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Glossaire

Base de Schiff: Unebase de Schiff, nommé
d'aprés Hugo Schiff, est un composé comportant
une double liaison C=N avec l'atome d'azote lié a
un groupe aryle ou alkyle, et pas un hydrogéne : ce
sont donc les imines secondaires.

Pose : Conformation et position d'un ligand au sein
du site actif dune protéine. Autrement dit
I’agencement 3D d’un composé dans un complexe.
Score : le score est une donnée numérique utile
pour quantifier le degré avec lequel un ligand se
complexe a un récepteur.

Pharmacophore : Une partie d’une structure
moléculaire qui est responsable d’une interaction
biologique ou pharmacologique particuliere.
Servant de modele pour la création de nouveaux
médicaments.

Hits: En chimie médicinale les hits désignent au

sien de la chimiotheque tester par ciblage,

I’ensemble des substances actives sur la cible
étudiée, d’une fagon appropriée (activation/
inhibition).

Chimiothéque : Une chimiothéque est une banque
de données de molécule. Les chimiothéques
peuvent contenir de plusieurs dizaines a plusieurs
millions de composés chimiques.

Leads : les molécules leads (tétes de série) sont les
molécules candidats, ayant un fort potentiel
thérapeutique et dont I’activité sur la cible et leur
comportement in vivo (toxicité, biodisponibilité,
etc.) ont été optimisés par modélisation
moléculaire.

Le profil ADME-tox : Le profil ADME-tox d'une
molécule est I'ensemble des  paramétres
caractérisant sa biodisponibilité dans l'organisme,
c'est a dire, son absorption, sa distribution, son

métabolisme, son excrétion et sa toxicité.
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Résumé

La synthése de nouveaux dérivés 2-substituées de benzimidazole et 1’évaluation de leur
activités antimicrobienne et antioxydante étaient 1’objectif principal de ce travail. Les
composés 1b (2-(1H-1,3-benzodiazol-2-yl) phenol), 2b (2-[(1E)-2-phenylethenyl]-1H-1,3-
benzodiazole) et 3b (2-[(1E)-2,6-dimethylhepta-1,5-dien-1-yl]-1H-1,3-benzodiazole) ont été
synthétisés en réagissant 1’o-phénylenediamine avec la salicylaldéhyde, la cinnamaldéhyde et
le citral (respectivement). La structure des composés a été élucider par spectroscopie RMN
'H. Les composés 1b-3b ont été analysés pour leur activité antioxydante a 1’aide de quatre
essais in vitro complémentaires : le test au DPPH, le pouvoir réducteur du fer, I’inhibition du
blanchissement du p-caroténe, et I’inhibition de la formation de TBARS. Tous les composés
testés ont montré une activité antioxydante avec des performances différentes. L’activité
antimicrobienne a été étudiée contre des souches ATTC (trois bactéries a Gram- : Escherichia
coli, Salmonella typhi, and Pseudomonas aeruginosa, une bactérie & Gram+ : Staphylococcus
aureus, et la levure Candida albicans). Le composelb a montré la plus forte activité contre
S.aureus et C.albicans (CMI <0.3125 mg/mL), suivaient de E.coliand S.typhi (CMI = 0.3125
mg/mL), et P. aeruginosa (CMI = 0.625 mg/mL). Les composés 2b et 3b ont démontré des
valeurs de CMI assez similaires, et ils se sont avérés moins actifs contre P. aeruginosa (CMI
1,5 and 2.5 mg/mL, respectivement). Pour une étude plus approfondie, le docking moléculaire

a été procéde par le logiciel AutoDOCK.

Mots clés : benzimidazole, RMN, activité antimicrobienne, activité antioxydante, doking

moléculaire



Abstract

The synthesis of some new 2-substituted benzimidazole derivatives and investigation of their
antimicrobial and antioxidant activities were the aims of this work. Compounds 1b (2-(1H-
1,3-benzodiazol-2-yl) phenol), 2b (2-[(1E)-2-phenylethenyl]-1H-1,3-benzodiazole) and 3b (2-
[(1E)-2,6-dimethylhepta-1,5-dien-1-yl]-1H-1,3-benzodiazole) were synthetized by reacting o-
phenylenediamine with salicylaldehyde, cinnamaldehyde, and citral (respectively). Structure
elucidation of the final compounds was achieved by 'H NMR spectroscopy. Compounds 1b-
3b were screened for their antioxidant activity by using four complementary in vitro assays:
DPPH test, iron reducing power, B-carotene bleaching inhibition and TBARS formation
inhibition. All the tested compounds showed antioxidant activity with different performances.
Antimicrobial activity was investigated against ATCC strains (three Gram- bacteria:
Escherichia coli, Salmonella typhi, and Pseudomonas aeruginosa, one Gram+ bacteria:
Staphylococcus aureus, and the yeast Candida albicans). compound 1b showed the highest
potential against S.aureus et C.albicans (CMI <0.3125 mg/mL), followed by E.coli and
S.typhi (CMI = 0.3125mg/mL), and P. aeruginosa (CMI = 0.625 mg/mL).Compounds 2b 3b
demonstrated a quite similar CMI values, and they have been found to be less active against
P. aeruginosa (CMI 1,5 and 2.5 mg/mL, respectively). For further investigation, molecular

docking was proceeded by using AutoDOCK software.

Keywords: benzimidazole, NMR, antimicrobial activity, antioxidant activity, molecular

doking.
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Introduction générale

La recherche de composés biologiquement actifs pour usage clinique de large spectre
en est incitée par la nécessité de nouveaux traitements pour les maladies infectieuses, qui
enregistrent une croissance remarquable, causées par la contamination par des souches multi-
résistantes aux médicaments (MDR : Multi-Drug-Resistant et TDR : Totally-drug-resistant).
La résistance bactérienne a diminuée énormément 1’efficacité de la majorité des traitements
disponible a I’heure actuel, et un nombre croissant de maladies sont devenues plus difficile a
traités (Ziani et al., 2017). Les produits naturels d’origine végétale, de part de leur grande
diversité chimique, offrent des possibilités illimitées de découvertes de nouveaux
médicaments. Leur potentiel biologique est notamment lié aux propriétés antioxydante,
(Benhammou et al., 2009 ; Hadri Ghembaza, 2015), antimicrobienne (Adnan et al., 2019 ;
Ebenzer et al., 2017), anticancéreuse (Guimaraes et al., 2014). Par ailleurs, ils peuvent bien
étre utilisés par les procédés d’hémi-synthese afin de développer de nouvelles molécules
bioactives ciblant une activité biologique ou un ensemble de cibles. Cependant, les dérivés du
benzimidazole, représentent une classe de composés hétérocycliques d’un grand intérét en
chimie médicinales, en raison de la grande diversité des propriétés biologiques qu’ils peuvent
présentés (antibactérienne, antivirale, antioxydante, anticancéreuse, anti-inflammatoire...etc.)
(Saber et al., 2019). Pareillement, I’avancée de la bio-informatique a beaucoup aider les
scientifiques a prédire les interactions moléculaires qui détiennent une protéine et un ligand
dans le site de liaison. Le docking des petites molécules et le criblage virtuel de composés
candidats, sont devenus une partie intégrante dans le domaine biomédical et la conception de
médicaments. Plusieurs logiciels ont été cependant développés pour fournir une procédure

pour répondre a ces objectifs (Lagarde, 2004 ; Beautrait, 2008).

Lors de cette étude, on a visé les points de recherche suivants :

- L’extraction des huiles essentielles de la cannelle (Cinnamumom verum) est la
citronnelle (Cymbopogon citratus), et leur caractérisation physicochimique par
chromatographie gazeuse couplée a la spectroscopie de masse GCMS.

- L’hémi-synthése de nouveaux dérivés 2-substitués du benzimidazoles, et analyse
structurelle des composé synthétisés par RMN du *H.

- L’évaluation de I’activité antioxydante, et antibiotique par des test in-vitro.

- Le docking de la protéine 4QGH (La thymidylate kinase TMK du Staphylococcus

aureus) avec deux molécules de synthése et hémi-synthese.
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Chapitre 1. Les Composes Bioactifs des Plantes

1 Introduction

L’utilisation des plantes médicinales a des fins thérapeutiques est une pratique connue
depuis les civilisations les plus antiques de 1’évolution humaine. D’autant que la nature a
toujours représenté une source inépuisable de solutions a de nombreux problémes liés a la
santé humaine. Cependant, les propriétés thérapeutiques des biomolécules d’origine végétale
ou autrement appelés « les métabolites secondaires » sont dues a la leur diversité structurale.

Les progreés scientifiques en phytochimie, chimie organique et chimie analytique
notamment dans le domaine de la chromatographie et le développement des méthodes
analytiques spectrométriques au cours de la derniére décennie, ont permet 1’avancement
rapide des travaux de recherche consacrés a la validation scientifiques des propriétés
thérapeutiques des plantes médicinales utilisées traditionnellement en phytothérapie, et leurs
compositions chimiques (Fleurentin et al., 2002). La reconnaissance de leurs propriétés
biologiques et leur faible toxicité par rapport au médicament synthétiques a encouragé les
chercheurs a explorer de plus prés le monde végétal dans I’espoir de trouver plus de

molécules actives ou de matiéres premiéres pour 1’hémi-synthese.

