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Introduction Générale

Dans le domaine de la recherche de nouvelles biomolécules, plusieurs investigations portent sur
les modifications structurales que 1’on peut apporter a des molécules modeles telles que les
médicaments synthétiques et les biomolécules naturelles. Beaucoup de recherches ont été
consacrées a la synthése et au développement de nouvelles molécules capables de s’hybrider
sélectivement ou bien d’interférer avec les processus biologiques, ces synthéses s’articulent

essentiellement autour de la chimie des hétéroatomes, notamment celle de ’imine.

Les imines représentent une classe d'intermédiaires réactifs biologiques qui a fait I'objet de
recherches toxicologiques intensives ces derniéres années. Les imines et bis-imines sont une classe

importante de composés organiques [1].

Les composés contenant un groupe >C=N- groupe sont connus comme imines ou azométhine
ou animal, mais en général elles sont connues en tant que « base de schiff » en I’honneur de schiff
qui a synthétisé ces types de composes pour la premiére fois. Les bases de schiff sont des produits
de la réaction entre des aldéhydes ou des cétones et des amines aliphatiques ou aromatiques
primaires, constituent une famille de composés organiques connus et étudiés depuis fort longtemps.
Le grand intérét accordé a ces composes est d0 principalement a leur procédé facile de préparation,
réalisé en général en une seule étape, leur obtention avec de bon rendements [1-2].

La formation de la base de Schiff a lieu généralement sous I’effet catalytique d’un acide, d’une base
ou avec la chaleur. Les communes bases de Schiff sont des solides cristallins faiblement basiques
[3-4].

Nous devons faire remarquer que la synthése des bases de Schiff constitue un théme de
recherche d’actualité qui ne cesse d’attirer de nombreuses équipes de recherche a travers le monde,
gue ce soit sur le plan universitaire ou industriel. Cela peut étre associé essentiellement a
I’importance et a la diversité des applications de ce type de composés. L’activité biologique des
bases de schiff a été largement explorée durant ces derniéres décennies. Leurs propriétes

antibactérienne, antifongique anti-inflammatoires et anticancéreuses ont été testées avec succes [5].

Les interactions entre molécules sont a la base de la plupart des mécanismes biologiques.
Etudier les détails d'interactions, & I'échelle moléculaire, entre un ligand et la cible thérapeutique
s'avere donc d'un trés grand intérét.Le docking moléculaire est devenu, un outil indispensable dans

Page | 9



Le domaine de la conception de molécules médicamenteuses qui pourraient agir le plus
favorablement, ce qui est considérablement plus facile a mettre en ceuvre que les méthodes
classiques [6-7].

Les méthodes de la modélisation moléculaire offrent des moyens de sonder les propriétés
énergétique et dynamique des protéines dont certaines sont difficiles a mesurer expérimentalement.
Notre sujet de fin d’étude a I’objectif de mieux comprendre les interactions entre la protéine (HSA)
et les dérivés des bases de schiff (Capacité d’identifier et a lier avec le protéine), en employant une
méthode informatique d’amarrage (docking) afin de prédire les structures des complexes et

d’évaluer la nature et la forces des interactions

Vue I’intérét biologique de ces structures des bases de schiff, nous sommes particulierement
intéresses dans ce travail a la synthése des dérivés de base de schiff, et évaluer de leurs activités
biologiques in silico et in vitro (évaluation de I’activité antioxydant, étudier les interactions entre les

dérives de bases de schiff (4ligands) et le récepteur albumine humain (code : 2BXB)

Ce travail s’articule autour de trois chapitres :

v Une introduction générale : dans laquelle nous avons donné 1’objectif de notre travail.

v Le premier chapitre porte sur une mise au point bibliographique des Bases de Schiff : leur

réaction de formation, leurs types et leurs domaines d’application.

v' Dans le deuxieme chapitre : nous avons effectué une recherche bibliographique sur la

modélisation moléculaire.

v" Le troisiéme chapitre est consacré a :

e La synthése et la caractérisation des ligands obtenus par condensation des amines
aromatiques avec des aldéhydes aromatiques. Ces composés sont caractérisés par la
présence d’une fonction C=N (imine)

e Evaluation de I’activité biologique :

— L’activité anti oxydante des ligands synthétisés au laboratoire en utilisant la méthode
analytique (réduction du radical libre DPPH)

— Docking moléculaire

v Une conclusion générale

Page | 10
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Apercu Bibliographiques sur les Bases de Schiff et le
. . . Chapitre 1
récepteur biologique

1.1 Introduction :

Les ligands bases de Schiff représentent un réle important dans différents domaines
de la chimie. En effet, des efforts considérables ont été déployés pour développer les
méthodes de synthése de ces composes, qui ont suscité, pendant tres longtemps une
attention trés particuliere chez beaucoup de chercheurs en se basant sur leur importance
dans le domaine biologique, médicinale, pharmaceutique ainsi que dans le domaine

industriel

Les bases de Schiff sont des composés contenant le groupe azométhine (-HC=N-).
Elles ont été rapportées pour la premiére fois par Hugo Schiff en 1864 et sont produites de
la condensation des cétones ou des aldéhydes avec des amines primaires. La formation de
la base de Schiff a lieu généralement sous 1’effet catalytique d’un acide, d’une base ou
avec la chaleur. Les communes bases de Schiff sont des solides cristallins faiblement

basiques. [1]

e Une base de Schiff est définie comme tout produit comportant une fonction imine
dont I'un des constituants sur le carbone ou sur 1’azote, est un groupement
aromatique [2, 3]

e Une base de Schiff est définie comme étant la condensation d'une amine primaire
avec une cétone ou un aldéhyde. Par extension, on appelle base de Schiff tout
produit comportant une double liaison C=N issue de la réaction entre un azote

nucléophile et un composé carbonylé [4, 5].

Les bases de Schiff ont la structure générale suivante (Figure 1-1) :

N\

C

N R
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Apercu Bibliographiques sur les Bases de Schiff et le
. . . Chapitre 1
récepteur biologique

Figure 1:la Structure générale d’une base de Schiff.

En effet, les groupes imines ou azométhines sont présents dans différents produits
naturels, composés dérivés d’un produit naturel, et composé non-naturel, la figure 1.2
montre certains exemples. Le groupe imine présent dans ces composés a été démontré
d'étre indispensable a leurs activités biologiques [6,7].

N
\J\ |
/Q\-\, . M\Ir "~
ﬂ \V
-

Ancistrocladidine

N-(Salicylidene)-2-hydroxyanili
bases de Schiff dérivées du Chitosane. (Salicylidene)-2-hydroxyaniline

produit naturel composes derives [ composé synthétisé ‘
d'un produit naturel

Figure 2:Exemples de bases de Schiff bioactives, produit naturels, composés 7

Les bases de schiff contenant des substituants aromatiques sont généralement plus
stables que ceux ne contenant que des substituants aliphatique (alkyles ou cycloalkyles),

cependant la basicité des bases de schiff aliphatiques est largement supérieure a celle des
bases de schiff aromatiques [8-10].

La formation des bases de Schiff a partir d’un aldéhyde ou une cétone est une réaction

réversible et s'effectue généralement sous catalyse acide ou basique, ou par chauffage [11].

1.2 Le mécanisme réactionnel de formation des bases de schiff :
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Le mécanisme de formation d’une base de schiff est I’addition d’un nucléophile au

groupe carbonyle. Dans ce cas, le nucléophile est une amine. Dans la premiere partie du

mécanisme 1’amine réagit avec 1’aldéhyde ou la cétone pour donner un composé de

condensation instable appelé amino alcool. Les amino alcools se déshydratent en milieu

acide pour donner des imines encore appelées bases de schiff ainsi qu’en thérle de

synonyme dite azométhine [12] .

/
R

Schéma 1:Mécanisme de formation d’une base de Schiff [13].

. H '
H\@n, K \ @R
C—N N

iminium ion -

R -H”

5 4
H K H

proton
transfer

Genéralement les aldéhydes réagissent plus vite que les cétones dans ces réactions de

condensation puisque la base de Schiff résultante de 1’aldéhyde présente moins de génes

stériques que ceux d’une cétone. De plus, la densité électronique sur 1’atome de carbone du

groupe carbonyle est plus faible dans le cas de la cétone que dans le cas de 1’aldéhyde

faisant en sorte que I’efficacité de I’attaque nucléophile de I’amine est régulée en tant que

telle.
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Les bases de Schiff sont généralement des solides qui précipitent au fur et a mesure de leur
formation dans le milieu réactionnel facilitant ainsi leur éventuelle séparation qui peut étre

aisément réalisée par filtration [14].

1.3 Différentes méthodes de synthése des imines :

La premiére préparation des imines a été rapportée au 19éme siecle par Schiff
(1864). Depuis, diverses méthodes de synthése des imines ont été décrites [15].

La synthese classique rapportée par Schiff implique la condensation d'un composé

carbonyle avec une amine sous une distillation azéotropique [16].

Des tamis moléculaires sont alors utilisés pour éliminer completement I'eau formée dans le

systeme [17].

Dans les années 90, une méthode d'élimination de I'eau a été mise au point en utilisant des
solvants déshydratants tels que l'orthosilicate de tétraméthyle ou I'orthoformiate de
triméthyle [18, 19].

En 2004, Chakraborti et al ont démontré que I'efficacité de ces méthodes dépend de
I'utilisation de composés carbonyles fortement électrophiles et d'amines fortement
nucléophiles. Ils ont proposé comme alternative I'utilisation de substances qui fonctionnent
comme des acides de Brensted-Lowry ou de Lewis pour activer le groupe carbonyle des
aldéhydes, catalyser l'attaque nucléophile par les amines et déshydrater le systeme,
éliminant I'eau comme étape finale Des exemples d'acides de BrgnstedLowry ou de Lewis
utilisés pour la synthese de bases de Schiff comprennentznCI2, TiCl4, PPTS, Ti(OR)4,
H2S04, NaHCO3, Mg (Cl04)2, CH3COOH, Er(OTf)3, P205/Al203, HCI [20].

1.4 Application des bases de schiff :

Gréace a leurs importances dans la vie humaine, les bases de schiff et ses complexes

sont exploités dans divers domaines, parmi lesquels on cite leurs utilisations dans :

* Le traitement de quelques maladies (accumulation du cuivre dans le foie, le cerve

au et les reins ou certaines formes de cancer).

* L’activité biologique (activité antifongique, antibactérienne...).
* Dans le domaine d'optimisation le taux de décharge des batteries ainsi leur capacité
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* Dans le domaine de la chimie analytique (titrage, précipitation et séparation des
métaux).

* L’oxydation catalytique des hydrocarbures qui sont diversifi€és suivant la nature de
fonction chimique des composés organiques, tel que I’oxydation des alcools,
carboxylation des halogénures, oxydation des amines primaire, les phénols et les

hydrocarbures [21]

1.5 Base de schiff et I’activité biologique :

Les composes de la famille des bases de schiff (imines) présentent une large
exploitation depuis le 19°™ siécle. En raison de leur large éventail d’activités biologiques.
En effet les groupes imines sont présent dans des divers composés : naturels, dérivés d’un
produit naturel, et non-naturel. Le groupe imine présent dans ces composés s’est révélé
d’étre essentiel pour leurs activités biologiques [22].

Par ailleurs les propriétés bilologiques des bases de schiff peuvent etre attribuées a
différents groupement présents dans leurs structures, a savoir: I’hydroxyle (OH),
méthoxy,les halogénes ainsi qu’a certains hétéroatomes constituant les parties cycliques de
la molécule, tels sue 1’azote, I’oxygéene et le soufre [23].

