro 290 (Figure 6.5c).

Dans le cas de la gentamicine il y a 7 liaisons hydrogénes formé le tous sont illustrés dans
la (Fgure6.5d).
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LYS274A TYR315A

GLU313A

TYR310A

Figure6.5: Site d’interaction entre les complexe étudiée et 1 'Escherichia Coli.

2.4. Evaluation in-vitro de ’activité antibactérienne :

Dans ce que suit nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobien des dérivés ferrocé-
niques étudiés par deux techniques expérimentales. L’objectif de ce travail est d’évaluer la
capacité des dérivés ferrocéniques a produire des composés bioactifs, pouvant présenter un
effet thérapeutique antibactérien.

2.4.1. Evaluation du pouvoir antibactérien des composeés étudiés :

=
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Pour 1’évaluation du pouvoir antibactérien des dérivés ferrocéniques étudies, nous avons
utilisé la technique des disques de diffusion, qui est une méthode simple a mettre en
ceuvre,comme elle fournit seulement les informations qualitatives et semi qualitatives sur la
sensibilité d’un microorganisme donné a un antibiotique donné(Madi., 2010).

Apres 24 heures d’incubation a 37°C, les zones d’inhibition observées autour des disques
imprégnés des différents dérivés ferrocéniques étudiés ont été mesurées. Les résultats obtenus

sont présentés sur la (Figure 6.6).

Figure6.6:Zones d’inhibition des différents extraits des dérivés ferrocéniques étudiés rela-

tives a la souche bactérienne testée (Escherichia coli).
Les résultats présentés sur la Figure 6.6 montre que tous les dérivés ferrocéniques étudies
présente une zone d’inhibition contre 1’Escherichia coli.
Le Tableau 6.5 regroupe les valeurs des diamétres moyens de la zone d’inhibition des dif-

férents composés ¢tudiés. Tous les dérivés étudiés montrent un diametre d’inhibition de

£y
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[’Escherichia coli croissent en fonction de la concentration massique du compose, les dia-
meétres d’inhibition passe de 7 mm pour attendre le 12 mm pour la concentration maximale
des dérivés etudies.

Tableau 6.5: Valeurs des diametres moyens de la zone d'inhibition des différents dérivés

ferrocéniques relatives a la souche bactérienne testées

Concentration (mg/ml) D (mm)
Fc2A | Fc3A | Fc4A
0 (DMSO) 0
2 7 7 7
4 7 8 8
6 9 7 7
8 10 10 7
10 9 10 9
12 0 11 10
14 12 11 10
16 11 10 10
18 12 12 11

Les résultats obtenus ont montré que les composés organométalliques étudiée ont inhibé la
croissance de [’Escherichia coli avec des zones d’inhibitions allant de 7 a 12 mm, La zone
d’inhibition la plus large (12mm) est obtenue pour les deux dérivés Fc2A et Fc3A a des con-
centrations de 18mg/ml, sachant que le DMSO (témoin) n’a montré aucune activité.

2.4.2. Etude Spectroscopique de ’activité antibactérien :

En spectroscopie électronique, si un composé interagit avec une bactérie I'absorbance et la
longueur d'onde du la suspension d’étude subit une variation au changement de la concentra-
tion de ce composé, la variation d’absorbance peut étre utilisée pour la détermination de la
concentration inhibitrice 50 et des paramétres de liaison.

Dans ce qui suit les résultats de mesure des paramétres de liaisons et de IC50 des dérivés
ferrocénique étudiés obtenus par la spectroscopie électronique des composés Fc2A, FC3A et
Fc4A contre [’Escherichia coli.

Ces deux paramétres ont été déterminés par 1'étude de la variation de I’absorbance du la
suspension de [’Escherichia coli en absence et en présence des concentrations croissantes des

dériveés ferrocéniques. Cette étude du comportement spectroscopique éte realisee par la tech-
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nique de la spectroscopie UV-Visible dans une solution de NaCl 0.9%mesuré a 620 nm. Le
(Tableau 6.6) ci-dessous présent la variation de I’absorbance de la réaction d’inhibition de
développement de la bactérie en fonction de la concentration des derivés ferrocénique ajouté.
Les valeurs de I'absorbance représenté dans le (Tableau 6.6) révelent que quel que soit la con-
centration de ferrocéne ajouter il y a toujours une diminution de I'absorbance moléculaire. La
diminution d’absorbance est plus remarquable pour les dérivés Fc2A et Fc3A que celle du

dérivé FcdA.