2 Les métabolites secondaires d'origine vegétale

En physiologie végétale, les réactions chimiques au milieu cellulaire donnent naissance a
deux types de molécules chimiques appelé encore métabolites : Les métabolites primaires et
secondaires. Les métabolites primaires sont classés en 4 grandes catégories : les acides
aminés, les lipides, les glucides et les acides nucléiques (Macheix et al., 2005). Ces composés
organiques sont indispensables a la survie du végétal ; ils sont impliqués dans des processus
physiologiques fondamentaux qui assurent la croissance, le développement et la reproduction
normale de I'organisme (Hounsome et al., 2008). Cependant, les métabolites secondaires ne
participent pas directement au développement du végétal, mais plutdt ils assurent des
fonctions clés dans I'adaptation de I'espece végétale dans son environnement ; ils constituent
un systeme de defense et de résistance face au stress biotique (phytopathogénes,
herbivores...), et abiotique (exposition au rayonnement, changements climatiques...) (Ejaz et
al., 2017 ; Macheix et al., 2005). Ces métabolites bioactifs agissent également comme agents
alléopathiques contre d'autres plantes pour conquerir I'espace et les ressources nutritives et

dans l'attraction des polinisateurs ou disséminateurs (Hounsome et al., 2008). Il semble
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par ailleurs qu’ils sont utiles en améliorant I'efficacité de la reproduction, en stimulant la
croissance des feuilles, I'allongement de la tige ou la floraison. Ils interviennent aussi dans le
maintien de la structure et la rigidité de la plante qui assure une protection contre I'agression
physique (Macheix et al., 2005). Certains sont impliqués dans la photosynthese et I'aspect
coloré de la plante et d'autres sont responsables des arémes et parfums caractéristiques de
chaque espéce (Magnard et al., 2015). On recense a I'neure actuelle plus d'une centaine de
milliers de métabolites secondaires dans le regne végétal qui sont classés dans trois grandes
familles chimiques : les composés phénoliques, les terpénes et les alcaloides (Macheix et al.,
2005).

3  Structure et composition chimique

3.1 Les composés volatiles

3.1.1 Lesardomes

Les ardbmes sont des composés organiques volatiles de faibles poids moléculaire,
solubles dans I’eau et les lipides (Mnayer et al., 2014) ; ils sont responsables de godt et
d’odeurs caractéristiques des denrées alimentaires ; ils sont généralement présents en faible
concentration dans les fruits, légumes...etc. a I’exception des épices et des aromates ou leur
concentration peut étre tres élevée. Une grande variété de molécules chimiques rentre dans la
composition d’un aréme, a savoir : cétones, aldéhydes, alcools, esters, terpénes, lactones,
acides...etc. parmi les ardmes les plus connus on peut citer la vanilline, I'eugénol, I'anéthole,
I'estragole et bien d'autres.

Selon les procédés d’extraction, plusieurs types d’ardmes peuvent étre obtenus a partir

des plantes : les huiles essentielles, les concrétes, les absolues ...etc. (Mnayer et al., 2014).

3.1.2 Les huiles essentielles (HE)

Selon la réglementation de la Pharmacopée européenne, une HE s’obtient par des
procédés d’extraction mécanique : par entrainement a la vapeur d’eau ou par distillation
séche, a partir d’une matiére végétale aromatique botaniquement bien définie (Couic-
Marinier, 2018 ; Guerriaud, 2018). Chimiquement, ce sont des substances odorantes
volatiles d’aspect huileux secrétés par les plantes aromatiques. Elles ne se dissolvent pas dans
I’eau, par contre ils sont trés solubles dans la majorité des solvants organiques (Couic-
Marinier, 2018). Elles sont largement utilisées en aromathérapie (du latin aroma : ardme, et
thérapia : traitement) pour soigner et soulager divers troubles physiologiques et psychiques

(Lardry, 2007). La composition chimique des HEs est assez complexe, les composés
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terpéniques (monoterpénes et sesquiterpenes) sont souvent constituants majoritaires (Mnayer
et al., 2014). On y trouve également et selon I’espéce végétale, les cétones, les aldéhydes, les
oxydes, les phénols, les éthers, les lactones, les coumarines...etc. (Couic-Marinier et al.,

2013).

3.2 Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des composés aromatiques constitués d'un ou plusieurs
cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles libres ou engagées dans une
autre fonction chimique (ester, méthylique, éther, sucre...) (Balasundram et al., 2006). Chez
les especes végetales ils sont impliqués essentiellement dans des interactions écologiques
biotiques et abiotiques et assurent I'adaptation et la persistance de I'espece végétale dans son
environnement (Benhamou et al., 2012). Ils sont mis en valeur dans l'industrie agro-
alimentaire ou ils jouent un role important dans les qualités organoleptiques et nutritionnelles
des comestibles (Fleuriet et al., 1996). D'autre part, ces molécules et en relation avec leur
configuration structurelle présentent plusieurs propriétés biologiques telles que 1’activité
antioxydante, anti-inflamatoire, antimicrobienne, antiallergique...etc. (Balasundram et al.,
2006). Cependant, il est a noter que, les composés phénoliques regroupent plus de 8000
especes chimiques, classées en environ une dizaine de classes selon la complexité de leur

structure chimique (Beta et al., 2005) :

> Les phénols simples : ce sont des composés rares dans la nature, leur squelette est formé
d’un cycle a 6 atomes de carbone portant une fonction hydroxyle (fig.1), exemple :

phénol, crésol, thymol (Santhakumar et al., 2018).

> Les acides phénoliques : ce sont principalement des dérivés de 1’acide benzoique et de
I’acide cinnamique (Santhakumar et al., 2018) :
o Acides hydroxybenzoiques : avec une structure de base Cs-Cy, ils dérivent de I'acide
benzoique par hydroxylation. lls sont principalement représentés par I'acide gallique,
I'acide vanillique, I’acide syringique, et bien d’autre (fig. 1).
o Acides hydroxycinnamiques : les acides hydroxycinnamiques dérivent de de I'acide
cinnamique par hydroxylation, avec une structure de base Ce-C3 (ex: I’acide

cafféique, I’acide coumarique, I’acide ferulique... etc. (fig.1).
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Figure 1. Structure chimique des phénols simples (a), acide hydroxybenzoique (b), acides

hydroxycinnamique (c) (Santhakumar et al., 2018).

> Les flavonoides : Les flavonoides sont des pigments trés répandus dans le regne végétal
responsables de la coloration des fruits, fleures et les feuilles. lls participent souvent dans
I'attraction des pollinisateurs et la protection contre les rayonnements solaires, et les
attaques par les herbivores et les phytopathogenes (Ejaz et al., 2017). Plus de 4000
flavonoides ont été identifiés ils dérivent tous de la méme voie de biosynthése avec un
précurseur commun : le noyau flavone ou 2-phenyl chromone (Benhammou, 2011). Donc
sur le plan structural ils possédent tous un squelette de base a quinze atomes de carbone,
constitué de deux cycles benzéniques et d’un hétérocycle oxygéné (Ce-C3-Cs) (Macheix

et al., 2005 ; Santhakumar et al., 2018 ; Urquiga et al., 2000).

On peut distinguer notamment parmi les flavonoides : les flavanols, les flavones,
les flavanones, les isoflavones, les anthocyanines et bien d’autres (Macheix et al., 2005).
Les composeés de chaque classe se distinguent par le nombre, la position et la nature des
substituants sur les cycles benzéniques et la chaine intermédiaire C3 (fig.2). Dans la
nature ils se représentent souvent sous forme glycosylée dont au moins une fonction
hydroxyle lie un sucre, le plus souvent le glucose, bien que le galactose, le rhamnose, le
xylose et I’arabinose, ainsi que des disaccharides tels que la rutinose peuvent étre

impliqués (Santhakumar et al., 2018 ; Urquiga et al., 2000).
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Figure 2. Structure chimique de principales classes des flavonoides (Santhakumar et al., 2018).

> Les tanins: Les tanins sont des polyphénols hydrosolubles, de structure hautement
polymerisée, a poids moléculaire comprit ente 500 et 3000 Da, connus par leur aptitude a
fixer et précipiter les protéines en particulier la gélatine ainsi que d’autres composés
organiques y compris les alcaloides, et sont responsables de I’amertume et de
’astringence de nombreux fruits et légumes (pomme, raisin...) et de leurs produits dérivés
(Delcambre, 2010). Ces molécules organiques sont produites par de nombreuses especes
botaniques dont ils conferent un moyen de défense contre 1’agression des herbivores et
phytopathogenes. On distingue deux groupes de tanins qui se différent par leurs structures
et également leurs origines biogénétiques : les tanins hydrolysables et les tanins condensés
(Zakkad, 2017) :
o Les tannins hydrolysables, sont divisés en 2 sous-classes : les gallotannins et les
ellagitannins. Ces molécules chimiques sont formées d’un hydrate de carbone,

généralement le D-glucose, dont lequel les fonctions hydroxyles libres sont estérifiés

6
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par un acide phénolique, I’acide galinique (gallotanins) ou 1’acide ellagique
(ellagitanins) (fig.3). Ils sont caractérisés par le fait qu’ils peuvent étre dégradés par
hydrolyse chimique (alcaline ou acide) ou enzymatique (Legrand, 2015).

o Les tanins condensés, appelés aussi proanthocyanidines, sont des polymeres des
flavonoides formés spécifiqguement par des sous-unites de flavan-3-ol ou flavan-3,4-ol
(fig.4). lls ne renferment pas de sucre dans leurs structures et résistent a 1’hydrolyse

contrairement aux tannins hydrolysables (Zakkad, 2017).

OM
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HO H O OH
H Oﬂo
HO o =% OoH
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(0] OH
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Figure 3. Structure chimique de I'acide galligue (A), d'un tannin hydroxysable, et le
pentagalloylglucose (polymére formé de glucose et de 5 unités de glucose) (B), et I'acide ellagique (C)
(Legrand, 2015).
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Figure 4. Structure de base des tannins condensés (Zakkad, 2017).
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4  Méthodes d’extraction et purification

4.1 L’hydrodistillation

L’hydrodistillation est I'une des plus anciennes techniques d’extraction des composés
volatils odoriférants des plantes, qui aurait ét¢ utilisée des 1’antiquité par les perses pour
fabriquer I’eau de rose. Aujourd’hui elle est mise en ceuvre dans différent secteurs, de la
pharmacologie, la cosmétologie ou le domaine agro-alimentaire (Muther, 2015). Cette
technique s’accomplit dans un alambic, elle consiste a récupérer les HEs des matiéres
végétales par la vapeur d’eau. Sous I'action de la chaleur, les cellules végétales liberent les
molécules odorantes qui sont entrainées par la vapeur d'eau formée. Elles passent dans un
réfrigérant pour y étre condensées par refroidissement. La séparation de l'eau et de I'huile

essentielle se fait par différence de densité dans un décanteur ou essencier (El Haib, 2011).