Depuis quelques années, on assiste a travers la littérature scientifique a un intérét
concernant les bases de Schiff qui présentent des activités biologiques spécifiques en
général reliées a la présence de ce groupement fonctionnel. Je citerai ici quelques exemples
récents concernant diverses pathologies et maladies majeures en relation avec des activités

antibactérienne, antifongique, anti-inflammatoire, anticancéreuse ...

1.5.1 Activité antibactérienne
Les bases de schiff ont été présentées comme agents antibactéiens prometteurs. Par
exemple, la N-(salisylidéne)-2-hydroxyaniline est efficace contre le mycobacteruim

tuberculosis. Qui présent une valeure MIC de 8mg/ ml [24]

1.5.2 Activité anti-inflammatoire
Les réactions inflammatoires sont induites par les infections microbiennes et virales ;

I'exposition aux allergenes, les radiations et les produits chimiques toxiques, les maladies
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auto-immunes et chroniques, I'obésité, la consommation d'alcool, I'utilisation de tabac, et
une alimentation riche en calories [25, 26].

Plus récemment, en 2015 Rakesh, K et coll [27], ont rapporté la synthése et in vitro
activité anti-inflammatoire des bases de Schiff de dérivés de quinazolinone . Les composés
suivants 5 et 6 (Figure3), présentaient une excellente activité avec des valeurs ICso 84,
67uM/mL, respectivement, beaucoup mieux que l'aspirine standard (ICso = 166 uM/mL).
La Clso a été déterminée pour les composés présentant une concentration d'inhibition

supérieure a 50%.

o

0
Ol O 1 L
Cl
(=) (6)

Figure 3 :des bases de Schiff de dérivés de quinazolinone

1.5.3 Activité Antifongique :

Les composeés 1 et 2 dont des complexes des exemples de dérivés chitosane, bases de schiff
ayant une activité antifongique. Ils inhibent la croissance de botrytis cinerea et
colletotrichum lagenarium de 26-33% et 35-38% a 1000 ppm respictivement [28]

OH
s 0+
2 27
— 0
o N L
R
Q
.
Ancistrocladiding bases de Schiff dérivéas du Chitosane.

Figure 4 : dérivés chitosane, bases de schiff
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1.5.4 Activité antioxydante :

Un antioxydant peut étre défini comme étant toute substance capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi
retarder ou empécher 1’oxydation de ces substrats. En d’autres termes, un antioxydant est
une substance qui, en faible concentration comparativement a la quantité des substances
oxydables telles les especes oxygénees reactives (ROS), retarde significativement ou
prévient I’oxydation des substrats comme les lipides, les protéines, les DNA et les
carbohydrates. Les bases de Schiff ont été présentées également comme agents antioxydant

prometteurs [29].

Kumar. M et coll [30]. Ont rapporté en 2014 la synthése et 1’activité antioxydante
d’une série de base de Schiff dérivés de cholestérol. Les composés présentaient une
excellente activité antioxydante que la vitamine C (ICso= 32,50uM) respectivement, dans
le dosage de DPPH.

1.6 ETUDE DE L'ALBUMINE HUMAINE :

L'albumine est une protéine plasmatique produite par le foie, I'intervalle normal de
concentration en albumine dans le sang est 35 a 50 g/l, et elle représente habituellement
environ 60% des protéines plasmatiques, toutes les autres protéines du plasma sont
désignées collectivement sous le nom de globulines.

L'albumine est essentielle pour le maitien de la pression anodique indispensable pour la

bonne répartition des liquides entre les vaisseaux sanguins et les tissus

1.6.1 Structure biochimique de I'albumine :

Le sérum albumine humaine est une protéine monocaténaire de 585 résidus ayant un
poids moléculaire de 68000 Daltons. La séquence polypeptidique a été depuis confirmée
par la séquence génomique. Une étude de la sequence en acides aminés a permis de
dénombrer 35 cystéines dont les positions influent sur la structure tertiaire de la molécule

en la stabilisant par 17 ponts sulfures. L'organisation de la molécule en domaines et
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boucles a été confirmée par les études de fragmentation de l'albumine, en particulier,
I'action du bromure de cyanogene.

Celle-ci a permis I'obtention de trois fragments A, B et C résultant d'une coupure au niveau
des résidus méthionines 123 et 198 localisés sur les brins ralliant les boucles [31-34]
(figure 1-6).

Domaine 1

Cys-34

Figure 5:Structure tridimensionnelle de 1’albumine avec ses 3
domaines et ses ponts disulfures.

1.6.2 Synthése de I’albumine :

L'albumine est synthétisée par le foie et représente 50% de I'ensemble des protéines
plasmatiques. La synthése de cette protéine est soumise a une régulation tres fine par le
statut nutritionnel, l'insuline, le cortisol, le glucagon ou les hormones thyroidiennes. La
demi-vie est de deux a trois semaines puis la molécule est catabolisée par le systeme
réticulo-endothélial [35]

L'albumine est synthétisée par le foie a raison de 10-15 g/j qui sont déversés presque
intégralement dans la circulation et se répartissent entre le plasma et ensuite par diffusion
dans les tissus interstitiaux (5% par heure) d'ou ils sont résorbés par le systeme

lymphatique [36].

1.6.3 Propriétés physico-chimiques de I'albumine humaine
A lintérieur du pool des protéines plasmatiques, l'albumine humaine occupe
guantitativement et qualitativement une place prépondérante, c'est en effet le constituant

majeur du sérum.
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Le taux d'albumine humain est compris entre 38 et 44 g/l dans une population
normale, lorsque l'albumine est dépourvue de tous les ligands, c'est une protéine incolore,
dont la molécule porte plus de 200 résidus chargés, ce qui confére une hydrophilie
importante et lui assure une grande solubilité.

Sa charge électrique nette est de -18 dans les conditions physiologiques, et son point
isoélectrique se situe entre 4,8 et 5,6 sa valeur exacte depend de la force ionique du milieu.
L'hydrophilie élevée de I'albumine, lui permet de prendre en charge 75 a 80% de I'effet
oncotique du plasma. C'est une protéine soluble isolée de la fraction V de colin, qui peut
étre obtenue sous forme cristallisée par addition de sels minéraux.

Elle est dotée d'une grande capacité de combinaison in-vivo (acides gras, bilirubine,
quinine, strychnine, pénicilline). Grace a ses groupements tyrosyl, elle peut aisément fixer
I'iode.

Une couche dense de molécules d'albumine disposées sur une surface dans le sens de
leur longueur (couchées) correspond a une concentration interfaciale d'environ 0,2 pg/cm?2;
une couche dense de molécules orientées perpendiculairement a la surface (debout) donne
une concentration interfaciale de 0,71 pg/cm2. La séparation des différentes formes
moléculaire est réalisée par la technique de I'électrophorése en gel polyacrylamide, c'est la
molécule la plus rapide en électrophorese [32-36].

L'albumine est une composante importante du bon fonctionnement du corps humain
[37].

De ce fait, elle est douée de plusieurs propriétés, parmi ces propriétés nous citons :

1.6.4 Fonction de transport :

Une grande fonction de I’albumine est liée a ses capacités de transport et de fixation
de petites molécules de tout type, cette forte aptitude qui permet de comparer cette protéine
a une « éponge », s’explique essentiellement par la flexibilité de sa structure qui s’adapte
volontiers aux différents ligands. La fonction de transport (hormones, oligoéléments,
médicaments) et donc d'épuration (radicaux libres oxygénés, médiateurs de I'inflammation)
est une fonction essentielle de l'albumine. La répercussion d'une hypo albuminémie
profonde sur le maintien de cette fonction est mal connue. Des dysrégulations sont

observeées a partir de valeurs inférieures au seuil de 20 g/L [38].
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I1.1 Introduction

La recherche et la synthese de nouveaux composes chimiques et biochimiques sont
aujourd’hui souvent associées a une étude par modélisation moléculaire. La modélisation
moléculaire est un terme technique de graphisme moléculaire et de chimie
computationnelle permettant de dessiner, afficher, analyser, calculer et stocker les
propriétés des molécules, non seulement de représenter les propriétés et les réactions
chimiques mais aussi de manipules les modéles des structures en deux ou trois

dimensions.

La modélisation moléculaire implique 1’utilisation des méthodes de calcul
théoriques (mécanique moléculaire, dynamique moléculaire, mécanique quantique,). Elle
associée a une représentation infographique des stéréochimies permet d’interpréter des
phénomeénes physico-chimiques, de suggérer des nouvelles expériences et d’analyse ainsi
des résultats d’une facon plus critique que les expériences classiquement utilisées, mais

ces deux approches purement théoriques ou expérimentales sont complémentaires.

Le comportement des molécules peut étre simulé de fagon statique ou dynamique.
Cette simulation inclut notamment la flexibilité des molecules en solution, les
mécanismes réactionnels et interactions mises en jeu dans la catalyse enzymatique, la
reconnaissance ou la complexation, la prédiction de propriétés et de fonctionnalités se
font a partir d’analogies de structure. La modélisation moléculaire a pour but de prévoir

la structure et la réactivité des molécules ou des systemes de molécules.

La recherche des conformations stables d’une molécule consiste a déterminer les

minima de I’énergie globale d’interactions.

Les méthodes de la modélisation moléculaire peuvent étre rangées en trois catégories :

» Les méthodes non quantiques.
» Les méthodes semi-empiriques.

» Les méthodes quantiques [1].
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Les principales méthodes qui permettent de déterminer la géométrie d'une molécule
sont les méthodes de diffractions, les méthodes spectroscopiques et les techniques de

calcul.

Les informations que ces méthodes peuvent apporter concernant la structure
moléculaire sont de deux sortes : qualitatives (forme générale et symétrie d'une
molécule) et/ou quantitatives (positions relatives de tous les atomes dans une molécule,

angles et longueurs des liaisons et angles de torsion).

Parmi les méthodes dont dispose le chimiste théoricien, les méthodes quantiques et
les méthodes dites de champ de force ou "mécanique moléculaire” qui conduisent a la

connaissance de la structure 3D des molécules.

1.2 Méthodes quantiques

La mécanique quantique décrit la matiere comme un ensemble de noyaux
atomiques autour desquels gravitent des électrons, eux-mémes décrits explicitement par

leur probabilité de présence en un point et représentés par des fonctions d’onde.

En d’autres termes, en appliquant les lois de la mécanique ondulatoire aux
¢lectrons, elle permet de déterminer 1’état électronique d’un systeme d’atomes, mais
aussi I’ensemble de ses propriétés observables (structurales : géométries, angles,
longueurs... ; énergétiques : énergies de liaison, d’excitation... ; spectroscopiques :
fréquences de vibration, spectres UV-visible, IR et micro-onde... ; électroniques,

magnétiques et réactionnelles : barriéres d’activation...).

Les bases du calcul quantique ont été posées en 1925 par Heisenberg, Born et
Jordan, puis finalisées en 1926 par Schrodinger et sa fameuse équation (1), dont le
formalisme permet de décrire rigoureusement la nature microscopique de la matiére
[2,3].

Les équations de la chimie quantique sont basées sur la résolution de I’équation de

Schrodinger qui s’écrit pour les états stationnaires [4] :

HY=E¥ (1)
Ou: ¥ : Fonction d’onde de la molécule.