Tableau 6.6: Valeurs de 1’absorbance des milieux du développement de [’Escherichia coli

obtenus a partir des donneées spectroscopique UV-Vis

Concentration (mg/ml) Absorbance
Fc2A | Fc3A | Fc4A
0 (DMSO) 2.023

2 1.75 | 1.557 | 1.774
4 1.668 | 1529 | 1.737
6 141 | 1.399 | 1.691
8 0.961 | 1.315 | 1.674
10 0.72 | 1.312 | 1.515
12 0.719 | 0.92 | 1.279
14 0.62 | 0.868 | 1.245
16 0.484 | 0.848 | 0.942
18 0.483 | 0.621 | 0.722

En se basent sur la diminution d’absorbance de la suspension bactérienne en fonction des
différentes concentrations du dérivé ferrocénique (Tableau 6.6), les parameétres de liaison et
I’IC50 de I’interaction entre ces dérivés et ['Escherichia coli a été calculé a partir des données
spectroscopiques.

2.4.2.1. Détermination de la concentration inhibitrice (1C50) :

D’aprés les résultats de I’absorbance il est possible de calculer le pourcentage d’inhibition

par la formule :
I A
% Inhibition = (1—ij100

Les valeurs des pourcentages d’inhibition sont regroupées dans le tableau suivant :
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Tableau 6.7: Pourcentage d’inhibition des composés étudiés

Inhibition%
[Concentration] Fc2A Fc3A Fc4A
(mg/ml)
2 13.49480969 23.03509639 12.30845279
4 17.54819575 24.41917944 14.13741967
6 30.30153238 30.84527929 16.41127039
8 52.49629263 34.99752842 17.25160652
10 64.40929313 35.14582304 25.11122096
12 64.45872467 54.52298566 36.77706377
14 68.75926841 57.09342561 38.45773604
16 76.07513594 58.08205635 53.43549184
18 76.12456747 69.30301532 64.31043005

Le tracé des résultats des pourcentages d’inhibition obtenu on fonction des concentrations

des dérivés ferrocéniques étudiés.

80+ y = 4,64148x + 4,20313
R® = 0,9866

80- y=3,32348x + 10,2786

R?=0,997

N
o
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Figure6.7: Droits régression des pourcentages d’inhibition obtenue a partir des données spec-
troscopiques en fonction des concentrations des composés étudiées.

D’apres la Figure 6.7, nous pouvons constater une fonction linéaire entre le pourcentage
d’inhibition de [’Escherichia coli et la concentration utilisé des dérivés ferrocéniques étu-
diées.

Cette inhibition dépasse les 50% pour 12 mg/ml pour tous les dérivés ferrocéniques pour
atteint le 80% pour 20mg/ml de Fc2A et Fc3A et le 67%pour le Fc4A. Les valeurs obtenues
de la concentration inhibitrice 50 de I'interaction des composés étudiées avec de /’Escherichia
coli sont regroupés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 6.8:Valeurs 1Cso des composés étudiés obtenu a partir d’UV-Visible

Composés ICso(mol/l)
Fc2A 0.0296
Fc3A 0.0359
Fc4A 0.0460

D’aprés les résultats obtenus on peut classer les IC 50 des dérivés ferrocénique étudiés
comme suit : Fc2A > Fc3A > Fc4A ; ce qui montre que le Fc2A est le dérivé qui a une IC 50
plus efficace.
2.4.2.2. Détermination de la constante et I’énergie libre de liaison (K et AG)

L’¢énergie libre de liaison AG de I’Escherichia coli avec les dérivés ferrocénique a été dé-
terminé par 1’étude du comportement spectroscopique en absence et en présence d’une con-
centration croissante des ferrocéne.

D’aprés les résultats de I’absorbance il est possible de calculer I’énergie libre de liaison AG

Ay

par la formule citée précédemment ; les rapports de 1’absorbance ainsi que les valeurs

deﬁ sont présenté dans le tableau suivant :
c

Tableau 6.9: Rapports de I’absorbance A etL des complexe étudiée
A-A, [Fc]
A
A-A 1\ Fc
[Concentration] (mg/ml) FC2A FC3A FC4A FC2A | FC3A | FC4A
2 -7.41025641 | -4.34120171 | -8.12449799 | 0.1665 | 0.1665 | 0.1665
4 -5.69859154 | -4.0951417 -7.07342657 | 0.0832  0.0832 | 0.0832
6 -3.30016313 | -3.24198717 | -6.09337349 | 0.0555 | 0.0555 | 0.0555
8 -1.90489642 | -2.85734463 | -5.79656160 | 0.0416 | 0.0416 @ 0.0416
10 -1.55257099 | -2.84528832 | -3.98228346 | 0.0333 | 0.0333 | 0.0333
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12 -1.55138036 | -1.83408884 & -2.71908602 | 0.0277 @ 0.0277 | 0.0277
14 -1.45434938 | -1.75151515 | -2.60025706 | 0.0237 | 0.0237 | 0.0237
16 -1.31448992 | -1.72170212 = -1.87141535 | 0.0208 | 0.0208 | 0.0208
18 -1.31363636 | -1.44293865 | -1.55495772 | 0.0185 | 0.0185 | 0.0185

(Figure 6.8) Le rapport pente/intersection peut nous permettre de calculer la constante de liai-

son.