4.2 L’extraction par solvants organiques

L’extraction par des solvants organiques consiste a dissoudre la mati¢re odorante de la
plante dans un solvant que 1’en fait ensuite évaporer. Elle peut se faire par mise en contact
direct du matériel végétal avec un solvant adéquat dans un réacteur adapté (extraction
solide/liquide), ou en faisant un transfert ou échange de matiére entre deux phases liguides, la
solution et le solvant (extraction liquide/liquide) (Bousbia, 2011). Cette méthode est utilisée
pour les organes vegétaux fragiles ou contenant une concentration en essence relativement
faible ou pour les essences que I’on ne peut extraire par distillation.

L’extracteur de Soxhlet est I’appareil le plus utilisé en laboratoire pour réaliser une
extraction par solvants organiques. Dans cette appareillage un systéme de régénération interne
du solvant permet de mettre en contact en permanence la matiere végétale avec du solvant
pur, cela permet I’épuisement de la matiére végétale en faisant des lavages successifs par le

méme solvant (Herzi, 2013).

4.3 L’extraction par le CO2 supercritique

L’état supercritique est un des états de la matiere, intermédiaire entre 1’état liquide et
gazeux. Il est obtenu lorsque le fluide est chauffé au-dela de sa température critique et
comprimé au-dessus de sa pression critique (31,1°C et 75 bars dans le cas du CO3). A cet état
le fluide posséde de remarquables propriétés de solubilisation des substances organiques.
(Herzi, 2013). L’extraction par fluides supercritiques notamment le CO> supercritique prend

de plus en plus d’importance par rapport aux techniques conventionnelles utilisant les
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solvants organiques, du fait qu’il est non inflammable, non toxique, chimiquement inerte, tres

abondant, peu couteux et ne pose pas de probléme de sécurité (Herzi, 2013).

5 Caractérisation physicochimique

Apres extraction, c’est important de penser a vérifier la qualit¢ des produits
d’extraction et leurs teneurs en métabolites secondaires avant d’enchainer une analyse
chromatographique ou spectrométrique ou une synthese organique par exemple. La détection
des différentes familles chimiques (alcaloides, flavonoides, tannins...etc.), peut se faire par
chromatographie sur couche mince ou par des tests de précipitation des composés sous
I’action de réactifs chimiques spécifiques. Il s’agit de tests qualitatifs permettant de mettre en
évidence des squelettes de base caractéristiques de certaines familles de composés. Selon le
test et le type de composé a mettre en évidence, différentes colorations témoignant sa
présence ou son absence, sont observées avec des intensités variables suivant sa teneur dans

I’échantillon analysé (Mamadou, 2018).

6 Analyses chimiques et dosage

6.1 Analyses chromatographiques

La chromatographie est une technique de séparation des constituants d’un mélange par
entrainement au moyen d’une phase mobile (liquide, gazeuse ou un fluide supercritique) le
long d’une phase stationnaire. Les composés du mélange parcourent la phase stationnaire avec
des temps proportionnels a leurs propriétés intrinseques (taille, structure, ...) ou a leur affinité

avec la phase stationnaire (polarité, ...)

6.1.1 Chromatographie sur couche mince CCM

La CCM repose principalement sur des phénoménes d’adsorption : la phase mobile
appelée également éluant est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long
d’une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide de
plastique ou d’aluminium a I’aide d’un liant. La silice est la surface la plus utilisée mais on
retrouve également des plaques d’alumine ou de cellulose. Le gel de silice fait partie des
phases stationnaires de polarité élevée. Apres que 1’échantillon ait été¢ déposé sur la phase
stationnaire, les substances migrent a une vitesse qui dépend de leur nature (polarité) et de

celle du solvant. Le choix de solvant est le point crucial pour réussir une bonne séparation en
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CCM. 1l dépend de la polarité des constituants qu’on a a séparer. De nombreux ¢éluants
peuvent étre utilisés :
v’ Solvants apolaires : hexane, éther de pétrole...
v’ Solvants polaires : éther, éthanol, dichlorométhane. ..
La silice contient une petite quantit¢ d’un indicateur fluorescent dans 1’UV, utile pour

I’étape de révélation des composés analysés (Mamadou, 2018).

6.1.2 Chromatographie en phase gazeuse et chromatographie en
phase gazeuse-spectrométrie de masse (GC/MS)

La chromatographie en phase gazeuse (CPG), est une technique de séparation qui
permet de qualifier et quantifier les composantes d’un échantillon voir méme les identifier
lorsqu’elle est couplée a la spectroscopie de la masse (GC/MS). Cette technique de séparation
convient exclusivement pour des échantillons gazeux et les molécules qui sont stables a des
températures suffisamment élevées pour assurer la vaporisation de tous les composés du
mélange a analyser. Comme toutes les techniques chromatographiques, la CPG repose sur
I’interaction des molécules a séparer (les analytes) avec deux phases : la phase mobile qui est
ici un gaz inerte appelé « gaz vecteur » le plus souvent: I’He, N2, Ha... etc., et la phase
stationnaire qui peut étre un solide adsorbant, on parle alors de CPG d’adsorption, ou un
liquide c’est alors la CPG de partage (Drouet, 2015). L’appareil utilisé pour procéder une
CPG est un « chromatographe » comme le désigne lafig.5.

Le systeme d’injection ou I’injecteur permet d’introduire le mélange a séparer a 1’aide
d’une microseringue. Il est chauffé a une certaine température assurant la vaporisation de tous
les analytes avant d’étre entrainés par le gaz vecteur a travers la colonne. Le gaz est introduit
dans I’injecteur depuis une bouteille de gaz comprimé, accompagnée d’un débitmeétre
(Drouet, 2015). Le choix de gaz vecteur et en fonction du détecteur utilisé : Détecteur a

ionisation de flamme (FID), Détecteur a conductibilité thermique (TCD) ou autres.
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Systéme d’injection

f

débitmétre f'lf Détecteur
~ / colonne
. /
g /
- |

‘ hhcts : : = ‘
T | A

Gas vecteur four

Enregistrement et
traitement des donnés

Figure 5. Schéma représentatif de I'installation du systéme de chromatographieCPG (Bui VVan Hoi,
2013).

6.1.3 Chromatographie liquide haute performance HPLC et LCMS

La chromatographie en phase liquide a haute performance, souvent désignée par son
abréviation en anglais HPLC (High performance liquid chromatography), est 1’une des
innovations les plus notables dans le domaine de la recherche analytique, elle permit de
séparer, identifier, et quantifier les composants de mélanges méme tres complexes avec une
bonne précision (Blum, 2014).

Un systéme HPLC typique comprend les éléments montrés dans la figure ci-dessous.
Un récipient sert d’un réservoir de la phase mobile, qui est généralement un mélange de deux
solvants de polarités différentes, utilisés dans un gradient de sorte que la polarité globale peut
étre diminuée ou augmenté comme souhaité (Blum, 2014). Une pompe a haute pression est
utilisée pour générer et mesurer un débit spécifié de phase mobile. L’échantillon est introduit
dans I’injecteur, et est entrainé par le flux de la phase mobile a travers la colonne. Les
colonnes utilisées en HPLC sont de quelques centimetres de longueur renfermant ainsi la
phase stationnaire qui est formé de particules de silice de faible granulometrie. Ces deux
critéres ont d’avantage d’augmenter la rapidité de 1’analyse (Kalili, 2011). En traversant la
colonne les molécules a séparer interagissent avec la phase stationnaire a divers degrés en
fonction de leur polarité ; les molécules ayant une polarité proche de celle de la phase
stationnaire, s’adsorbent a cette derniére et prennent plus de temps pour étre retirer de la

colonne alors que les molécules de polarité¢ différente ont moins d’affinité pour celle-ci et
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donc sont éluées avec un temps de rétention court. A la sortit de la colonne les molécules
séparées sont révélées par un détecteur a UV, et les résultats sont enregistrés et interprétés
dans un systéeme informatique (Blum, 2014).

La HPLC peut étre couplée a une spectroscopie de masse (MS) pour donner lieu a une
méthode analytique plus performante connue sous le nom de chromatographie liquide-
spectroscopie de masse (LC-MS), qui peut étre utilisé pour déterminer la masse moléculaire
des composés analysés.

\_COLONNE | | détecteur l
pompe
4 | -
Vers
:I l enregistreur
| Imjecteur

Réserve de liquide

i phase mobile

Figure 6. Schéma du principe de la chromatographie HPLC (Boudehenn et al., 2011)

6.2 Méthodes spectrales

6.2.1 Spectrométrie de masse MS

La spectroscopie de masse (MS) est une technique d’analyse physique puissante
permettant la détermination de la masse des molécules, leur identification et leur
quantification (Marinach-Patrice et al., 2011). Elle se base sur des phénomenes d’ionisation
par addition d’un ion (H+ par exemple) ou soustraction d’un électron a la molécule. Les ions
formés appelés ainsi «ions moléculaires » sont accélérés et séparés a 1’aide d’un champ
magnétique et/ou électronique, et classés en fonction des rapports de leurs masses sur leurs
charges. La lecture du spectre de masse des ions détectés permet la détermination de la

structure chimique des molécules analysées. (Menet, 2011).
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6.2.2 Reésonance magnétique nucléaire RMN

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une autre méthode d’analyse spectrale
qui présente 1I’avantage de donner des informations localisées au niveau de chaque atome de
la molécule analyse reflétant sa structure 3D (Mispelter, 2007). Elle est fondée sur la capacité
que posseédent les noyaux atomiques d’absorber 1’énergie lorsqu’ils sont soumis a un
rayonnement électromagnétique, puis la relacher et revenir a I’état initial. Le phénomene de
résonance utilise une propriété quantique, le moment cinétique de spin nucléaire, c'est-a-dire
leur mouvement intrinseque ou sa rotation sur lui-méme, qui dépend elle-méme de la

composition du noyau atomique (protons et neutrons) (Lévy-Leblond, 2017).