H : Hamiltonien total d’une molécule comportant N noyaux et n électrons.
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E : Energie totale d’une molécule.

Il est défini par la somme de cing termes (cinétique des électrons, cinétique des
noyaux,répulsion entre électrons, répulsion entre noyaux et le terme d’attraction

électrons -noyaux).

La résolution exacte de cette équation n’est possible que pour 1’atome d’hydrogene
et les systemes mono-électriques. Pour les systemes poly-électriques, on fait appel aux

méthodes d’approximation, pour la résolution approchée de [I’équation de

SCHRODINGER.

11.2.1 Méthodes ab-initio (Hartree- Fock- Roothann):

Les méthodes ab initio sont des méthodes non empiriques, toutes les intégrales
sont calculées rigoureusement et il n’y a pas d’approximations a faire sauf celle de Born

Oppenheimer et I’approximation CLOA.

Dans les méthodes ab-initio, toutes les particules (noyaux et électrons) sont traitées
explicitement. On n’utilise aucun paramétre empirique dans le calcul de I’énergie.

L’hamiltonien d’un systéme a n €lectrons et N noyaux est donné par :
HTOT=TE + TN + VEN + VEE + VNN
Avec: TE :[I’énergie cinétique des n électrons.
TN  :1’énergie cinétique des N noyaux.
VEN :I’énergie d’attraction électrons- noyaux.
VEE :[1’¢énergie de répulsion électron- électron.
VNN : I’énergie de répulsion noyau- noyau.

D’apres 1’approximation de Born Oppenheimer qui suppose que les noyaux sont
fixes, 1’énergie cinétique des noyaux s’annule et I’énergie de répulsion entre noyaux se

ramene a une constante.
Htot=T E + VEN + VEE + VNN

H tot = H électronique + H nucléaire
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AVEC : H ELECTRONIQUE = TE + TE+VEE

H NUCLEAIRE = VNN
Et d’aprés le théoréme des électrons indépendants 1’énergie totale sera égale a :

E tot = E électronique + E nucléaire

Donc le probléme réside dans le calcul de I’énergie électronique et I’équation a résoudre

est de la forme : [5]

H élec ¥ élec =E élec Y élec

11.2.2 Théorie d la fonctionnelle de la densite (DFT)

La théorie de fonctionnelle et de densité (en Anglais : Density Functional Theory
DFT) est une théorie basée sur la mécanique quantique ; elle s’est développée au début
du XXI°™ siécle, son but est de donner une relation entre la densité électronique et
I’énergie. Thomas et Fermi sont les premiers a avoir exprimé I’énergie en fonction de la
densité. La DFT repose sur plusieurs théorémes et approximations qui expriment la base
et le principe de cette théorie.

La densité électronique est définie comme la distribution moyenne dans 1’espace
d’un ¢lectron dans le champ des autres. Cette densité est une observable et peut étre
déterminée expérimentalement. Le modele de la fonctionnelle de la densité (DFT) est
incontestablement celui qui donne le meilleur compromis qualité¢/ temps a 1’heure
actuelle, la formulation des deux théoremes d’Hohenberg et Kohn que 1’approche DFT a
pu se développer en montrant notamment que 1’énergie de tout systeme atomique ou

moléculaire est une fonctionnelle de la densité [6].

Cette théorie dont les applications en chimie quantique sont trés nombreuses et
trées importantes. Elle peut étre employée pour expliquer différents résultats
expérimentaux ou pour obtenir des grandeurs difficilement accessibles par 1’expérience.

Elle est aussi employée pour calculer des énergies de systéemes chimiques, donnant acces
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aux geométries, a leur structure électronique ou encore a leur proportion. La DFT est une

théorie de 1’état fondamental électronique [7].

11.2.3 Méthodes semi-empiriques

Dans les méthodes ab-initio le quasi-totalité du temps de calcul est consommé par
les calculs des intégrales, et dans le but de réduire ce temps de calcul, il est nécessaire de
simplifier les équations de Roothann. Une méthode semi-empirique est une méthode
dans laquelle une partie des calculs nécessaires aux calculs Hartree-Fock est remplacé
par des parameétres ajustés sur des valeurs expérimentales (I’hamiltonien est toujours
paramétrée par comparaison avec des références). En générale toutes ces méthodes sont
trés précises pour des familles de produits données voisines de celles utilisées pour la

paramétrisation.

Les méthodes semi-empiriques ne considérant que les électrons de la couche de

valence les électrons des couches internes sont inclus dans le coeur nucléaire.

e CNDO/2 : (Compléte Neglect of Differential Overlep/version 2) lere méthode
semi empirique, elle a été proposée par Pople, Segal et Santry en 1965. Méthode
présentant certains défauts entre autres : elle ne tient compte de la regle de Hund.

e INDO :( intermediate Neglect of Differential Overlap) proposée par Pople
Beveridge et Dobosh en 1967. Elle permet de distinguer entre les états Singulets et les
¢tats triplets d’un systéme en conservant les intégrales d’échange.

e MINDO/3: Proposée par Bingham, Dewar et Lo en 1975. Parametisation
effectuée en se référant aux résultats expérimentaux et non pas aux résultats ab-initio,
de plus I’algorithme d’optimisation utilise est trés efficace (Davidon- Fletcher-
Powell). Cependant, elle surestime la chaleur de la formation des systemes instaures et
sousestime celle des molécules contenant des atomes voisins ayant des paires libres.

o MNDO : (Modified Neglect of Diatomic Overlap) Proposée par Dewar et Thiel
en 1977. Méthodes basée sur D’approximation NDDO (Neglect of Diatomic
Differential Overlap) qui consiste a négliger le recouvrement différentiel entre
orbitales atomiques sur des atomes différents. Cette méthode ne traite pas les métaux

de transition et présente des difficultés pour les systemes conjugues.
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o AM 1 : (Austrin Model 1) Proposée par Dewar en 1985. Il a tente de corriger les
défauts de MNDO.

e PM 3 : (Parametric Method 3) Proposée par Stewart en 1989. Présente beaucoup
de points en commun avec AM1, D’ailleurs il existe toujours un débat concernant les
mérites relatifs de paramétrisation de chacune d’elles.

e SAM 1 : (Semi-ab-intio Model 1) La méthode la plus récente proposée par Dewar en 1993. Elle

inclut la corrélation électronique [8].

1.3 Meéthodes non quantiques

Les méthodes empiriques sont des méthodes de mécanique moléculaire basées
sur des concepts de la mécanique classique ou les atomes et leurs électrons sont
confondus en une collection de points mateériels. Ces derniers agissent les uns sur les
autres par l'intermédiaire d'un potentiel empirique encore dit champ de forces ne
dépendant que de la position relative des atomes dans I'espace. Au sein de l'ordinateur, la
représentation d'une molécule consiste donc en un ensemble de coordonnées atomiques,
une liste de liaisons chimiques et un jeu de fonctions et de parametres constituant le
potentiel d'interaction. Le potentiel empirique qui détermine I'énergie conformationelle
de la molécule est constitué de deux types de termes représentant, respectivement, les
interactions entre les atomes liés (longueur de liaison, angle de valence, angle diedre) et

les atomes non liés (Van der Waals, électrostatique) [9].

11.3.1 Mécanique moléculaire

En mécanique moléculaire, les équations utilisées obéissent aux lois de la
physique classique Celle-ci sont appliquées aux noyaux des molécules sans tenir compte
des électrons ,en un sens ,chaque molécule est traitée comme s’il s’agissait d’un
ensemble de sphéres (les atomes) connectées entre elles par des ressorts (les liaisons),
gréce aux équations dérivées de la mécanique classique ,il est possible de calculer les
différentes interactions entre ces atomes ,ainsi que les conséquences énergétiques (les
champs de forces ) des élongation des liaisons ,des pliages des angles et des mouvements
de torsions. Ces calculs nécessitent des parameétres qui sont stockes dans des tables au
sein du programme et qui décrivent les interactions existant entre les divers ensembles

d’atomes. Les énergies ainsi calcules selon la mécanique moléculaire n’ont pas de
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signification en valeur absolu mais sont fort utiles lorsqu’il s’agit de comparer des
conformations différentes d’une méme molécule, les calculs moléculaire sont moins
astreignants pour les ordinateurs que ceux ayant trait a la mécanique quantique. lls
peuvent donc étre exécutés rapidement mais il ne donne aucune information quant aux
propriétés ¢électroniques des molécules puisque les électrons n’ont pas été pris en

considération [10].

Principes théoriques :

Dans les approches de mécanique moléculaire, quatre simplifications sont
considérées de maniére a permettre la description du systeme modélisé en appliquant des
approximations empiriques, a partir des concepts de la mécanique classique :

-Chaque atome est considéré comme une particule sphérique, dotée d’un rayon
(typiquement le rayon de Van Der Waals) et d’une charge électrique constante

(généralement dérivés de calculs quantiques ou de déterminations expérimentales).

-Chaque liaison covalente est considérée comme un ressort, avec une distance d’équilibre
soit calculée par des méthodes quantiques, soit déterminée par des méthodes

expérimentales (rayon X, RMN etc.).

-Les atomes non liés peuvent interagir via des interactions électrostatiques et de Van Der
Waals.

-Les propriétés des atomes dans les molécules sont transférables a d’autres molécules

structurellement corrélées.

Ces simplifications permettent d’exprimer 1’énergie potentielle d’un systéme
moléculaire en fonction des paramétres géométriques de celui-ci. L’expression
mathématique correspondante est connue sous le nom « fonction de potentiel » ou «

champ de forces », qui est la dénomination la plus couramment utilisée. [11]
11.3.2 Champ de force :

On appelle champ de force le modele mathématique représentant I'énergie

potentielle d'une molécule en mécanique moléculaire. Le champ de force exprime
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réellement & la moyenne des interactions électroniques entre les atomes [12]. IL permet
d’accéder a I’hypersurface énergétique d’une molécule en établissant un lien entre les
déformations structurales du systeme et son énergie potentielle. 1l désigne a la fois
I’équation mathématique (fonction d’énergie potentielle) et les parametres qui la

composent [13].

Un champ de force estconstitu¢ de plusieurs fonctions d’énergie potentielle qui

dérivent les interactions intramoléculaires entre atomes liés et non liés [14]

ETotal™Estretch T Ebend M Etors T Evan der waalstEeletro™ -+

Ejies Eron-tiés

E électrostatique

} q+

Etorsion

élongation

E\'nnder:aals\‘ ﬂ
Figure 6: Interactions intramoléculaires entre atome liés
et non liés.