AJA-A,

y = -42,3036x - 0,42469
R%=0983

1c

AJA-A,

-8 T T T T T T T T 1
000 002 004 006 008 010 012 014 016 0.8

y = -82,988x - 0,6862
R?=0,802

-2.84
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Fc4A

1
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Figure6.8:Tracés de }[/Fc]en fonction de %_ A utilisés pour calculer les constantes

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

AG =-RTInK,

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

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

deliaison des dérivés ferrocénique étudiés avec [’Escherichia coli.

des dérivés ferrocénique avec de I’Escherichia coli sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau6.10:Valeurs des K et AG des composés étudiés obtenues par des données spectros-

copiques.
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Composés | K (M1 -AG (KJ.mol ")
Fc2A 7.00 x 10* | 27.66
Fc3A 0.93x 10° | 22.82
Fc4A 8.27 x 10° | 22.36

La plus stable conformation est celle de FC2A avec une valeur de AG plus négative : -27.66
KJ/mol, ce qui traduit la bonne interaction entre le FC2A et ['Escherichia coli.
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Discussion

Le but de ce travail est de synthése et d'évaluation de I'activité biologique des dérivés
ferrocenylmethylacetylaniline par deux approches. D'abord I'étude in silico par la méthode de
docking moléculaire. Ensuite I'étude in vitro comporte I'étude de l'interaction entre ce dérivé
avec [’Escherichia Coli et I'évaluation de son effet antibactérienne.

L'étude in silico, par les serveurs admetSAR, Protox et SwisSADME, les résultats des
Propriétés physicochimiques indiquent que les 3 composés ferrocéniques répondent a la regle
de Lipinski et celle de Veber, les parametres : poids moléculaire<500 g/mol, nombre de H-
bond donneurs et accepteurs d’hydrogéne< 5, le Log P(0 < Log P< 3) et le nombre de liaisons
flexibles sont respectés pour tous les composés il sont donc montré des trés bons résultats. En
plus nous avons noté que tous les composés sont solubles dans les milieux aqueux ce qui ex-
prime qu’ils ont des bonnes caractéristiques pour devenir des candidats médicamente

us réussites. En effet, Les résultats de la prédiction des propriétés pharmacocinétiques
montrent que tous les dérivés ferrocéniques présentent une forte absorption par la membrane
intestinale ce qui rend possible leur acces au sang, alors que le médicament de référence (gen-
tamicine) est caractérisé par une faible absorption intestinale.

L'accomplissement d'une étude toxicologique est une étape importante afin de pouvoir
cerner tout effet indésirable et mieux identifier les sites d'action des substances actives
(Kherbouche., 2014). Il est révélé ainsi par la prédiction de toxicité que nos composés ne
peuvent pas induire des effets nefastes pour 1’organisme qui sont mieux méme par rapport au
médicament témoins. cette étude est comparable avec I'étude de (Li et al., 2013) qui prouvant
in vitro le faible niveau de cytotoxicité d'un autre dérivé ferrocénique.

Dans I’ensemble, les prévisions ' ADMET ont confirmé les propriétés pharmacociné-
tiques et de ressemblance aux médicaments des trois candidats principaux sélectionnes.

L’amarrage moléculaire permettant la génération des multiples conformations d’un li-
gand. La sélection d'orientation de ce ligand est basée sur la position de la conformation la
plus appropriée dans la cible moléculaire pour former un complexe stable. D’autre part,
L’interaction entre le dérivé ferrocénique et la bactérie révele que ce dérivé ferrocénique inte-
ragit avec 1’Escherichia Coli d’une fagcon spontané traduit par le signe négative de la valeur de
I’énergie libre(Friedli., 2002 et Infelta et al., 2017). En générale, le dérivé ferrocénique se lie

a I’Escherichia Coli et peut provoquer des changements conformationnels en formant des liai-
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sons electrostatiques de type hydrogénique (Figure 6.5)entre les acides aminés de la protéine
et les ligands étudiés ce qui freine ’activité biologique de I’enzyme cible.