7 Activités biologiques des composés bioactifs

7.1 Activité antioxydante

L’organisme humain produit en permanence des especes réactifs d’oxygene (ROS) qui
peuvent étre des radicaux libres (O2-: anion superoxyde, OH : radical hydroxyle) ou des
molécules non radicalaires (O2 singulet) qui proviennent pour la plus part de la chaine
respiratoire, et il est équipé d’un systéme complexe de défenses enzymatiques et non
enzymatiques pour contréler leur expression (Berger Mette, 2006). Cependant, un exces non
neutralisé des ROS provoque des effets déléteres dus soit a une défense antioxydante
défaillante, soit a un état pro-oxydatif accru, nommeé stress antioxydant (Berger Mette, 2006).
De nombreuses publications scientifigues ont montrés que de nombreuses pathologies
humaines sont causées ou favorisées par le stress oxydant (Hadri Ghembaza, 2015). Parmi
les classes des antioxydants naturels, les métabolites secondaires des végétaux notamment les
polyphénols comme les flavonoides et les tannins, ainsi les vitamines telles que la vitamine A,
E et la vitamine C, sont trés connues pour leurs propriétés antioxydantes. Ils peuvent agir
comme des piégeurs des radicaux libres, désactivateur des oxygenes singlets, chélateurs de
métaux pro-oxydatifs, et stimulateurs des défenses antioxydants enzymatique de 1’organisme

(Benhammou et al., 2009 ; Hadri Ghembaza, 2015).

7.2 Activité antibiotique
Des travaux de recherche ont démontrés 1’efficacité des extraits des plantes médicinales
telles que la cannelle, le laurier (Lauraceae) (Merghni et al., 2016 ; Senhaji et al., 2005),
I’Arbre a thé, 1’eucalyptus (Myrtaceae) (Laurain-Mattar et al., 2019), et le rosmarain

(Lamiaceae) (Ebenezer et al., 2002) et bien beaucoup d’autres contre les microorganismes
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pathogenes, non seulement les bactéries mais aussi les champignons, les levures, les virus et
les parasites. Récemment des études ont ét¢ menées dans le but d’isoler et d’identifier les
métabolites secondaires responsables de [I’activité antimicrobienne des plantes
médicinales. Certains flavonoides comme la quercétine, la myricetine, et des composés
phénoliques notamment la curcumine et I’acide gallique, ainsi que des alcaloides tels que la
pépirine ont montrés un fort potentiel antibactérien contre des bactéries impliquées dans les
pneumonies notamment Mycobacterium tuberculosis et Streptococcus pneumoniae (Adnan et
al., 2019).

Parmi ces composes, les polyphénols, les flavonoides et les terpenes, presentent
également des propriétés antivirales notamment contre le virus de I’Herpés simplex 1 HSV-1,
le HIV, le virus de la grippe H1-N1, le virus de la dengue et le polio-virus, (Ebenezer et al.,
2002). Par ailleurs, de nombreux groupes de chercheurs s’intéressent a 1’étude du potentiel
anti-biofilm et anti-quorum sensing des extraits des plantes médicinales et leurs principes
actifs (Bodede et al., 2018 ; Omwenga et al., 2017 ; Merghni et al., 2016).

8 Intérét industriel

Les substances naturelles issues des végétaux ont des multiples utilisations possibles
dans I’industrie pharmaceutique, agroalimentaire et cosmétologique. Aujourd’hui, 50 % des
petites molécules mis sur le marché pour le traitement des cancers, et les médicaments les
plus efficaces pour soigner la grippe ou le paludisme, sont des extraits ou des dérivés
végétaux. Parmi ces médicaments, on trouve le Taxol isolé de I'if qui a fait ses preuves dans le
traitement du cancer du sein ; L’artémisinine, isolée d'une armoise chinoise, dans le traitement
du paludisme ; I’acide shikimique, isolé des graines d’anis qui a donné naissance a
I’oseltamivir, un des rares médicaments dont I’efficacité est prouvée dans le traitement de la
grippe (Tamiflu®) (Faye et al., 2008). Les extraits de plantes ont été également impliqués de
fagon treés importante dans I’industrie cosmétologique notamment le domaine de la parfumerie
(ex. ’'HE de rose, jasmine, patchouli...etc.), et dans la production des produits d’hygiene
corporelle et entretien de la peau (cremes cicatrisantes, anti-dge, shampooings, savons,
lotions... etc.) (Fabre, 2017).
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Chapitre II. L’hémi-synthese de Molécules Biologiquement
Actives

1 Introduction

La chimie organique a reconnue au cours des derniéres décennies des innovations
impressionnantes dans les techniques de synthése et de purification des composés bioactifs
mimiques des composés naturels, qui ont permis 1’identification et I’isolement de nombreuses
molécules a viser thérapeutiques issues des plantes médicinales mais aussi des animaux et des
microorganismes. Cependant, la fabrication industrielle des médicaments a base de substances
naturelles, s’est heurtée rapidement a de nombreuses difficultés liées au probléeme
d’approvisionnement de la matiére premicre, et le faible rendement des procédés d’extraction,
ce qui nécessite une quantité¢ énorme de matiére premiere pour une production a 1’échelle
industriel. Actuellement, la chimie extractive est de plus en plus remplacée par la synthese
organique et I’hémi-synthése qui présente de multiples avantages économiques et écologiques
tres appréciables.

2  Principe de ’hémi-synthése

L’hémi-synthese est un type de réaction de synthese organique qui a pour point de départ
une substance naturelle (la molécule d’intérét) qui présente des fonctions chimiques libres
réactionnelles. Le principe est donc de modifier chimiquement la structure de la molécule de
départ (précurseur) pour produire une molécule biologiquement active qui peut étre considérer
comme une nouvelle molécule active (Da Sliva et al, 2012 ; Léversque et al., 2000). Elle
permet d’avantage de réduire considérablement les étapes et le colit de la synthese totale et
d’avoir la possibilité de jouer sur les propriétés pharmacologiques de la molécule cible afin de
la rendre plus performante, plus assimilable par I’organisme et/ou beaucoup moins toxique
(Ribeiro et al., 2019).

3 La place de I’hémi-synthese en pharmacie
L’hémi-synthese a été introduite dans 1’industrie pharmaceutique depuis des années, et
elle a aboutis a des découvertes étonnantes qui ont marqués I’histoire des médicaments. On

pourra citer quelques exemples en ce qui suit :
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o La découverte du Taxostere : Le Taxotere® est un analogue semi-synthétique du
Taxol (fig.7 ; nom générique paclitaxel), un composé diterpénique extrait d’écorce
d’ifs du Pacifique (Taxus brevifolia) isolé pour la premiére fois par Wani et Wall en
1971(Da Silva et al., 2012). Le Taxol est un médicament anticancéreux efficace
largement utilisé dans le traitement de divers types de cancers, (Jennewein et al.,
2001). Cependant, malgré son grand intérét thérapeutique, 1’approvisionnement en
T.brevifolia, ainsi que son faible rendement en Taxol a représenté un obstacle qui a
limité son développement clinique. A titre d’exemple, I’extraction de 1 kg de Taxol
exigeait environ 6,7 tonnes d’écorce de T.brevifolia, un équivalent de 2 000 —3 000
arbres (Jennewein et al., 2001), ce qui pose un probleme écologique crucial qui peut
conduire a I’extinction de I’espéce. Cela amena les scientifiques de rechercher d’autres

méthodes de synthése du taxol et des origines renouvelables.

Des équipes de recherche ont eu I’idée
de travailler sur les aiguilles et les feuilles de
Taxus baccata, ils y découvrent alors une
substance intéressante la 10-déacétyl-baccatine

1l (DAB) qui peut représenter une matiére

premiére pour I’hémi-synthése du Taxol. La
réaction consiste a greffer la chaine latérale N-
benzoyl-3-phénylisosérine au groupe hydroxyle
C-13 de DAB et acétylation de la position 10B-
hydroxyle et la synthése du Taxotére (N-
débenzoyl-Ntert-butoxycarbonyl-10-déacétyl

taxol, ou docétaxel) par addition de la chaine
latérale N-t-butoxylcarbonyl-3-phenylisoserine

a la position 130 du DAB. Ce composé

intermédiaire de la synthése du taxol s’est avéré

2 fois plus actif que ce dernier (Da Silva P et 10-Deacetyl Baccatin |.|D=é:~> °©

. {10-DAB Il {3)
al., 2012 ; Jennewein et al., 2001).

Figure 7. Structure chimique du Taxol (1), Taxotére (2) et la 10-déacétyl-baccatinelll(DAB) (3)

(Jennewein et al., 2001).
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o La synthése de I’acide acétyl-salicylique : L’acide acétyl-salicylique ou I’aspirine
fait partie des médicaments les plus fréquemment prescrits par les médecins et utilisés
en automédication. Cette molécule posséde a la fois des propriétés analgésiques
(contre la douleur), antipyrétique (baisse la fiévre), anti-inflammatoire et anti-
agrégante plaquettaire (antithrombotique) (Lévesque et al., 2000). L’acide acétyl-
salicylique dérive de la salicine le principe actif de saule, cette plante a vertus
miraculeux a été utilisée depuis ’antiquité sous forme de décoctions ou tisanes pour
soulager les douleurs de I’enfantement, les états inflammatoires et certaines atteintes

oculaires (Lévesque et al., 2000).

o L’hémi-synthése des antibiotiques (ATBs) : L’hémi-synthése fut introduite dans 1’ére
des ATBs avec la synthése de la dihydrostreptomycine en 1946 par hydrogénation
catalytique de la streptomycine isolée du microbe tellurique Streptomyces griseus
(fig.8), et qui a été caractérisee par une plus grande stabilité chimique avec une activité
antimicrobienne similaire (Ribeiro et al., 2019). Ces deux ATBs ont rapidement

trouvés des applications cliniques (Wright et al., 2014).

NH NH
HO H I HO H
H HO N NHa HO N NH;
4 HN_NH; H. Pt 7 HN\n,NHz
2,
HaC NH — HsC NH
HO O .\ ~CHs HO O .\ -CH;
OH OH
le} OH o) OH
OH OH
streptomycin dihydrostreptomycin

Figure 8. Hémi-synthése de la dihydrostreptomicine (Wright et al., 2014).