11.3.3 Energie d’interaction entre atomes liés :

e Elongation des liaisons :( stretching)

L’¢longation des liaisons, Estretch, est un terme destiné a réguler la distance
entre deux atomes liés de facon covalente. A l'origine, cette contribution a été exprimée
sous forme d'un potentiel de Morse ou, de maniére a simplifier les calculs, par un
potentiel harmonique (en x?) issu de la loi de

Tableau 1:Fonctions d’énergie associées aux atomes liés.
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Expression générale Description champs de force Illustration

Energie de liaisons Ejiaicons = Z K, (| - |0) Définit I’énergie mise en jeu par les
[

o @

lo : longueur de liaison a variations de la longueur r des liaisons

L’équilibre apres extension et compression a partir
ki : constante de force de leurs valeurs d’équilibre.
Energie de déformation Eangles = Z k,,(H - 490) Définit 1’énergie impliquée dans
0
les
1

) g
des angles de valence 0o : angle a I’équilibre variations d’angle 6 entre deux .
liaisons 5 3

Ko : constante de force contigués, autour d’une valeur d’équilibre
00
Energie de torsion Eiorsions = Z Ky [1+ Cos(n ¢)] Définit I’énergie impliquée dans
¢ 1
la ¢
2 3
ko : constante de force rotation d’une partie d’une 4
molécule
n : périodicité (n=1, 2, 3, 4, 6) autour d’une liaison
. k 2 I -
Energie des angles Eimpropres = Z W(W— WO) Assure le maintien de la planéité ou ]
w

impropres ko : constante de force de la chiralité d’un groupe B w
d’atomes 2 ' }_. 4

®

oo : valeur idéale définie déterminés dans le champ de force 3
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Hooke qui décrit I'énergie associée a la déformation d'un ressort. Par analogie, les

Sont souvent comparés a des modéles assimilant les atomes a des boules reliées entre
elles par des ressorts.
e Deéformation des angles de valences : (binding)

La déformation des angles de valence, Ebend, est fréquemment
représentée par une expression similaire a celle de 1’¢longation de liaison et
comporte souvent un terme en 62,

e Energie de torsion :

La variation des angles diédres (angles de torsion), Etorsion, impose I’utilisation
d’un terme périodique. La torsion correspond a la rotation autour d’une liaison simple.
L’énergie potentielle s’exprime en fonction de 1’angle de rotation ¢ (angle diedre). Le
terme énergétique représentant la déformation des angles diedres est représenté par une
fonction développée en série de Fourier et il est calculé par la formule [15].

Chacun des termes de E atomes lissest décrit et illustré dans le Tableau I1-1.

11.3.4 Energie d’interaction entre atomes non liés

Les deux derniers termes traduisent les interactions entre atomes non lies de
maniere covalente, seuls les atomes séparés de plus de trois liaisons sont considérés

comme pouvant avoir des interactions non liées.

Ce terme s’exprime sous la forme :

E atomes-non liés = E VAW + Eelec + E liaisons-hydrogéne + ...

e Interaction de Van der Waals :

Les interactions de Van Der Waals sont des dipdles non permanents de faible
rayon d’action Elles sont nombreuses et contribuent essentiellement dans la recherche
de la concordance stérique entre le ligand et la protéine réceptrice [16]. 1l est constitué
d’un terme répulsif en rij -12 représentant le principe d’exclusion de Pauli et la
répulsion internucléaire a courte distance. Il contient également un terme attractif en rij

-6 représentant les interactions d’origine dipolaire dues aux fluctuations des nuages
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électroniques de chacun des atomes (forces de London) [17]. La distribution
asymétrique des électrons dans les orbitales induits de dipbles instantanés. Ces dipdles
oscillent et produisent une force attractive : la force de dispersion de London. A trés

courte distance, la répulsion entre les deux nuages électroniques est trés forte.

e Interactions électrostatiques:

Il sagit des interactions entre deux atomes portant chacun une charge. L'énergie de
cette interaction est décrite par la loi de Coulomb. Cette constante diélectrique est une
propriété macroscopique du milieu environnant les charges; son évaluation n'est pas
aisée. Elle prend les valeurs 1.0 et 78,8 dans le vide et dans I’eau respectivement, alors
que des valeurs de D entre 4,0 et 7,0 sont employées pour simuler un environnement de

protéine [18].

o Energie des liaisons hydrogéne
Les liaisons hydrogene sont le résultat des interactions électrostatiques (70%) et de
van der Waals (30%) entre un atome électronégatif (généralement un atome d’oXxygene
ou d’azote) portant un doublet d’électron libre et un atome d’hydrogene porté par un

atome électronégatif [19].

L’expression générale de ces termes est reportée dans le Tableau 2:
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Tableau 2:Fonctions d’énergie associées aux atomes non liée .

Aucune entrée de table

d'illustration n'a été trouvée.

Expression générale

Energie de Van der Waals

A B,
_ J 1]
Evdw — Z r_12 - 6

ici | N Fi;

A ij, B ij : paramétres dépendant de la nature des atomes i et j, distants de rj;.

Energie des interactions
électrostatiques

Eélec = Z qiqj

i, \_<€iifij
gi, qj: charges partielles des atomes i et j, distants de rj;

€ ij: constante diélectrique rendant compte de 1’atténuation de I’interaction électrostatique

par ’environnement (solvant ou molécule elle-méme)

Energie des liaisons
hydrogéne

A B n N
ELiaisonsfhydrogéne = Z 12 - 10 Cos eA—H—DC:OS QAA—A—H

i<j Mo LN

A’, B’ : paramétres dépendant de la nature du donneur et de 1’accepteur de liaisons H,
distants de rap. 0a-+-o : angle formé par ’accepteur (A), ’hydrogéne (H) et le donneur (D).
B0AA-A-H : angle formé par I’antécédent de I’accepteur (AA), A et H. m, n : exposants
donnés par letypede DetA,m=0,2,4;n=0, 2.
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11.3.5 Différents champs de force en mécanique moléculaire

Différent champs de force utilisent le méme type de termes énergétiques mais

paramétrés de maniéres différentes [20] :
MM2/MM3/MM4 :

MM2 est le premier champ de force développe par Allinger et col. [21-22]. Il a
étéconcgu au début pour les molécules simples (alcanes, alcénes, alcynes non conjugués,
amines...), mais ses versions améliorées MM3 (1989) [23] et MM4 (1996) [24] lui

permet de traiter des molécules organiques de plus en plus complexes.

-OPLS :

Le programme OPLS (Optimized Potentials for Liquid Simulations), comme
I’indiqueson nom, est congu pour optimiser le potentiel qui permet la description des

propriétés desolvatation. 1l est écrit par W. L Jorgensen et J. Tirado Rives [25].

-GROMOS

GROMOS (Groningen Molecular Simulation Program Package), est écrit par
VanGusteren [26] et congu spécialement pour les biomolécules en milieu aqueux en vue
de I’étude des interactions entre les molécules d’eau et les groupements polaires des

protéines.

-CHARMmM (Bio+)
CHARMM (Chemistry at HARvared Molecular mechanics), développé par

Karplus et col [27 ,28], pour le calcul de biomolécules. Son concept est semblable a celui
d’AMBER. Bien qu’au début, ce champ de force est congu pour les aminoacides et les

protéines, maintenant il traite d’autre biomolécules.
- SPASIBA

(Spectroscopic  Potentiel ~ Algorithm  for  simulating  biomolecular
conformational Adaptability), élaboré  par Gérard Vergoten et col. (1995). 1l combine le
champ de force spectroscopique modifié d’Urey-BradlyShimanouchi [29] et le champ de
force AMBER. llpermet de trouver les structures, les énergies de conformation et les

fréquences vibrationnelle au minimum énergétique d’une molécule [30].
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-EMO :

Le programme Emo (Energy Of Molecule), est développé par B. Blaive

[31,32], il est basé sur le  champ de force MM2. Il est articulé autour de trois menus :

o Menu 1 : entrée de la molécule a
I’aide d’un clavier.

o Menu 2 : manipulation géométrique
sur la molécule.

. Menu 3 : minimisation de 1’énergie par mécanique moléculaire.

- AMBER:

AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement), a été décrit par
Kollman [33]. Le champ est paramétré pour les protéines et les acides nucléiques

(UCSF, 1994). 11 a été utilisé pour les polymeres et pour d’autres petites.

11.3.6 Minimisation d'énergie :

L'étape de minimisation de I'énergie potentielle d'un systeme est cruciale dans
le cadrede la préparation du modele pour les simulations de dynamique moléculaire. Elle
permet decorriger les défauts des structures initiales, mais également d'adapter le systéeme
au champ deforce, et ainsi de trouver le minimum de la nouvelle surface d'énergie
potentielle associée a laméthode utilisée. Le point de départ d'un modéle repose sur
I'existence de structurescristallographiques (obtenues avec la cristallographie par rayons

X ou par RMN), ou obtenuepar des protocoles de reconstruction par homologie.

La minimisation étant un processus différent de la simulation de dynamique
moléculaire, dans lequel chaque point est décarrelé du suivant, aucune notion temporelle

ou de température ne sont ici considérées

La surface d'eénergie potentielle représente le lien entre I'énergie du systéme et sa
géométrie. Le principe général d'une minimisation est de modifier la géométrie du
systéeme (par déplacement d'atomes par exemple) afin que ce dernier puisse se déplacer

sur la surface d'énergie et se retrouver dans un puits de potentiel [33].
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Figure 7: déterminer les minimas de I'énergie globale d'interaction.

1.4 Dynamique moléculaire :
11.4.1 Principe de la dynamique moléculaire :

L’objectif de la modélisation moléculaire est notamment d’obtenir des valeurs
macroscopiques a partir de données microscopiques. Pour cela, il faut accumuler un grand
nombre de statistiques (échantillonnage du systéme). Cette statistique sera dépendante de
I’ensemble thermodynamique du systéme, ¢’est-a-dire un ensemble statistique représentant
la probabilité de distribution des micro-états du systéme.

Une simulation de dynamique moléculaire consiste a calculer 1’évolution d’un
systeme de particules au cours du temps. Dans ces simulations, le temps évolue de
maniere discréte et I'on souhaite connaitre la position et la vitesse des particules a chaque
pas de temps. Le calcul des forces d’interaction entre les particules permet de déterminer
I'évolution des vitesses, et donc des positions, en utilisant les lois de la dynamique
classique de Newton. L’énergie est constituée de 1’énergie potentielle et cinétique du
systéeme considéré. Les forces correspondantes sont obtenues a partir des dérivées
premieres de 1’énergie.

Les équations du mouvement de Newton (F = ma) doivent étre résolues, elles

peuvent s’écrire sous la forme :

=dV/dr = md?r/dt?(15)

41



Apercu Bibliographiques sur la Modélisation Moléculaire [l .1}yl

Ou V est I’énergie potentielle a la position r.

Le vecteur r contient les coordonnées de toutes les particules du systéme.Plusieurs
algorithmes peuvent étre invoqués pour résoudre les équations du mouvement. En général
les positions a un temps t+At sont obtenues par extension en une série de Taylor
impliquant la vitesse et 1’accélération des particules. Pour plus de détails, le lecteur peut

consulter I’ouvrage d’Allen & Tildesley. [34]

Le pas d’intégration At d’une dynamique moléculaire est considéré en fonction
du mouvement moléculaire le plus rapide. Pour les systemes moléculaires courants, le
mouvement le plus rapide est 1I’¢longation des liaisons impliquant un atome d’hydrogene.
Dans notre travail, nous avons fait I’hypothése que ce degré de liberté n’influence que
tres peu les propriétés calculées dans les simulations des complexes en solution. Nous

avons donc choisi de fixer ces liaisons afin de pouvoir augmenter le pas d’intégration At.

11.4.2 Applications de la dynamique moléculaire
Une application importante de la dynamique moléculaire est 1’analyse des

modesnormaux de vibration le long de la trajectoire. Une autre application est
I’optimisation et leraffinement des structures 3D d’aprés les données de la
cristallographie et/ou de la RMN. Lamise en ceuvre de cette méthode requiert néanmoins
des moyens de calcul particulierementpuissant (CRAY par exemple) et elle est colteuse
en temps et en argent.

Elle se généralisecependant pour les études de peptides et de petites protéines [35].