In vitro, L'évaluation de I'activité antibactérienne a été testé vis-a-vis les cinq souches bacte-
riennes. A partir des valeurs des diametres des zones d’inhibition de croissance de souches
bactérienne étudié, ainsi que les concentrations correspondantes du produit FCA, on peut dire
que, Le composé testé montre une faible activité contre I’Escherichia Coli et I'activité antimi-
crobienne, contre les bactéries, Pseudomonas aéruginosa, Listeria innocua, Staphylococcus
aureus et bacillus subtilis est nulle. Nos résultats obtenus sont équivaux et comparable & ceux
trouvés par(Benabdesselam., 2017) qui déterminent 1’activité antibactérienne des différents
dérivés ferrocéniques , ils trouvent que ces composes n'exerce aucun effet significatives
d'inhibition contre les souches Escherichia coli et le pseudemenace et I’évaluation qualitative
de I’activité antibactérienne des dérivés ferrocéniques étudiées a montré un effet antibactérien
plus ou moins négligeable par rapport aux antibiotiques standards utilises. Ce comportement
n'est pas surprenant a cause de la présence d'une membrane externe principalement constituée
de lipopolysacharides et de lipoproteines. Ce type de membrane, relativement étanche aux
substances externes, comporte néanmoins des systemes de transports, appelés porines. Ces
porines sont en fait des protéines trans-membranaires qui permettent des échanges molécu-
laires 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'altéra-
tion du nombre ou de la taille de ces porines peut entrainer une résistance a certaines molé-
cules ou l'activité antimicrobienne est nulle (Ben mohammed., 2015).Ces résultats obtenus
peuvent aider davantage a comprendre et a développer des composés antibactériens.les études
de la cytotoxicité confirment I'intérét biologique probable de ce dérivé.

Notre travail est complété par 1’étude par la méthode spectroscopique UV-Visible,
I’étude de la variation d’absorbance en absence et en présence d’une concentration croissante
de DFcA donne des valeurs négatives de I'énergie libre de Gibbs (AG) : (Fc2A) =-27.66
KJ/mol ; AG (Fc3A)=-22.82 KJ/mol ; AG (Fc4A)=-22.36 KJ/mol) cela indique la spontanéité
de la réaction entre les DFCA et la bactérie par interaction physique (Infelta et Graetzel.,
2006). Cette étude a permis aussi de révéler D’activité inhibitrice de ces dérivés pour
[’Escherichia Coli montre que ce composé a une valeur d'IC50 plus faible (Fc2A=0.0296
mol/l)ce qui se traduit par une activité antibactérienne.

Selon les valeurs des énergies libres de liaison AG obtenu par spectroscopie électro-

nique il est remarquable que toutes les valeurs ayant le méme ordre que les valeurs delC50
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obtenues par la méme technique expérimentale, le chose qui confirme le bonne accorde entre

les deux résultats in-vitro.
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les résultats de nos expeériences sur | ‘évaluation antibactérienne in vitro et in silico, analyse
ADMET et amarrage moléculaire des dérivés ferrocénylméthylacetylaniline et en plus de
quelques autres recherches ont prouveé que la ferrocenylméthylacetylaniline est une substance
active qui est utilisée médicalement dans plusieurs domaines, et nous avons limité notre dis-
cussion uniquement a son effet contre le bactérie de /’Escherichia coli & voir s'il peut étre uti-
lise comme antibactérien grace a I'application de I'évaluation in silico de I'activité antibacté-
rienne(prédiction des propriétés ADMET , étude de I’inhibition de [’Escherichia Coli par
amarrage moléculaire)et 1’évaluation in vitro de ’activité antibactérienne (évaluation du pou-
voir antibactériennes composés étudiés, étude spectroscopique de 1’activité antibactérien) .

Un bon candidat médicament doit étre rapidement et complétement absorbé par voie gas-
tro-intestinale, distribué spécifiquement vers son site d'action dans le corps, métabolisé d'une
maniére a ne pas altérer les fonctions de 1’organisme, et éliminé de maniére appropriée sans
causer des dommages.

Les résultats de cette étude révelent aussi les dérivés ferrocéniques que peuvent étre un an-
tibiotique efficace, car leur efficacité varie selon le type de dérivé Ferrocénique.

Finalement, a l'avenir, on s'attend a ce que les dérivés Ferrocéniques aient une large portée
dans la conception et le développement de traitements pour diverses maladies et risques pour

la santé.
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,,, 2
[7] Append output index to title
HEATM 1S C 0 3565 -09u oae S,
HETATM 16 H 0 4715 0963 0261 77 Append input filename to title
o £
HETATM 17C 0 -2228 -10% 1512 Append oput fnde o 12K

~ [ Adds hydrogen to polar atoms only - S

Figure 03 :LogicielOpenBabel

Figure 4:spectrophotométrie UV-Visible (SHIMADZU1800).

109



Annexes

Figure 6:bouillions nutritive (Photo originale, 2022)
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Figure 7: Concentration desdérivésferrocéne étudiées (Photo originale, 2022).

Tableau : Informations sur les bactéries

Strains Code Gram
S1 Escherichia coli ATCC 25922 -
S2 Bacillus subtilis ATCC 6633 +
S3 Listeria immocua CLIP 74915 +
S4 Pseudomonas aeruginosa ATCC 6538 -
S5 Staphylococcus aureus ATCC 14028 +
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