4 Réactivités des aldéhydes avec les composés hétérocycliques

Les extraits des plantes aromatiques jouent encore un réle majeur en chimie de
synthese organique. En particulier, les aldéhydes aromatiques sont couramment utilisés en
hémi-synthése pour le développement d’un large éventail de molécules thérapeutiques
intéressantes telles que : les imines, les benzimidazoles, les benzodiazépines et bien d’autres
(Chebrouk et al., 2019).
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4.1 Réaction avec I"Ortho-phylenediamine

Sous des conditions oxydantes, les aldéhydes aromatiques réagissent bien avec les
ophénylénediamines pour donner lieu au benzimidazoles correspondants (Soklou, 2016). Ils
constituent une classe de composés hétérocycliques d’un grand intérét dans le domaine
pharmaceutique et la conception des médicaments (les benzimidazoles feront 1’objet du
chapitre suivant).

4.2 Réaction avec le methanediamine

Le menthanediamine (ou 1,8 — diamino-p-menthane) peut interagir avec les aldéhydes
dans des conditions expérimentales douces pour produire diverses bases de Schiff dérives du
p-menthane d’intérét environnemental et biologique. Zhao et al. (2020) ont rapporté la
synthése d’une série de dérivés 1,8-bis(Schiffbase)-p-menthane présentant une activité
herbicide ou régulatrice de la croissance végétal. Les bases de Schiff dérivées de p-menthane
ont été préparées par réaction de 1,8 - diamino-p-menthane avec des dérivés de benzaldéhyde
dans un solvant organique polaire (méthanol, éthanol, tétrahydrofurane, diméthylformamide

ou dimethylsulfoxide).
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Chapitre I11. Les Dérivés Benzimidazoles

1 Introduction

Les benzimidazoles, constituent un groupe de composes hétérocycliques extrémement
polyvalent en points de vue activités biologiques, qui ont trouvé des applications pratiques
dans un certain nombre de domaines tels que la synthese des molécules biologiquement
actives. Ces molécules formées de deux cycles accolés : un cycle benzénique et un imidazole
ont été couramment utilisés comme précurseurs de synthése dits « privilégiés » pour le
développement de molécules d'intérét thérapeutique et pharmaceutique. Plusieurs dérivés du
benzimidazoles sont déja des médicaments largement utilisés & savoir le thiabendazole : un
antihelminthique utilisé pour traiter diverses parasitoses ; I’omeprasole, un médicament de la
classe des inhibiteurs de pompe a protons (PPI) (fig. 9), qui est utilisé pour le traitement de
divers pathologies gastro-intestinales, antagonistes des récepteurs de 1’angiotensine II dans le
traitement de I’hypertension artérielle, des antihistaminiques H1...etc. (Soklou, 2016). La
synthése de dérivés du benzimidazoles reste une préoccupation majeure en chimie médicinale,
et le développement de médicament. Les chercheurs dans ce domaine tentent activement a

trouver de nouvelles utilisations pour cet hétérocycle (Alasmary et al., 2015).

7N
N= O H
O
. @( - @: ol
w2 —NH
MeO N o /}_ oM )_Q,
Omeprazole BE‘I‘NB‘LE Thiabendazole
O
" NH N 9—OMe
HN H—NH
H NH; g N
NH, H
DB921 Albendazole

Figure 9. Exemple de molécules biologiquement actives contenant le motif benzimidazole (Zhu et al.,
2017).
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2  Propriétés structurales

Les benzimidazoles sont des molécules formées d'un cycle benzénique fusionné a un
cycle imidazole. Le noyau imidazole est un hétérocycle a 5 chinons, possedant un groupe
imino (NH) situé en position 1, et un atome d'azote tertiaire en position 3. Ainsi, le
benzimidazole résulte de l'accolement du cycle benzénique aux positions 4,5 du cycle
imidazole (fig.10). Il est ainsi possible de concevoir une large gamme de dérivés du
benzimidazole en remplagant I’hydrogéne a différentes positions de 1’anneau benzimidazole
avec différents groupes fonctionnels, garantes de la variabilitt de leurs effets

pharmacologiques (Saber et al., 2019).

8 H

_r_,./’" %5_,__,..#";4\
| | 2
Bagﬁdh‘“hg//

Figure 10. Structure chimique du noyau benzimidazole.

3 Réactions et mécanismes de synthese

La synthése chimique du benzimidazole a été réalise pour la premiere fois par
Hoebrecher en 1872, qui arrivait a produire le composé 2,5 (ou 2,6) dimethylbenzimidazole
par réduction de 2-nitro-4-methylacetanilidine (fig.11) (Wright, 1951 ; Yadav et al., 2014 ;
Soklou, 2016).

H
H;C NO, 3 N -
C[ S" |
_
HCl =
TH TH
/\\\\
AN H,C (6]
H3C/\O 3

Figure 11. Synthése de 2,5 (2,6) dimenthylbenzimidazole (Soklou, 2016).
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Plusieurs meéthodes et stratégies de synthése ont été développées, commencant
presque toujours par un dérivé du benzéne possédant deux fonctions amine dans une position
ortho. La plupart de ces méthodes impliquent la condensation 1’orthophénylendiamine (OPA)
avec les acides carboxyliques, les aldéhydes aromatiques, les nitriles, les esters...etc. (Soklou,
2016). Ainsi, un nombre illimité de catalyseurs et réactifs chimiques est utilisé dans des
conditions réactionnelles trés variées. La condensation de I’OPA avec divers acides
carboxyliques et la méthode la plus utilisée et la plus rentable pour la préparation des dérivés
de benzimidazoles. La réaction est généralement réalisée a chaud en présence d'un acide fort
Cette voie de synthése est la méthode par excellence de préparation du benzimidazole et ses

dérivés 2-substitués qui donne généralement de trés bons rendements (Molou et al., 2010).

Zhu et al. (2017) ont mis au point une méthode simple pour la préparation des dérivés
du benzimidazoles a partir de I’OPA et des dérivés de DMF (N,Ndiméthylformamide) en
présence de PhSiHz (fig. 12).

XH O .
PhSiH
L J IS ’ XX
R‘L—-—T’ + R2 N/ 7o 1_...1- >_R2
- | R /, N/

NH; R3 120 °C

X =8 ,NH or NMe up to 95%

Figure 12. Synthése de benzimidazoles a partir de I'OPA et de dérivés du DMF en présence de
phSiHs(Zhu et al., 2017).

Taha et al., (2015) ont synthétisé une série de benzimidazoles en constituant un
mélange équimolaire de 3,5-dichloro-1,2-diamine des aryl-aldéhydes dans le DMF et le
métabisulfite de sodium (Na2S20s) (fig. 13).

NH, o) Cl N
Na,S,0.
. RJ\H 292%5 . \>;R
NH, DMF, reflux 6 h. +

Cl Cl

Figure 13. Synthése de benzimidazoles a partir de 3,5-dichloro-1,2-diamine et des aryl- aldéhydes

(Tahaet al., 2015).
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Des dérivés 2-aminobenzimidazoles cyano, méthyl et nitro-substitués ont été préparé par

Hranjec et al. (2011) a partir de I’OPA correspondant et du bromure de cyanogéne (fig. 14).

H,N R N R
BrCN
]
MeOH N

H,N CH,CN
1 R=CN 4 R=CN
2 R=CH, 5 R=CH,
3 R=NO, 6 R=NO,

Figure 14. Synthése des dérivés 2-aminobenzimidazoles cyano, méthyl et nitro-substitués

(Hranjec et al., 2011).

Ozkay et al., (2010) ont synthétisé certains nouveaux dérivés benzimidazole-
hydrazones, suivant la proceédure indiquée dans la figure 15. La réaction s’est déroulée en
quatre étapes. Tout d’abord, le bisulfite de sodium a été dissout dans une solution éthanolique
diluée avec de I’ester méthylique de ’acide 4-formylbenzoique pour préparer le composé 1.
En deuxiéme lieu, I’OPA est mis en réaction avec le composé 1 et le DMF pour obtenir I’ester
méthylique de 1’acide 4-(1H-benzimidazole-2-yl)benzoique (2) qui a ensuite été traité avec un
exceés d’hydrazine hydrate pour obtenir de 1’acide 4-(1H-benzimidazole-2-yl)benzoique
hydrazide (3). En derniére étape, la réaction du composé 3 avec des dérivés 4-substitués de

benzaldéhydes dans le butenol en présence de I’acide acétique glacial a abouti aux produits

(4a-4l).
Q i a HO 0 b
>—< :)—U\ _CH, —= _CH, —=
H 0 NaO,$ 0"
1
N o N 0
OO = COOL
N o N N
H , H 5
R
d N i
L W N
N i
H

4a-41

R: -H, -OH, -N(CH3)2, -C], -BI‘, -F, -CH3, -OCH3, -NOQ, -CF3, COOH, CN

Figure 15. Synthése des dérivés benzimidazol- hydrazones (Ozkay al., 2010).
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EL-Sayed et al. (2016) ont préparer une série de dérivés benzimidazole-2-ones ou
benzimidazole-2-thiones a des rendements tres élevés (64%-97%) par une méthode de
synthése relativement récente : le broyage a bille en absence du solvant, par réaction de
I’OPA avec différents acides carboxyliques, aldéhydes, urée, thiourée ou thiocyanate
d’ammonium (fig.16). En variant les principaux parameétres de la réaction qui comprennent :
la fréquence de rotation, le poids des billes de broyage et le temps de broyage ils arrivaient a
la meilleure combinaison qui donne le maximum de rendement en utilisant des billes de 56.6
g pendant 60 min de rotation a 20 Hz. D’autre part, I’alkylation du benzimidazolones et
benzimidazolthiones suivant la méme procédure en présence du chloroacétate d'éthyle a
permet d’obtenir les produits correspondants a des rendements de 97% et 83%

respectivement, en pratiquement 20min de réaction (fig.17)
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Figure 16. Synthése des dérivés benzimidazole-2-one et benzimidazole-2- thiones

(EL-Sayed et al., 2016).
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Figure 17. Alkylation de benzimidazole-2-one et benzimidazole-2-thiones (EL-Sayed et al., 2016).
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Estrada-Soto et al. (2006) ont rapporté la synthese de deux dérivés 5-nitrosubstitués
de benzimidazoles, le 2-(5-Nitro-1H-benzimidazol-2-yl)phenol et 2-(4-Methoxyphenyl)-5-
nitro-1H-benzimidazole, par condensation du 4-nitro-1,2-phenylenediamine avec le
salicylaldéhyde et p-anisaldéhyde respectivement, sous irradiation par micro-ondes en
présence du Na>S20s (fig. 18). Cette voie de synthése par micro-ondes a permis d’obtenir des

rendements trés important (93% et 80%) en un temps de réaction trés court (40-50s).