1.5 Docking moléculaire
11.5.1 Principes théoriques

Docking (ancrage ou amarrage en frangais) est le nom donné aux simulations
moléculaires dans lesquelles différentes approches sont combinées pour étudier les
modes d’interaction entre deux molecules. Dans la plupart des cas, il s’agit d’un
recepteur macromoleculaire (cible de docking) dont la structure tridimensionnelle est
connue et d’une petite molécule (ligand). Le récepteur macromoléculaire étant le plus

souvent une protéine, le terme docking seul est couramment employé pour désigner un «

42



Apercu Bibliographiques sur la Modélisation Moléculaire [l .1}yl

docking protéine-ligand » [36]. Le docking comprend essentiellement deux étapes : le

docking proprement dit et le scoring.

» La premicre (le docking) est 1’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans
le site actif de la protéine et a échantillonner les conformations, positions et
orientations (poses) possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes
d’interaction les plus favorables. Bien que pouvant étre faite manuellement, cette
étape est le plus souvent exécutée de maniére automatisée a I’aide d’algorithmes de
docking, ce qui améliore la vitesse et la précision des simulations.

» La deuxiéme (scoring) est I’étape de classement, qui consiste a évaluer 1’affinité
entre le ligand et la protéine dans chacun des complexes sélectionnes lors de 1’étape
précédente. Cette tache est accomplie par des outils informatiques nommeées
fonctions de score. Celles-ci évaluent d’abord les différentes contributions
énergétiques pour la stabilisation du complexe protéine-ligand, et ordonnent ensuite
ces complexes, permettant ainsi ’identification des modes d’interaction les plus

probables [36,37].

Ligand

Docking Scoring

b

Cemplene ¢ AG

Eecepleny

Figure 8: Principe général d’un programme de docking

43



Apercu Bibliographiques sur la Modélisation Moléculaire [l .1}yl

11.5.2 Un processus de Docking Moléculaire :
Le but du Docking Moléculaire est de déterminer le mode d’interaction le mode

du complexe formé de deux ou plusieurs molécules, en cherchant des orientations dans

I’espace et de conformations favorables pour la fixation d’un ligand a un récepteur [38].

Un processus de « Docking Moléculaire » peut étre résumé en trois étapes :

»  Caractérisation du récepteur et I’identification du site de fixation.
»  L’orientation du ligand dans le site de récepteur.

»  L’évaluation de I’orientation du ligand et de son adéquation au récepteur.

11.5.3 Représentation du systeme
Il existe trois fagons de représenter le systeme moléculaire : les représentations

par atomes, par surface ou par grille [39] :
v’ La représentation atomique, trés complexe, est généralement associée a une
fonction d’énergie potentielle et n’intervient que dans le stade final de la procédure de

recherche pour affiner le résultat sans trop de dépense informatique [40].

v De nombreuses approches de docking représentent les molécules par une surface,
elle-méme ramenée a des caractéristiques géométriques : la surface proposée par
Conolly en 1983 est construite a partir des rayons de van der Waals des atomes exposés
reliés par un réseau de surfaces concaves ou convexes [41,42]. La recherche
conformationelle s’opére ensuite par complémentarité de surface jusqu’a trouver les
minima et maxima d’affinité [43,44]. A cette représentation géométrique, il est possible
d’ajouter des termes énergétiques, €lectrostatiques par exemple, pour compléter le
modele [45,46].

v' La représentation de la molécule par une grille d’énergie potentielle est une autre
approche trés utilisée. Introduite par Goodford en 1985, elle fait généralement appel
aux interactions électrostatiques et de van der Waals pour décrire la contribution

énergétique du récepteur, qui n’a alors qu’a étre lue durant le scoring [47].

On peut distinguer trois niveaux de docking :
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- le docking rigide : est bien sdr le plus simple et demeure encore souvent
employé pour I’amarrage protéine-protéine.
Rigid

F S

O

—  le docking semi-flexible : est "asymétrique" généralement utilisé pour
I’amarrage protéineligand, le ligand étant considéré comme flexible, la protéine

gardée rigide.

C, Semi-rigid

. > {

- le docking flexible : enfin, traite la flexibilité des deux molécules, mais la

flexibilité permise est limitée, simplifiée par des modeles [48].

'i—\ Flexible 4‘ ’

Afin d’¢éviter des calculs que les machines ne peuvent résoudre ou seulement
dans des temps bien trop importants, plusieurs approximations sont possibles. Les
algorithmes de recherche de la flexibilité du ligand peuvent se classer en trois principes,

nommes combinatoire, stochastique et déterministe

Le but du Docking Moléculaire est de déterminer le mode d’interaction d’un complexe
formé de deux ou de plusieurs molécules, en cherchant des orientations dans I’espace et

des conformations favorables pour la fixation d’un ligand a un récepteur [49].
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Ce travail a été réalisé au laboratoire de recherche et laboratoire pédagogique de la

faculté des sciences de la matiére de ’université Mohamed kheider Biskra.

Ce travail de recherche présenté la synthése des quatre derives des bases de Schiff.
Ces composés seront testés dans le domaine biologique par I’étude de leurs activités

notamment 1’activité antioxydant. Et ces interactions par docking moléculaire.
Ce travail a été réalisé en deux axes : expérimentale et computationnel :
> Premiérement La synthése des dérivés qui sont des bases de Schiff et leurs
caractérisations par la spectrométrie IR. Suivé d’une étude du pouvoir antioxydant

de ces produits par la méthode de DPPH.

» Deuxiément L’étude de docking moléculaire.
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Figure 9: Méthodologie de travail.
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Partie synthese

I11.1 Introduction :

La synthése et 1’élaboration de molécules a visé thérapeutique est un axe majeur de

recherche en synthése organique.

Dans le domaine de la recherche de nouvelles biomolécules, plusieurs investigations
portent sur les modifications structurales que 1’on peut apporter a des molécules mode¢les
telles que les médicaments synthétiques et les biomolécules naturelles. Beaucoup de
recherches ont été consacrées a la synthese et au développement de nouvelles molécules
capables de s’hybrider sélectivement ou bien d’interférer avec les processus biologiques,
ces synthéses s’articulent essentiellement autour de la chimie des hétéroatomes,

notamment celle de 1’imine.

Les imines représentent une classe d'intermédiaires réactifs biologiques qui a fait I'objet de
recherches toxicologiques intensives ces dernieres années. Les imines et bis-imines sont

une classe importante de composés organiques [1].

Ces composés biologiquement actifs signifient qu'il y aura une coordination suffisante
avec les entités biologiques : ADN, ARN, lipide, protéine, etc. Maintenant, ces fragments
de base imine ou Schiff ont suffisamment de potentiel pour interagir ou se coordonner avec

ces entités et inhiber ou accélérer le processus biologique.

Plusieurs bases de Schiff ont été rapportées pour leurs activités biologiques significatives
comme l'antitumeur, les agents anti-inflammatoires, I'activité insecticide, antibactérienne,

antituberculeuse, antimicrobienne et anticonvulsivante [2].
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111.2 Matériels et méthodes utilisées :

Nous rappelons que tous les produits et solvants présentés dans le tableau suivant sont
utilisés sans aucune purification préalable dans la préparation de nos composés.

Tableau 3: Solvants et réactifs

Réactifs/solvants Pureté % Origine

Benzaldéhyde 999, Biochem chemopharma
Aldéhyde salicylique 99% Fluka

Aniline 09.50 Fluka

Benzylamine 95% Fluka

Ethanol 96% Biochem chemopharma
Méthanol 09.5% Biochem chemopharma
Acétate d’éthyle 99% Rectapur

Ether de pétrole 95% Sigma — aldrich

La caractérisation des bases de Schiff est généralement réalisée par une combinaison
de méthodes spectroscopiques, de mesures de susceptibilitt magnétique et de
détermination du poids moléculaire. Les techniques spectroscopiques constituent le

principal moyen d’identifie et de confirmé la structure moléculaire.

I11.2.1La chromatographie sur couche mince CCM :

La chromatographie sur couche mince est une technique d’analyse extrémement utile.On
I’utilise en générale pour suivre 1’avancement des réactions, connaitre la composition de
fraction séparée sur colonne ou contrdler la pureté des produits.il existe différentes sortes
de plaque et d’adsorbants, parmi les plaques commerciaux, certain sont traitées par

substance fluorescente qui permet la révélation en UV

La C.C.M met essentiellement en jeu deux variables : La nature de la phase stationnaire

(couche mince) et la nature de la phase mobile (mélange de solvants de développement).

La phase stationnaire est constituée d’une poudre, y a quatre substances les plus utilisées :
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e Gel de silice (acide silique), alumine (oxyde d’aluminium), kieselguhr (terre
d’infusoire) et cellulose.
e La phase mobile est n’importe quel solvant ou mélange de solvants [3].
Pour effectuer une séparation par une chromatographie surcouche mince, On distingue

trois étapes :

< Dépot de I’échantillon : On commence par déposer un petit volume
de I’échantillon en solution diluée, a proximité du bord inférieur de la plaque sous
forme d’une tache de 1 a 3 mm de diamétre.
Ce dépot est réalisé manuellement, avec un tube capillaire la plaque ainsi préparée est
introduite dans une cuve spéciale munie d’un couvercle, au fond de laquelle se trouve un
peu de la phase mobile servant d’¢luant. L’endroit ou I’échantillon se trouve doit étre situé
au-dessus du niveau d’immersion.
s Développement de la plaque : La phase mobile migre par capillarité a
traversla phase stationnaire seche, entrainant a des vitesses différentes les constituants a
séparer. Le temps de migration (plusieurs minutes) dépend de divers parametres. Quand le
front de solvant a parcouru une distance considérée comme suffisante (quelques
centimetres), on retire la plaque de la cuve, on repére la position limite atteinte par la phase
mobile et on évapore cette derniére.
“ Révélation post-chromatographique : La localisation des composés apres
migration se fait sur la plaque débarrassée de 1’¢luant.
Les composés qui donnent des taches invisibles doivent étre « révélés ». A cette fin la
phase stationnaire contient un indicateur consistant en un sel de zinc qui émet une
fluorescence verte lorsqu’on éclaire la plaque au moyen d’une lampe UV a (A = 254 nm).
Tout composé qui absorbe a cette longueur d’onde apparait sous forme d’une tache sombre

(ou quelquefois colorée) sur un fond illuminé en vert.

Le rapport des hauteurs de migration du composé et du font de I’¢luant est appelé rapport
frontale Rdéfini par [4]:

Rf = dsybstance/ Asotvant
Asupstance : la longeur de la migration du composé(mesuré au centre de la tache

Asorvant: la longeur de la migration du front de solvan
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Figure 10 : plaque CCM

111.2.2 Le point de fusion :

C’est la température a laquelle une substance passe de 1’état solide a 1’état liquide sous
la pression atmosphérique. Cette valeur, notée Ty est caractéristique d’un composé et
permet d’en vérifier sa pureté, la présence d’impuretés dans le composé entrainant une

diminution du la température de fusion.
LA méthode de mesure du point de fusion utilisée (banc Kofler) :

Diverses techniques permettent de mesurer cette valeur. Un des plus courantes est
I’utilisation d’un banc Kofler. Cet appareil est constitué d’une plaque chauffante avec un
gradient de température et d’une échelle de température. La mesure est rapide et précise a
plus ou moins un degré Celsius mais ne convient que pour des substances dont la Tf est
inférieure a 250°C [5, 6].

111.2.3 Spectroscopie infrarouge IR :

L’infrarouge est le domaine classique des molécules organiques donnant des
informations sur les groupements fonctionnels présents dans une molécule. Les modes de
vibration d’un groupement chimique dépendent fortement du reste de la molécule, chaque

molécule produit un spectre d’absorption que lui est caractéristique [7].

Le domaine qui représente le plus grand intérét pour le chimiste est tres limité et
s’étend de 4000 a 660 cm™~[8].
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111.2.4 Appareils utilisées :

X/
°

Le Point de fusion : les températures de fusion des différents produits synthétises

ont été¢ mesurés a I’aide d’un Banc Kofler

%+ Spectroscopie infrarouge : les spectres infrarouges ont été enregistrés sous forme
de pastilles de KBr dans un spectrophotomeétre de type SHIMADZU FTIR-8400S
dans le laboratoire de chimie organique Biskra

¢ La mesure de I’absorption au cours de test de DPPH est réalisée par une appareil

spectrophotométrique de type JENWAY 6300

111.3 La synthese des dérivés de base de schiff :

Notre travail consiste a concevoir et a développer de nouvelles chimiothéques plus

précisément la synthese de la famille de base de schiff.

Dans le cadre du programme de recherche, nous nous sommes intéressés a la synthése de

quatre nouveaux produitsdes dérivés de base de schiff :

= Molécule (A):(E) -N-Benzylideneaniline.
= Molécule (B):(E) -2-((phenylimino)methyl) phenol,
= Molécule (C) (3) : N-Benzylidene-1-phenylmethanamine
= Molécule (D) :2-((benzylimino)méthyl) phenol
En ce qui concerne la synthese des différentes bases de Schiff, on a choisi comme mode

opératoire celui-ci suivant :

111.3.1 Mode opératoire :

111.3.1.1 Mode opératoire générale
La synthése des bases de schiff s’effectue par le procédé général de condensation des
quantité¢ équimolaires d’aldéhyde aromatique avec un dérivé de I’amine aromatique en
milieu alcoolique (éthanol). Les dérivés des bases de schiff sont obtenus aprés la

recristallisation sous formes de cristaux de couleur allant du jaune pale a I’orange [8].
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Faire recristalliser une substance brute, consiste dans les cas les plus simple a la dissoudre

dans la quantit¢ minimum d’un solvant choisi, a son point d’ébullition et a laisser refroidir

la solution qui donne des cristaux purs.
111.3.1.2 Mode opératoire utilisé :

Un mélange des quantités équimolaires, de 1’amine aromatique (0.1mol), et de
I’aldéhyde aromatique (0.1mol), est mis en réaction dans un ballon de 100ml contenant
15ml d’éthanol, les tous sont mis sous reflux pendant 3h, Apres fin de la réaction ont
récupéré un solide d’aprés la solution jaune a ’aide d’un évaporateur rotatif ,récupérer la
quantité de produit dans un erlenmeyer sec et ajouté 10 ml d’éthanol et chauffé jusqu’a le
point d’ébullition de 1’éthanol (dissolution des poudres), refroidir dans un bain de glace

jusqu’a la formation des cristaux[9.10].

111.3.2Synthése de la molécule(E) -N-Benzylideneaniline (A) :

La réaction est le résultat de 1’attaque nucléophile de ’azote de I’aniline sur le
carbonyle de benzaldéhyde. Ceci entraine la formation de la double liaison carbone-azote
(-C=N-), et la formation de I’imine aprés élimination d’une molécule d’eau, comme

indigué dans (schéma I11.1).

©) Ethanol
Pﬂu.

Schémal:Schéma réactionnel de la synthese de (A)

Apres recristallisation dan 1’éthanol ,le produit est obtenus sous forme de poudre beige
foncé avec d’assez bon rendement (73%), le point de fusion obtenu généralement en

accord avec la littératureT; = 59°C.
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la réaction est suivie par CCM ,le produit est bien révélé avec R¢ = 0.82 , Le pourcentage

de I’¢luant utilisé (50% acétate d’éthyle, 50% éther de pétrole).

La plaque CCM montres qu’ellea une tache d’un Ry qui est différent a Ry des produits de

départ (I’aniline, benzaldéhyde)

Gl,l

Figure 11: La plague CCM de la réaction de composé (A)

111.3.2.1 Caractéristiques physico-chimique :

Les principales caractéristiques physico-chimigue de ce composé dans le tableau suivant :
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Tableau 4: Propriétés physico-chimigue et donnés spectrales de composé (A)

Le composé rendement | Aspect formule Tr

(A) cristaux CisHi1 N 59°C

M beige foncé
\ g

Caractérisation

IR V(C=N): V(C=C) : V(C-H) :

KBr.,V:cm™1 1625 1450 2889

111.3.3Synthése dela molécule(E) -2-((phenylimino)methyl) phenol (B) :

- -~
OH 0 OH
NH,
+ Ethanol \N
.
Eeflux
-

Schéma 2:Réactionnel de la synthése de (B)

En conservant le méme mode opératoire, cette réaction se déroule en milieu de
I’éthanol a reflux, cette approche nous a permis d’obtenir la base de Schiff souhaité avec
un rendement acceptable (67%), Le produit resulte de cette synthése (la condensation de
I’aniline avec I’aldéhyde salicylique) est obtenu a 1’état de poudre et stable a température

ambiante. On a suivi la réaction par la CCM (Rf = 0.89).
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Figure 12:la plaqgue CCM de la réaction de composé (B)

111.3.3.1 Caractéristiques physico-chimique :
Les propriétés physico-chimique sont regroupées dans les tableau 5 :

Tableau 5:Propriétés physico-chimique et donnés spectrales de composé (B)

Le composé
iH
N Crist CiaHyNO 57°C
(B) ristaux 13 11 57
jaune

Caractérisation
IR V(O-H) V(C=N) V(Cc=C) V(C-H)

KBr.,V:cm™1 3425 1617 1482 2850
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111.3.4 Synthése de la molécule N-Benzylidene-1-phenylmethanamine (C) :

_—
NH; - y
+ thano
_
Reflux

Schéma 3:Schéma réactionnel de la synthese de (C)

De mémestratégie, nous avons synthétisé une nouvelle molécule de base de Schiff,[N-
Benzylidene-1-phenylmethanamine]par la  condenser le  benzylamine avecde
I’ Aldéhydesalicylique ; a des quantités équimolaires sous reflux dans I’éthanol. Le rapport

frontale (R;=0.76) est mesuré a I’aide d’une plaque CCM au cours de la réaction.

M A @ce - -

Figure 13:la plaque CCM de la réaction de composé (C)

Caractéristiques physico-chimique :
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Tableau 6:Propriétés physico-chimique et donnés spectrales de composé (C)

Le composé rendement | Aspect formule Ty

Cristaux Ci3Hi1 N 230°

marron

Caractérisation

IR V(C=N) V(C=C) V(C-H)

KBr . V:cm™! 1644 1451 2841

111.3.5Synthese de 2-((benzylimino)méthyl) phenol (D) :

OH
= Ethanol \
N
e
Eeéflux
-

Schéma: 2: Mécanisme réactionnel de la synthese de (D)

Tout comme dans les parties précédentes, la réaction a été réalisée en présence du
I’éthanol conduisant a la condensation avec un rendement modéré de 65%. Nous

Avons trouvé un nouveau produit dont le Ry =0.76
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Figure 14:la plaque CCM de réaction de composé(D)

111.3.5.1 Caractéristiques physico-chimique :

Tableau 7:Propriétés physico-chimique et donnés spectrales de composé (D)

Le composé rendement | Aspect formule T¢

|N OH
65% Cristaux Ci3H11 N
jaune pale
(O]
Caracterisation
IR V(O-H) | V(C=N) Vv(C=C) V(C-H)
KBr.,V:cm™1 3450 1632 1497 2889

111.3.6 Etude spectrales :
L’¢étude structurale de nos composés synthétisés a ¢été ¢Etablie par la méthodes

spectroscopique usuelle, Infrarouge IR.

Tous les spectres infrarouges montrent la bande caractéristique des bases de Schiff
a Dintervalle de 1600 a 1650cm™lattribuée a la fréquence de vibration du groupe
azomethine (imine), C=N confirme la formation des bases de schiff .

Les spectres des composes (B) et (D) présentent une bande caracteéristique de 3400

au 3480cm ™1 et correspondant au OH phénolique.
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Evaluation de I’activité biologique in vivo

111.4 L’évaluation de I’activité biologique in vivo (activité antioxydant) :
111.4.1Les antioxydants :
Grace a la propriété essentielle de 1’antioxydant (piégeur des radicaux libres),

plusieurs méthodes ont été mises au point pour évaluer ’efficacité des antioxydants a
piéger les radicaux libres et d’empécher les réactions radicalaires. La majorité de ces
méthodes se base sur des phénomeénes chimiques, des processus physiques et des
instrumentations spécifiques. La plupart des procédés analytiques exigent un prétraitement
avant la mesure.

En principe, si un composé montre une faible activité antioxydantin vitro, il est trés rare
qu’il présente une activité meilleure in Vvivo aussi les mécanismes d’oxydation et de
prévention in vivo sont différents a cause de la perméabilité cellulaire et du processus de
transport [11-12].

Une méthode trés utilisée pour évaluer ’activité antioxydant d’un composé consiste a
étudier sa réaction avec le DPPH, un radical libre trés stable a 1’état cristallin et en

solution, de coloration violette et il reste stable plusieurs jours.

111.4.2Protocole genérale :
Préparation de la solution méthanolique de (DPPH) a (0.025g/l) : une quantité de (4mg) de

(DPPH) est dissoute dans 100 ml de méthanol.

111.4.3Préparation de la solution mere :
L’activité du piégeage du radical DPPH a été mesurée selon le protocole décrit

parLOPES-LUTZ et al. (2008) (ATHAMENA et al., 2010)avec quelques modifications.
250pul de chaque solution méthanolique des extraits adifférentes concentrations (de
0,0125 a 5mg/ml) sont ajoutés a 750 ml de la solution méthanolique du DPPH (0,025¢/1).
Parallélement, un contrdle négatif est préparé en mélangeant 250ul de méthanol avec 750pl
de la solution méthanolique de DPPH. La lecture de I’absorbance est faite contre un blanc
préparé pour chaque concentration a 517 nm apres 30 min d’incubation a I’obscurité et a la
température ambiante. Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant
standard ; pour chagque concentration le test est répété 3fois. Les résultats ont été exprimés

en pourcentage d’inhibition (1%).
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Les résultats sont exprimés en tant qu’activité anti-radicalaire ou I’inhibition des radicaux

libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante[13] :

1%= [(AbS contréle — ADS test )/ Abs contrite ] x 100

I % : Pourcentage de 1’activité anti-radicalaire
Abs Echantillon : Absorbance de 1’échantillon & 517 nm.
Abs Contrdle négatif : Absorbance du controle négatif a 517 nm.

La mesure de I’absorbance a été effectuée par spectrophotomeétre en suivant la
réduction dece radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette (DPPHe) a
la couleur jaune (DPPH-H) mesurable a 517nm.

A partir des valeurs obtenues, nous avons calculé les pourcentages d’inhibition en
utilisant la formule donnée auparavant. Les valeurs obtenues ont permis de tracer la courbe
d’activité anti radicalaire qui représente la variation du pourcentage d’inhibition en

fonction des différentes concentrations de composé testé.

I11.4.4Résultats et discussion :
Les pourcentages d’inhibition et les résultats de 1’étude de la variation de 1’activité anti

radicalaire en fonction de la concentration des composés présentée dans les tableaux de la

page suivante :

Tableau 8 : valeurs d’inhibition en fonction de concentration composé (A)

Concentration ( pl/ml) % d’inhibition de DPPH




s

B

8

8

Inh ibition nm;ntln of DPPH %
> .