CO-0 00 O

N N

h NH, A
H HO H

2-(5-Nitro- 1H-benzimidazol-2-yljphenol 4-nitro-1.2-phenylenediamine 2-(4-Methoxyphenyl)-5-nitro- | H-benzimidazole

1) Salicylaldehyde, Na28205, microwave irradiation.
i) p-Anisaldehyde, Na28205, microwave irradiation.

Figure 18. Synthése des dérivés 5-nitro-substitués de benzimidazoles (Estrada-Soto et al., 2006).

4 Intérét thérapeutique

Les propriétés pharmacologiques des dérivés benzimidazoles ont été largement
étudies. Toutefois, un intérét particulier des chercheurs en chimie médicinale pour cette classe
de composés hétérocycliques a été stimulé depuis I’identification d’un dérivé naturel du
benzimidazole dans la composition de la vitamine B12: le 5,6-dimethylbenzimidazole
(Yadav et al., 2014). Le benzimidazole est aujourd’hui 1’un des pharmacophores les plus
importants dans le domaine pharmacomédical et la conception des médicaments en raison de
la diversit¢ des activités biologiques qu’il confere telles que 1’activité antibactérienne,

antivirale, antihelminthique, anti-inflammatoire, anticancéreuse. ..etc. (Saber et al., 2019).

5 Activité antibiotique

Compte tenu a I’incidence élevé des maladies infectieuses et le besoin urgent de
nouveau ATBs pour surmonter I’émergence de la résistance microbienne, plusieurs classes de
composés hétérocycliques ont été etudié, en particulier les dérivés de benzimidazoles ont
attiré le vif intérét des scientifiques. La synthése d’une série de fluoro-benzimidazolesa été
effectuée par Cevik et al. (2017). Ces dérivés ont été évalués pour leurs activité contre

diverses souches bactériennes impliquées dans les infections gastro-intestinales.
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En particulier, le composé 4-[5(6)-fluoro-1H-benzimidazol-2-yl)-N'-(2- methylbenzylidene)]-
benzohydrazide a montré un effet trés intéressant contre les souches de références d’E.coli
notamment le sérotype entéro-hémorragique (Escherichia coli O157:H7), et Salmonella
typhimurium ATCC 13311, avec des CMIs allant de 0.49 & 0.98 pg/ml.

L’activité anti-bacille (antiTB) des benzimidazoles a été également signalée. Gobis et
al. (2015) ont rapporté la synthése d’une gamme de derivés du benzimidazoles substitués en
position C-2 par quatre groupements fonctionnels différents (cyclohexylethyl,
cyclohexylpropyl, phenylpropyl ou 4-phenylpyridine-2-yl). Les essaies microbiologiques ont
montrés que les derives substitués par le cyclohexylethyl et possédant un ou deux atomes
d’halogéne ou deux groupes méthéliques présentent un excellent potentiel antiTB notamment
contre Mycobacterium tuberculosis et Mycobacterium bovis (CMI = 0.75-1.5 pg/ml). De
méme, nombreux médicaments a base de benzimidazoles de la classe des PPl (Rabeprazole,
omeprazole...etc.) sont utilisés couramment pour le traitement des pathologies gastro-

intestinales notamment les infections bactériennes a Helicobacter pylori (Sharara, 2005).

Plusieurs travaux de recherche ont indiqué 1’excellent potentiel antiviral des
médicaments a bases de benzimidazole contre diverses souches virales telles que le
cytomégalovirus humain (HCMV), le virus de I’herpés simplex humain type-1 (HSV-1), le
virus de I’'immunodéficience humain (VIH) et les virus de I’hépatite B et C (VHB et VHC)
...etc. (Yadav et al., 2015). Il existe divers médicaments a base de benzimidazole pour le
traitement des infections virales. Maribavir (1263W94) et GW275175X (fig. 19) se sont deux
exemples de médicaments a base de benzimidazole, utilisés souvent pour le traitement des
infections virales a HCMV (Kanwal, 2019).
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Figure 19.Médicament antiviraux a base de benzimidazoles (Kanwal, 2019).
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6 Effet antibactérien au niveau moléculaire

Dans la recherche de nouveaux agents ATB, et de nouvelles stratégies thérapeutiques,
de nombreuses cibles bactériennes peuvent étre étudier, et ceux qui ont récemment attiré plus
d’attention sont : la division cellulaire, la voie de synthese des acide gras, le quorum sensing,

la formation des biofilms.. .etc.

La protéine FtsZ (Filamentous temperature sensitive mutant Z), une protéine clé de la
division cellulaire bactérienne, est apparue comme une cible attrayant pour le développement
de nouvelles molécules thérapeutiques antibactériennes (Awasthi et al.,, 2011). De
nombreuses études ont signalé la capacité des certains dérivés de benzimidazoles a empécher
la division cellulaire chez les bactéries a Gram+ et & Gram- en bloquant I’activité de la
protéine FtsZ (Sangeeta et al., 2018 ; Knudson et al., 2015). Wang et al. (2019) ont signalé
la synthése de dérivés amides pyrazol-benzimidazole présentant une activité antibactérienne
par inhibition de la protéine FabH (B-Ketoacyl-Acyl Carrier Protein Synthase Il1), qui joue un
role fondamental dans la voie de biosynthese des acides gras FAS (type 1), qui fournit des
acides essentiels pour 1’assemblage de composants cellulaires clés tels que 1’enveloppe

cellulaire, les phospholipides, les lipoprotéines, les lipopolysaccharides.

D’autre part, de nombreuses équipes de recherches tentent de la découverte de
nouveaux médicaments a base du benzimidazole & pouvoir anti-pathogene ou anti-virulent
ciblant des mécanismes impliqués dans la pathogénese, par ex le QS, la formation de biofilms,
la production de toxines, d’antibiotiques...etc. Sambanthamoorthy et al.(2011) ont décrit la
synthése d’un nouveau dérivé de benzimidazoles (5-méthoxy-2-[(4 méthylbenzyl)sulfanyl]-
1H-benzimidazole), capable d’inhibe efficacement la formation de biofilm par de multiples
pathogenes bactériens, y compris Vibrio cholerae, Klebsiella pneumoniae, Shigella boydii,
Erwinia amylovora, un isolat de fibrose kystique (FC) de Pseudomonas aeruginosa et un
isolat de Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) dans des conditions
statiques et d’écoulement. La formation de biofilm a été¢ inhibée sur diverses surfaces, y
compris le polystyréne, le verre et les cathéters de silicone. Tharmalingam et al. (2019) ont
exploré ’activité anti-virulence d’un nouveau dérivé du benzimidazolele4-(1,3-dimethyl-2,3-
dihydro-1hbenzimidazol-2-yl)phenol (fig.20), sur un panel de genes de virulence (agrA, spa,
codY, yycG, spoVG, srrA, icaA, slIsB, clfA, saeS, arlS, sasG, fnbA, fnbB) et I’ARN III
de Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM). Aprés avoir exposé les bactéries

a ce composé, I’expression des genes de virulence a été surveillée par PCR en temps réel.
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Le composé été trés actif contre le géne codant pour la protéine staphylococcique A (spa) et

les genes régulateurs de la virulence agrA et codY.

H,

/C
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Figure 20. Le dérivé 4-51,3-Dimenthyl-2,3-dihydro-1Hbenzimidazole-2-yle)phenol
(Tharmalingam et al., 2019)

Les bactéries ont tendance de se communiquer via des signaux chimiques ou auto-
inducteurs tels que I’acyl-homosérine lactone (AHL) utilisée chez les Gram-, pour surveiller
leur propre densité et réguler leur comportement comme un organisme multicellulaire et
I’expression de leur géne de virulence dans un processus appelé quorum sensing (QS).
Difféerentes stratégies sont élaborées pour interférer avec le QS. Ceci est réalisé par
I’inhibition de la synthése des auto-inducteurs, la dégradation des auto-inducteurs, 1’inhibition
de la diffusion du signal AHL ou I’inhibition de la réception des signaux AHL. Onem et al.,
(2018) ont étudié I’effet de certains dérivés de benzimidazoles analogues de AHL (fig.21) sur
I’expression des facteurs de virulence (pyocyanin, elastase, swarming motility) chez
Pseudomonas aeruginosa PAOL. Les trois derivés présentés dans la figure ci-dessous ont
montré un effet inhibiteur significatif avec une réduction de la production de la pyocianine a
50-69%, I’elastase 19-44% et 74-80% pour le swarming.
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Figure 21. Structure chimique de I'AHL et ses analogues de la classe des benzimidazoles

(Onem et al., 2018).
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7 Relation Structure/Activité des benzimidazoles

Les études de la relation structure-activité (SAR) des molécules bioactives jouent un
role important pour 1’identification des composantes structurelles nécessaires a ses activités et
la compréhension de leurs mécanismes d’action, aidant ainsi & concevoir de nouveaux agents
dont ID’activité biologique est améliorée et optimisée (Bryskier, 2006). Ainsi, les
benzimidazoles peuvent présenter diverses variations structurales en apportant des
modifications dans la position de leurs groupes fonctionnels. Alasmary et al. (2015) ont
examiné I’activité antibactérienne et antifongique d’une série de 53 dérivés de benzimidazoles
avec des substitutions en position 1,2 et 5. En s’appuyant sur les résultats fournis par les
¢tudes SAR, les dérivés possédant un atome d’halogene (le brome ou le chlore) en position 5
et substitués par CH(CH3)NH2 ou CH>CL en position 2, ainsi les dérivés possédant un H a la
position 5 et le CH>SH a la position 2 sont avéré les plus efficaces pour D’activité
antibactérienne. Les dérivés contenant du CH2NH. n’étaient pas actifs contre les bactéries,
mais lorsqu’un groupe méthyle ramifié est ajouté (CH(CH3z)NH2), ’activité antibactérienne
est améliorée (fig.22). En outre, la présence de ’atome d’halogene (Cl, Br, F) en position 5
est un facteur important 1’activité antifongique. Pour le dérivé 5-nitro, la présence de CH2NH>
a la position 2 a augmenté D’activité. Les dérivés N-méthylate-2-méthanolbenzimidazole
étaient plus actifs que les analogues non méthylés, ce qui est observé lorsque le substituant a
la position 5 était F, OMe ou NO>(fig.23).

\@ ) : O: \‘ \: \@ /
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Figure 22. Les dérivés benzimidazoles a activité antibactérienne prometteuse d'apres les études SAR
(Alasmary et al., 2015).

RZU” U O OO
Y U, O OO U
N N NH N H N N
H H 2 H 3 H H Cl
5 R2=Br 11 R2=Cl 15 RZ2=H

13 R2=F 20 RZ=H 33R2=N02

14RZ= N0,
Figure 23. Les dérives benzimidazoles a activité antifongique prometteuse d'apres les études SAR

(Alasmary et al., 2015).
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Gudmundsson et al. (2009) ont décrit la synthése d’une série de dérivés de N-(1H-
benzimidazol-2yl-méthyl)-5,6,7,8-tétrahydro-8-quinolinamine (fig.24), qui ont révélés un fort
potentiel anti-HIV-1 agissant comme inhibiteurs de la CXCR4 (récepteur transmembranaire
de la famille des chimiokine) avec une faible cytotoxicité. L’étude SAR a été également

réalisée pour déterminer les groupes fonctionnels importants qui améliorent 1’activité de ces
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Figure 24. Structure de base des dérivés N-(1H-benzimidazol-2yl-méthyl)-5,6,7,8-tétrahydro-8-

guinolinamine a activité anti-HIV (Gudmundsson et al., 2009).

Le changement de la longueur de la liaison entre le N-1 du benzimidazole et 1’azote
de base a montré qu’une liaison a 3 carbones est optimale pour I’activité anti-HIV, tandis que
les liaisons plus courtes (2 C) ou plus longues (4-5 C) réduisent considérablement I’activité.
L’alkylation du groupement imino primaire a donné une bonne activité, alors que la réduction

de la basicité de I’amine a montré une activité 10 fois moins importante.
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Chapitre IV. Les Techniques Bioinformatiques de Docking

Moléculaire.

Cas des études in-silico

1 Introduction

Le développement d'un nouveau médicament est un processus long et codteux, allant
de la synthese de la molécule d'intérét thérapeutique, de I'identification d'une cible biologique,
(développement pré-clinique), les essaies sur des modéles animaux, jusqu’aux essais cliniques
chez les patients. Une fois sur, donc efficace et bien toléré par les patients, le médicament
peut étre alors commercialisé, et est effectivement surveillé au cours de la phase de
pharmacovigilance, afin de détecter, évaluer, comprendre et prévenir les effets indésirables
qui n'auraient pas été identifiés lors des essais cliniques (Grosdidier, 2007). C’est un long
processus qui peut étre parfois accompli par 1’échec et la perte des années de travail et de
ténacité, s’ajoutant aux pertes économiques qui dépassent les attendues.

Aujourd’hui, la recherche scientifique s’oriente de plus en plus vers les approches
informatisées « in-silico ». Ces derniéres années, de telles méthodes ont été utilisées
principalement dans deux directions. Dans le domaine de la génomique pour 1’élude des génes
et les mécanismes génétiques, et le domaine biomédical et la conception de médicaments par
des méthodes de criblage virtuel et de modélisation moléculaire (le docking) pour la
détermination des interactions moléculaires entre le principe actif et sa cible biologique, son
profil  ADME-tox  (Administration-Distribution-Métabolisme-Excrétion-toxicity)  qui
permettent de présélectionner les médicaments les plus prometteurs et éliminer les moins
performants & une étape précoce de la phase préclinique, ce qui a permis d’accélérer le taux de
découvertes et de réduire le besoin d’expériences de laboratoire coliteuses ou d’essais

cliniques.

2 Lecriblage virtuel

2.1 Le principe

Le criblage virtuel (CV) est utilisé dans les premieres phases du développement de
nouveaux médicaments, et en particulier lors de I’identification de touches « hits ». Il permet
de sélectionner au sein de chimiotheques variées un nombre limité de composés juges les plus

prometteurs dont le potentiel d’activité envers la cible thérapeutique visée est supérieur a celui
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des autres molécules. Le recours au CV, en préalable aux examens biologiques a plus petit
échelle, permet d’ajuster au mieux le nombre de tests expérimentaux en fonction des
contraintes budgétaires et temporelles (Beautrait, 2008 ; Elkaim, 2011). Il peut également
étre utilisé lors de 1’optimisation des leads. Dans ce cas, le criblage a pour objectif
I’identification de motifs structuraux essentiels dans la liaison ligand-récepteur, et la
discrimination des meilleurs composés au sein de chimiothéques orientées ayant un profil de
téte de série (molécules candidats), dits "lead-like"(Elkaim, 2011).

Par ailleurs, le processus de CV comporte généralement une étape préliminaire de
filtrage qui peut étre prise en charge par des programmes spécialisés. Cette tache, consiste a
exclure les composés toxiques ou supposés tels ou comportant des groupements juges trop
réactifs. Ensuite, ne sont retenus que les composés obéissant a des définitions empiriques
simples du profil de molécule active (caractére dit "drug-like™). On estime alors que les
risques d’échec aux tests cliniques sont minimisés, ce qui est souvent un impératif

économique (Beautrait, 2008).

2.2 Les différentes stratégies du criblage virtuel

Suivant la nature de D’information expérimentale disponible, on distingue deux
approches distinctes pour le criblage virtuel : Le CV « structure-based »et le CV « ligand-
based » (Elkaim, 2011).

o Le CV «ligand-based » consistent en premier lieu a classifier la chimiothéque testée
en fonction de la structure et les caractéristiques physico-chimiques des molécules.
Ensuite, il s’agit d’identifier les molécules comportant une similarité avec les ligands
connus pour étre actifs sur la cible étudiée, ainsi qu'une dissimilarité avec les
molécules connues pour étre inactives ou présentant des caractéristiques indésirables
(Beautrait, 2008).

o Le CV «structure-based » se rapporte souvent aux algorithmes du docking protéine-
ligand et quelquefois aux recherches basées sur un motif pharmacophorique du site
actif de la protéine (Beautrait, 2008). Ces méthodes consistent a estimer la
complémentarité structurale de chaque molécule criblée avec le site actif considéré,
afin d’identifier les interactions possibles au sein du site de liaison et ainsi sélectionner

des molécules capables de s’y arrimer (Elkaim, 2011).
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3 Le Docking moléculaire

3.1 Leprincipe

Dans le domaine de la modélisation moléculaire, le docking ou I’amarrage moléculaire
peut étre défini comme une méthode de prédiction précise des modes de liaison entre le ligand
et leurs protéines ciblées ou récepteurs pour former un complexe stable, et qui permet de

calculer leurs affinité et niveau d’activité (Boucherit, 2013 ; Brooijmans et al., 2003 ;

Taylor, 2002).

3.2 Représentation générale du systéme de Docking moléculaire

La procédure typique du docking moléculaire est décrite dans la figure ci-dessous.
L’étape la plus importante pour prédire avec précision le mode d’interaction protéine-ligand
et I’obtention d’une structure précise pour le récepteur, soit par cristallographie rayons X, par
RMN ou par modélisation. La conformation initiale du ligand est généralement modifiée et
optimisée durant le docking, et n'est donc en principe pas tres importante. Une fois les deux
structures préparées, ces parametres sont donnés au logiciel du docking choisi, et ce dernier
propose un ou plusieurs modes d'interactions potentiels qui peuvent étre ensuite utilisés dans

de multiples facons (Grosdidier, 2007).

= Cristallographie » o
=2 Modélisation
£s o Q 7
E g — e ——— I
£
(= =]

b
SE
w2
= &
28
o =

|

f=2]
=
=
[*]
(=]
=
i -_:
=5
— =1
- =
2 =
= T )

Figure 25. La procédure typique du docking moléculaire (Grosdidier, 2007).
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Le docking moléculaire s’articule principalement en deux étapes. La premiere
étape consiste a améliorer la pose (orientation et/ou conformation) afin de positionner le
ligand dans le site choisi de la protéine. La seconde, fait intervenir une fonction de score qui

¢évalue la qualité de la pose générée et le niveau d’affinité (Beautrait, 2008 ; Martz, 2014).

3.3 Larecherche de la pose optimale

Dans un premier temps, le docking a pour objectif de prédire la pose optimale c'est-a-
dire la conformation et la position que peut adopter le ligand au sein du site actif du récepteur,
ainsi que la conformation du complexe, en ne retenant que celles qui représentent les modes
d’interactions les plus favorables a 1’activité. Ceci implique I’exploration des six degrés de
liberté de translation et de rotation du ligand, ainsi que lorsque c'est possible des degrés de
liberté conformationnelle existants sur le ligand ou la protéine (Elkaim, 2011). Il existe trois
grands types du docking moléculaire qui utilisent des configurations différentes du systéeme
ligand-récepteur, qui sont générées a 1’aide de modéles simplifiés pour les protéines. Le
docking rigide, le docking semi-flexible, et le dernier type c’est le docking flexible.

Dans le cas des méthodes du docking rigide, le ligand et la protéine sont tous les deux
considérés comme étant rigides, et la recherche de la pose optimale se limite au
positionnement du ligand dans 1’espace conformationnel du site actif du récepteur. Le ligand
peut ainsi subir des mouvements de translations et des rotations dans chacune des trois
dimensions (Guillemain, 2012). Les premiers logiciels du docking, parmi lesquels le logiciel
DOCK, FRED permettent I’emploi de ce type d’approche (Lagarde, 2014). Le docking semi-
flexible prend en compte la flexibilité du ligand, et la protéine est gardée rigide. Ce type de
docking, permet d’explorer différentes conformations du ligand, et de tester leurs interactions
avec le site actif de La protéine. Cette stratégie est notamment adoptée par les programmes
FLExX, Hammerhead et les versions flexibles du programme Dock (Beautrait, 2008). Pour
les méthodes de docking flexible, prenant en compte explicitement la flexibilité de la protéine,
ou au moins son site actif et celle de ligand afin d’optimiser au mieux I’interaction entre les
deux entites.