L] 1000 2000 3000 4000 S00Q (=10
Concentration de composé A1 [ug/ml)

Figure 15 activité anti radicalaire de le composé (A)

Tableau 9: valeurs d’inhibition n fonction de concentration composé (B)

Concentration ( pl/ml) % d’inhibition de DPPH

12,5
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Figure 16: activité anti radicalaire de le composé (B)

Tableau 10 :valeurs d’inhibition n fonction de concentration composé ( ¢)

Concentration ( pl/ml) % d’inhibition de DPPH
|

B 7




Inhibition percentage of DPPH %

IC50

0 1000 2000 3000 ADDD S000 G000
Concentration de composé (C) en (pg/mil)

Figure 17:activité anti radicalaire de le composé (C)

Tableau 11:valeurs d’inhibition n fonction de concentration composé (D)

(o))
0o

Figure 18:activité anti radicalaire de le composé (D)
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Ces figures montrent que nos échantillons possédent des

G000

capacités de

neutralisationassez importantes. Cependant, il existe des différences de potentiel anti

oxydant entre les ligands. Ces variations peuvent étre attribuées aux structures de ces

molécules. Les ligands (B) et (D), montrent les meilleures activités antioxydantes.

L’activité anti oxydante des ligands est mise en €vidence en utilisant le parametre

définissant la concentration inhibitrice de 50% du radical DPPH. (IC50) qui est

inversement proportionnel au potentiel anti radicalaire d’un anti oxydant. Une valeur

d’IC50 faible correspond a une activité élevée. [14].

Selon les résultats enregistrés, nos échantillons sont dotés d’un pouvoir antioxydant

modéré, leur IC50 sont respectivement de 2943,10, 972,230, 2016,67 et577,018 pl/ml

Parmi les 4 ligands testés, la molécule(B) et la molécule (D) ont montré les meilleurs

pouvoirs anti oxydants vis —a vis de la réduction du radical libre DPPH, Ceci est

probablement dd a la présence du groupe OH sur

On note un changement instantané de la couleur violete vers la couleur jaune, surtout

dans le cas du (D).
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Evaluation de I’activité biologique in silico

111.5 Evaluation de I’activité biologique in silico (docking moléculaire) :
I11.5.1 Introduction :

Le médicament ou la molécule thérapeutique est généralement une petite molécule
activant ou inhibant la fonction d’une biomolécule telle que les protéines et entrainant un

bénéfice thérapeutique pour le patient [15].

Le docking reste une etape importante dans la compréhension des réactions
biologiques et par suite la conception de médicaments. Les approches dans le cadre du

docking sont basées sur le concept "clé-serrure™.

Le docking moléculaire a pour but d’étudier toutes les interactions existantes entre une
protéine et son substrat ou une protéine et une autre protéine, afin de comprendre le mode
de fonctionnement et définir quels sont les résidus mis en jeu, a savoir : I’affinité entre
deux molécules, les distances entre les résidus du site actif de 1’enzyme et ceux des

inhibiteurs ainsi que 1’énergie d’interaction [16].

Ce travail consiste a analyser les interactions existantes entre les différents ligans et

I’albumine par les méthodes de docking moléculaire.

Dans cette partie nous avons regroupeé tous les résultats de calcul effectués au cours de
cette étude sachant que la discussion a été basée sur les valeurs des énergies d’interactions
et les distances entre certains groupements de la chaine latérale de I’albumine (HSA) et les
ligands.Dans ce cadre nous avons réalis€ une étude des interactions entre 1’albumine

(Code :2BXB) et les dérivés des bases de schiff par 1’utilisation de logiciel MOE.

111.5.2Préparation de protéine :

Brookhaven protein data bank ou PDB est une collection mondiale de données sur la
structure tridimensionnelle (structure 3D) de macromolécules

biologique, protéinesessentiellement, et acides nucléique, ces structures sont
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essentiellement déterminées par cristallographie aux rayons X ou par spectroscopie RMN
[17].

Le téléchargement de I’enzyme a ¢ét¢ fait a partir de la base de PDB
(www.rcsb.org/pdb). Co-cristallisée avec la molécule[4-BUTYL-1-(4-
HYDROXYPHENYL)-2-PHENYLPYRAZOLIDINE-3,5-DIONE], le complexe a été

téléchargé au format PDB aprés I’ introduction de son code d’acces 2BXB[18].
La structure 3D de HSA a été obtenue pardiffraction en rayon X avec une résolution

(3,2A), R_value work (0 ,228), R-value free (0,276), I’enzyme a été préparée comme corps
rigide.

Figure 19:1a structure 3D de ’HSA (2BxB) avec oxyphenbutazone

La minimisation de [’énergie de potentielle est 1'une des méthodes les plus
couramment employées pour optimiser la structure des biomolécules. Cette opération peut
étre utile afin de relaxer la structure initiale de la molécule et de chercher une géométrie de

basse énergie, correspondant a un état stable du systeme.

Elle a été effectuée sur notre protéine(HSA)
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Figure 20:structure 3D de le HSA aprés la minimisation d’énergie

On a appliqué un processus de minimisation d’énergie sur la structure précédente par la

méthode Amber 10, I’énergie potentiel totale de systéme apres la minimisation est :
E Pot = -19986.8 Kcal/mol, en utilisant le méme logiciel MOE

On remarque que I’albumine cristallise sous la forme d’un dimére c.-a-d. : Chaine A
et B (figure 20).

Nous avons retenu un seul monomeére (la figure 22). Ce monomere comporte les

résidus formant le site actif.

Figure 21:La forme monomere de HSA avec 1’oxyphenbutazone
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La structure chimique du ligand oxyphenbutazone au niveau de notre protéine est

donnée dans la figure suivante :

Figure 22:structure 2D et 3D de I’oxyphenbutazone

L'oxyphenbutazone est un anti-inflammatoire non stéroidien (AINS). C'est un
métabolite de la phénylbutazone. 4-butyl-3,5-dioxo-1-phényl-2-p-
hydroxyphénylpyrazolidine, C19H,0N,O [19]

Oxyphenbutazone est un médicament anti-inflammatoire non stéroidien. 1l avait éteé
utilisé par voie orale dans les troubles rhumatismaux tels que la spondylarthrite
ankylosante, l'arthrose et la polyarthrite rhumatoide Les gouttes oculaires
d'Oxyphenbutazone ont été employées a I'étranger dans la gestion de l'inflammation

oculaire postopératoire, des Iésions oculaires superficielles et de I'épisclérite [20].

111.5.2.1 Dynamique moléculaire de ’albumine :

En dynamique moléculaire, on essaie de simuler les mouvements intramoléculaires
que l'on peut visualiser ensuite en temps réel. Ces mouvements correspondent a des
vibrations autour d'un minimum ou au passage d'un minimum a un autre minimum
d'énergie. Si I'énergie fournie virtuellement au systeme est suffisamment élevée, des

barriéres énergetiques importantes peuvent étre franchies [21].

Le protocole typique de simulation de dynamique moléculaire contient :
La création de la structure moléculaire de départ
La minimisation de I’énergie

Le chauffage du systeme

YV V VYV V

L’€quilibration du systéme a la température d’étude
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» La production de la trajectoire

» L’analyse de la trajectoire

Typiquement, avant d’effectuer la simulation de dynamique moléculaire, les
systemes ont été chauffés de 0 K a 300 K pendant 20 Ps et équilibrés & la méme
température pendant encore 20 Ps [22].

L’algorithme utilisé est la NPA (les équations de mouvement Nosé-Poincaré-Andersen)
cette méthode générée de varies trajectoire de NPA', NHA%etBER3, c’est le plus précise

mais le plus sensible.
Nous avons commenceé la dynamique par une initialisation du system :

A t=0— r(t)=0: c’est-a-dire la structure initiale, précédemment minimisée puis nous

avons chauffé le systeme jusqu’a 300K

A 300K il y a une équilibration :les vitesses sont réajustées pour conserver la température

constante (il y a échange entre 1’énergie cinétique et I’énergie potentiel).

Ensuite, il y a production de conformations ou le temps de simulation de la dynamique

moléculaire est de 500 picosecondes
La valeur d’énergie potentiel de systeme apres la dynamique moléculaire est :

Epot =-
8487.09
Kcal/mol
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Figure 23:1a structure 3D de I’HSA apres la dynamique moléculaire
111.5.3Preparation des ligands :

Ce travail basé sur 4 ligands qui sont capable de faire des interactions avec I’enzyme
en question et par la suite forme des complexes stables. Les structures chimiques des

ligands
sont données dans la figure suivante :

IS

o

OH

@m/Q

d (C)

Figure 24:les structures 2D des ligands

Toutes les structures ont été optimisées a 1’aide de programme Hyperchem8.0.10, en
premier temps par un calcul de mécanique moléculaire en utilisant le champ de force MM™,
suivi par un autre calcul basé sur la méthode semi-empirique AM1, les conformations
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obtenues ont été sauvegardées sous format MDL MOLapres avoir enregistré son systeme
d'énergie [23-24].

En utilisant le logiciel Gaussian 09, comme méthode de calcul on a choisir DFT avec
B3LYP comme corrélation et la base 6-311G+ (d, p) pour optimiser les molécules
précédentes.

(AAAA) A)

(A) (A)

Figure 25:les structures 3D des ligands optimisés

© (0)

Le tableau suivant regroupé¢ 1’énergie des molécules apres I’optimisation :

76



Synthése et évaluation de I’activité biologique in vitro )
et in silico Chapitre 3

Tableau 12:les valeurs énergétiques des ligands

-632.137388
-556.864659
-596.211731

-671.473285

111.5.4 Le docking moléculaire :

Les interactions et protéine-ligand jouent un role clé dans I’organisation des systémes
biologiques. Elles permettent la régulation de certains processus biologiques, la

transmission des signaux ou encore la catalyse de diverses réactions biochimiques.

Connaitre la fagon dont les protéines interagissent avec d’autres entités biochimiques
est une étape essentielle pour comprendre les processus biologiques dans lesquels elles

sont impliquées [25].

Une simulation de docking comprend essentiellement deux étapes :

e La premiére étape (le docking) : est I’étape de sélection, consistant a placer le
ligand dans le site actif de la protéine et a échantillonner la conformations, position
et orientation (poses) possibles, en ne retenant que celles qui représentent les modes
d’interactions les plus favorables.

e La deuxieme étapes (le scoring) : est I’étape de classement, qui 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 permettra de retenir la meilleure pose toutes celles

proposées [26].

Le Docking Moléculaire est le rapprochement de deux entités moléculaires, ou bien
c’est I’¢tude des interactions non liantes entre les résidus du site actif de ’enzyme et les
ligands pour former des complexes stables. Parmi les logiciels de Docking moléculaire on
peut citer : GOLD, FlexX, DOCK, AutoDock, MOE ou bien UCSF Chimera, Glide et
Molegro Virtuel Docker (MVD) [27-35].

Dans notre étude. nous avons utilisé le logiciel MOE
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111.5.5Résultat de docking moléculaire :
111.5.5.1 Le site actif dans 1’albumine :

Dans la figure suivante on a représenté la cavité sélectionnée pour notre étude de ’'HSA

Figure 26:le site actif sé¢lectionnée et le ligand de référence dans ’HSA

Ce site actif a été choisi pour faire notre calcul de docking car elle possede Le ligand qui
Co-cristallisé de ’HSA

111.5.5.2 Interaction albumine-ligand (HSA- oxyphenbutazone) :
Dans notre étude I’interaction entre 1’albumine (HSA) et de ligand de référence c’est-

a-dire formation du complexe (HSA-oxyphenbutazone), nous permet d’obtenir les résultats

suivants :

Nous avons effectué la dynamique moléculaire sur notre complexe (HSA-

oxyphenbutazone) pour obtenir la meilleur conformation (plus stable).

Avant de faire une analyse des résultats obtenus, il est forcément de voir quelques

définitions de basse :

Tableau 13:valeurs I’ RMSD

Parfait Acceptable Inadéquat Inacceptable
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Le score est une donnée numérique utile pour quantifier le degré avec lequel un ligand se
complexe a un récepteur. C’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.

Concrétement, le score est une estimation de 1’affinité entre la macromolécule et
lapetite molécule organique. Un score ne prédit donc en rien une activité mais bien une
affinite.

Il n’est donc pas réaliste de corréler une activité mesurée avec la valeur d’un score. 1
est plusjudicieux d’établir une corrélation des constantes d’inhibition Ki avec les scores in
silico. Unemauvaise correélation entre les affinités expérimentales et les scores ne signifie
pas pour autantque la fonction de scoring est mauvaise. En effet, les molécules dont on
connait les affinitésmesurées expérimentalement ne couvrent qu’un trés faible intervalle de

score comparé aularge intervalle proposé par une fonction de scoring[36]
Tableau 14:Résultats énergétiques de I’interaction de ligand de référence

-9,42528057 0,66752946
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Figure 27:1es interactions entre les résidus de site actif de I’HSA avec
I’oxyphenbutazone (Image 3D)
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Figure 28:les interactions entre les résidus de site actif de I’HSA avec
I’oxyphenbutazone

111.5.5.3 Interaction HSA-ligands :

La formation du complexesprotéine/ligand se fait en deux étapes, une premiere étape
de reconnaissance, ou le ligand entre dans le site, puis une seconde étape ou le lien
covalent se forme. Le docking permet d’appréhender la situation lors de la premicre étape.
Le but du docking moléculaire est d’anticiper la possibilit¢ d’un ligand quelconque puisse
ou non se loger dans une poche de la protéine avec une bonne affinité. Ainsi, ledocking
chaque ligand genéré un ensemble de mode de liaison appelés « poses » pour lesquelles un
score est calculé. Ce score est une approximation de 1’énergie de liaison du complexe
(Kcal/mol) et donc plus il est négatif, le meilleur est I’affinité prédite. Cependant, le score
en lui-méme est peu informatif et il est plus intéressant de le comparer au score obtenu
pour un inhibiteuroxyphenbutazonedont 1’affinité et le mode de liaison sont connus. Le

ligand Co-cristallisé représente alors souvent la référence idéale.
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Tableau I11.13 : : Résultats énergétiques de 1’interaction de ligands

Tableau 15 : valeurs de score et RMSD des 4 ligands

-5,7273531 1,28465343
-5,66899204 1,04946113
-5,85150146 1,3710916

-5,94525528 0,97040033

D’apres les résultat obtenus (tableau). On Peut conclure que les interactions misent en
jeu entre les résidus de site actif et les ligands (A), (B), (C) et (D) peut former des
complexes stables, on note aussi que les valeurs de score sont trop proches. Ainsi que les
valeurs de RMSD sont considérées comme parfait pour les 4 ligands, et pour la valeur de

ligand (D) est le plus proche de la valeur obtenue dans le ligand de référence.

Les différents résidus de site actif qui interviennent a la formation des complexes entre

I’HSA etles ligands sont représentés dans les Figures suivante :

Figure 29:interaction entre les résidus de site actif et ligand (A)
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Figure 30:interaction entre les résidus de site actif et ligand (B)

A4

Arg257
7 >

i
\ g ¢
'}. Leu260

>

Ala261

/
1le290

Y

lle264

Figure 31:interaction entre les résidus de site actif et ligand (C)
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Figure 32:interaction entre les résidus de site actif et ligand (D)

111.5.5.4 La distance stérique :

Les interactions ayant des distances comprises entre 2.5A et 3.1A sont considérés
comme fortes, celles ayant des distances comprises entre 3.1A et 3.55A sont supposées

moyennes et quand leurs distances sont supérieures a 3.55A, elles sont considérées faibles
[37].

Les distances stériques mesurées entre I’HSA et les ligands sont reportées dans les
tableaux suivants :
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Tableau 16:Distance stérique entre les résidus de site actif et les atomes des ligand (A)

Récepteur Interaction Distance E (kcal/mol)
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Tableau 17:Distance stérique entre les résidus de site actif et les atomes des ligand (B)

ligand Récepteur Interaction Distance E (kcal/mol)

Figure 33 : les interactions entre le ligand (B) et les résidus de site actif
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Tableau 18:Distance stérique entre les résidus de site actif et les atomes des ligand (c)

ligand Récepteur Interaction Distance E (kcal/mol)

Figure 34 : les interactions entre le ligand (C) et les résidus de site actif
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Tableau 19:Distance stérique entre les résidus de site actif et les atomes des ligand (D)

ligand Récepteur Interaction Distance E (kcal/mol)

Figure 35 : les interactions entre le ligand (D) et les résidus de site actif
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111.6 Conclusion :

Nous avons mesuré les distances entre les quatre ligands et les acides aminés qui
constituent le site actif. Les distances mesurées varient entre 4.07 A et 4.34 A pour tous les

complexes étudiés.

Dans les figures précédentes nous pouvons facilement constater que les deux
composés (A) et (B) formes deux interaction avec les acides aminés de la cavité de notre
protéine, alors que les ligands (c) et (D) ont une seule interaction avec les résidus de site

actif

On note aussi pour les valeurs d’énergie de liaison pour chaque atome sont trés basse ce
qui permet I’obtention des complexes réversibles entres les ligands et les résidus de cite

actif.
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Conclusion générale :

Au cours du présent travail, nous nous sommes intéressés a la synthése de nouveaux
composes de dérivés bases de Schiff. Ces derniers sont obtenus essentiellement a partir
d’une condensation d’amine aromatique aves un aldéhyde aromatique apreés 3 heures de
chauffage sous agitation a reflux en présence de 1’éthanol, Le succes des essais est jugé par

les rendements obtenus au cours des réactions (71%, 67%,85% et 65%)

Ces composés synthétises sont identifiés et caractérises au moyen des méthodes
d’analyse physico-chimique comme la chromatographie sur couche mince (CCM), le point
de fusion et I’infrarouge. Lors de la mise en ceuvre de ces techniques d’analyse, nous avons
pu mettre en évidence la formation des derivés des bases de schiff, tout en appréciant leur
purete.

Une évaluation de I’activité antioxydante des composés (A), (B), (C) et (D) a été faite
en utilisant la méthode analytique disponibles au sein de notre laboratoire ; la méthode
DPPHe. Les résultats montrent un grand €cart en ce qui concerne 1’activité de ces derniers.
La méthode de DPPH montre que la plus grande activité est obtenue avec la base de Schiff
suivi respectivement, par celles de (B) et de (D). Les résultats de I’activité anti oxydante de
nos ligands sont encourageants et montrent que ces composés peuvent avoir un avenir

attrayant dans ce domaine.

Nous avons ainsi pu mettre en évidence un calcul de docking (amarrage) moléculaire
pour tester les performances de cette méthode, cette derniére est basee sur les interactions
existantes entre certain groupement de la chaine latérale de protéine (appartiennent au site
actif) et ceux de ligands.ce travail nous a permis de visualiser les interactions établies ainsi

mesurer les distances entre les résidus de site actif et les dérivés de base de schiff.

Nos études ont révélé que les résidus Arg257et 11e290 ont une importance
fondamentale dans le site actif d’albumine. Arg257et 11e290 sont impliqués dans la

reconnaissance et 1’interaction albumine-base de schiff
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Les deux composes (A) et (B) formes deux interaction avec les acides aminés Arg257
et 11e290 de la cavité de notre protéine, alors que les ligands (c) et (D) ont une seule

interaction avec les résidus de site actif.

On note aussi pour les valeurs d’énergie de liaison pour chaque atome sont trés basse
ce qui permet I’obtention des complexes moins stables par rapport le complexe de

référence

En conclusion, tous nos nouvelles bases de schiff ont une capacité d’identification et

de fixation sur I’albumine sérique pour former un complexe base de schiff-HSA.

Comme perspectives a ce travail, on peut proposer ce qui suit
e Orienter le travail vers la synthése de complexes base de Schiff
e D’¢tudier d’autres propriétés biologiques de ces composés, a savoir les
Propriétés anti-inflammatoires, antivirales et autres

e Testé Iactivité biologique nos ligands avec d’autre enzyme

Il est & noter que la connaissance moléculaire des complexes protéine substrat est
hautement difficile, et que notre contribution a la compréhension des processus reste
certainement a compléter par I’utilisation des logiciels beaucoup plus performants que

Ceux gue nous avons utilisés.
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Annexe :

Annexe 1 : Montage de synthése les bases de schiffe
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Annexe 2 : L’appareil de la rota-vaporisation

Annexe 3 :Spectrophotométre UV- Visible

Annex4 : Annexe 04 : spectromeétere IR
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Annexe 5 : Test DPPH

Annex 6 : appareil spectrophotométrique
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Résumé :

Dans cette étude, quatre composés ont été synthétisésdérivés bases de Schiff a partir de la
condensation des dérivés d’amine aromatique (aniline, benzylamine) avec dérivés d’aldéhyde
aromatique (Benzaldéhyde, Salicylique aldéhyde) dans un rapport molaire 1:1, On a pu
obtenus des bons rendement , les produits obtenus analysés par 1 appareil

spectroscopie infrarouge.

L’¢étude de I’activité antioxydante par la méthode de DPPH montre que la plus grande activité

est obtenue avec la base de Schiff (D) suivi respectivement par celles de (B), (C) et de(A).

Ce travail nous a permis de visualiser les interactions établies ainsi mesurer les distances
entre les résidus de site actif et les dérivés de base de schiff.Les deux composés (A) et (B)
formes deux interaction avec les acides aminésde la cavité de notre protéine, alors que les

ligands (c) et (D) ont une seule interaction avec les résidus de site actif.

Les valeurs d’énergie de liaison pour chaque atome sont trés basse ce qui permet

I’obtention des complexes moins stables par rapport le complexe de référence

Abstract :

In thisstudy, four compounds weresynthesizedderivedSchiff's bases from the condensation of
aromatic amine derivatives (aniline, benzylamine) witharomaticaldehydederivatives
(Benzaldehyde, Salicylicaldehyde) in a molar ratio of 1: 1, wasobtained good yields, the

productsobtainedanalyzed by infraredspectroscopyapparatus.

The study of the antioxidantactivity by the DPPH method shows that the
greatestactivityisobtainedwith the Schiff base (D) followedrespectively by those of (B), (C)
and (A).

This workallowed us to visualize the established interactions and to measure the distances
between the active site residues and the schiff base derivatives. The two compounds (A) and
(B) formtwo interactions with the aminoacids of the cavity of ourprotein, while the ligands (c)

and (D) have a single interaction with the active site residues.

The binding energy values for eachatom are verylow, whichmakesit possible to obtainless

stable complexes withthan the referencecomplex.
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