La catégorie du docking la plus rapide est sans aucun doute le docking rigide,
historiquement le premier congu. Les stratégies qui explorent la flexibilité du ligand et/ou la

protéine cible donnent des résultats plus précis (Hazan, 2008).
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3.4 L’évaluation du score des poses

La fonction du score est utilisée dans le cadre du docking pour pouvoir distinguer
parmi les différentes poses générées pour un ligand, celles qui correspondent aux modes de
liaison les plus représentatifs de la reconnaissance moléculaire (Beautrait, 2008).

C’est globalement des calcule mathématiques de I’énergie libre résultant du passage
de la forme libre de la protéine et du ligand a 1’association sous forme de complexe, ce qui
permettra d’estimer 1’affinité de la liaison entre les deux molécules et de classer les
différentes poses proposees par la premiére étape du docking pour identifier et retenir les

meilleurs d’entre eux (Beautrait, 2008).
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Matériel et méthodes

L’expérimentation de ce travail de mémoire s’est étalée sur une période de 6 mois

(mars-septembre 2020). L’ensemble des analyses ont été effectuées au sein du laboratoire de

synthése organique et RMN, du centre de recherche scientifique et technique en analyses

physico-chimiques CRAPC.

Les objectifs tracés au court de cette étude sont :

e [’extraction des HEs, et caractérisation physicochimique par GC/MS

e Réaction d’hémi-synthese

e Caracteérisation physicochimique des produits de la réaction par spectroscopie RMN

e Evaluation de I’activité antioxydante et antibactérienne

e Evaluation de la relation structure/activité des molécules par un logiciel du docking

moléculaire.

1 Matériel

1.1 Solvants et réactifs chimique

Les produits chimiques utilisés lors de cette étude sont cités dans le tableau suivant :

Table 1. Liste des produits chimiques utilisés.

Solvants Formule Référence Réactifs chimiques Formule Référence
chimique chimique
Ethanol CHs-COOH Sigma-Aldrich Acid benzoique Sigma-Aldrich
Chloroforme CHCHs O-phylene diamine CesHa(NH2)2
Méthanol CH30H (OPA)
Dichlorométhane CH2Cl2 Salicylaldéhyde
Tampon DPPH C18H12Ns0s
phosphate (pH Acide trichloracétique
6,6) (ATC)
Ferricyanure de KsFe(CN)s Chlorure ferrique FeCl3
potassium [-caroténe
Tampon Tris- Acide linoléique Ci8H320
HCI Tween 80
Solution TSP-d4 Sulfate ferreux FeSO4
DMSO Acide ascorbique CeHsOs
Acide thiobarbiturique C4HaN2

(TBA)
p-iodonitrotetrazolium
(INT)
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1.2 Matériel biologique

1.2.1 Lacannelle
La cannelle est un arbre aromatique originaire du Sri Lanka et du sud de I'Inde conne
sous le nom de cannelle de Ceylan ou « Arbre a cannelle », aussi appelé cannelier
domestique, (Barbier C., 2014). En effet, le nom de cannelle est donné a un certain nombre
d'écorces aromatiques de la famille des Lauracées du genre Cinnamomum. Celle de Ceylan

porte le nom binomial de Cinnamomum zeylanicum ou Cinnamomum verum (Paul, 2001)

Tableau I. Classification de la cannelle (Paul, 2001)

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Magnoliidae
Ordre Laurales

Famille Lauraceae

Genre Cinnamomum
Espéce C. zeylanicum ou C. verum,
Nom commun Cannelle de Ceylan
Nom en anglais Cinnamon

La cannelle est une épice usage culinaire et médicinal reconnue mondialement.
Indiquée traditionnellement contre le rhume, la grippe et les troubles digestifs, demeurent
toujours valables aujourd'hui (Paule, 2001). La cannelle du commerce C. verum fournit divers
types d’HE en fonction de la partie de la plante utilisée (la feuille, I’écorce de tige, et I’écorce
des racines). La cinnamaldéhyde est la principale composante de I'HE de 1’écorce de tige
(environ 75 % du total), (fig. 26) (Senanayake et al., 1972).

O
N"H

Figure 26. Structure chimique de la cinnamaldéhyde (Senanayake et al., 1972).
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1.2.2 Lacitronnelle
La citronnelle ou Cymbopogon citratus est une plante herbacée originaire de 1’Inde,
cultivés dans I’humidité, les régions tropicales et subtropicales du monde (Seaforth et al.,
2008). Elle se présente avec de longue feuille verte avec pointes gracieusement tombante et

libérent un ardme d’agrumes (citron) une fois écrasées (fig. 27) (Shahet al.,2011)

© 2004 Floridata.com

Figure 27. Cymbopogon citratus avec ses longue feuilles (Shah et al., 2011).

Tableau Il. Classification de la citronnelle (Shah et al., 2011).

Regne Plantae

Division Magnoliophyta
Classe Liliopsida

Ordre Poales

Famille Poaceae

Genre Cymbopogon

Espéce Cymbopogon citratus

La composition chimique de I’HE de la citronnelle varie selon I’origine géographique,
on trouve principalement des isomeres trans et cis du citral (de 72,60% a 79%) (fig. 28)

(Ralambondrainy, 2018).
CH;

N
0
H,C~ “CH,

Figure 28. Structure chimique du citral (Ralambondrainy, 2018).
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2  Méthodes

2.1 Extraction de I"huile essentielle

La cannelle utilisée dans cette expérimentation a été apportée d’un point de vente local.
La citronnelle a été récoltée de la région de Tipaza, I’ Algérie.

Un séchage et broyage moyen des plantes étudiées sont procédé comme étape
préparatoire pour l'extraction de I’HE. L’extraction de I'HE est réalisée au moyen d’un
hydrodistillateur type Clevenger en systeme fermé permettant une extraction en recyclage
continu afin de maintenir le rapport plante/eau a son niveau initial (fig. 29). Une quantité de
100 g de matiére végétale moyennement broyée est placée dans un ballon a fond rond de 1L
avec 500 ml de I'eau distillée. Le tout est ensuite porté a ébullition pendant 3h.

Sous l'effet de la chaleur les cellules végétales s'éclatent et liberent les molécules
odorantes qui y sont contenues. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur de I'eau un
mélange azeotropique. Les vapeurs sont condensées par le réfrigérant maintenu a 17°C au
moyen d’un thermostat type Wisecircu® WCR - P § DHWCRO00208. L’huile essentielle ainsi
obtenue se séparent de I’eau par différence de densité et ensuite récupérée dans un Vial ombré

apres ¢limination de 1’eau.

| -

\ .
circulation d"eau de | )5 Zone de condensation
refroidissement J
l ’ prise d'air (suffisament éloignée pour
H k‘ \//J/' ne pas perdre de composé volatils

Huile essentielle

Eau distillée

K Récupération de la phase aqueuse
g puis de I'huile essentielle

Figure 29. Hydrodistillateur en type Clevenger en systeme fermé

Ballon: la matiére végétale
et |'eau distillée

chauffe ballon ——=
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Le rendement d’extraction est mesuré selon 1’équation suivante :
REp% :( mMS-mE / mMS) x 100 ou  REh% :( mMG-mE / mMG) x 100
- REp : Rendement d’extraction des plantes en (%)
- REH: Rendement d’extraction de I’huile en (%)
- mMS : Masse de matiere seche en (g)
- mMG: Masse de matiere grasse en (g)

- mE : Masse d’extrait en (Q)

2.2 Analyses GC-MS

Les HE ont été analysées par GCMS au moyen d’un systeme Hewlett Packard-6890
équipé avec une colonne capillaire fusionnée HP-5MS (30 m x 0,25 mm ; épaisseur de film
0,25 pm), directement couplé a un détecteur de masse sélectif Hewllet Packard-5973. De
I'nélium (1 ml / min) a été utilisé comme gaz vecteur ; programme de température du four : 60
° C-300 ° C & 3 ° C/ min; sans division pendant 1,50 min; volume d'échantillon 2 pL de la
solution d'huile. La température de I’Injecteur et le détecteur était de 240 ° C. EIMS : énergie
électronique, 70 eV; température de la source d'ions et pieces de raccordement: 180 ° C. Les
identifications ont été faites par correspondance de leurs spectres de masse et le temps de
rétention avec ceux enregistrés dans la bibliotheque MS et par comparaison des indices de
rétention et les spectres de masse avec les données de la littérature. L'hydrogéne a été utilisé
comme gaz porteur ajusté a une vitesse linéaire de 32 cm / s (mesuré a 100 ° C). Le débit
divisé a été ajusté pour donner un rapport de 20: 1 et un septum de balayage était une
constante de 10 ml / min. Le four a été programmé comme suit: 60 ° C-240 ° C a3 ° C / min.
Les échantillons ont été injectés selon la technique splitless: 2 uL de la solution d'huile dans
I'nexane (2: 1000). La température de I'injecteur et du détecteur était de 250 ° C. Le GC était
équipé avec FID et connecté a un intégrateur électronique HP 5896 Series Il. Le pourcentage
de la composition des échantillons d'huile a été calculé a partir des zones de pic GC sans

utiliser correction des facteurs de réponse.

39



Matériel et méthodes

2.3 Synthése de trois dérivés 2-substitués-1H-benzimidazole

Des études scientifiques récentes ont révélé I'importance du noyau benzimidazole au
niveau des activités thérapeutiques des molécules. Parmi les groupements testés, l'amine est
considérée comme la plus polyvalente. Notamment, le 2-aminobenzimidazole est trouvé dans
un certain nombre de molécules biologiqguement actives comme les antiviraux,
antihistaminiques, et antibactériens... C’est pourquoi I’étude en cours visera de développer de
nouvelles méthodes de synthése de ce noyau et de ses dérivés en se basant sur des réactions
rapides (Click chemistry) sans recours aux catalyseurs chimiques. Cette approche de synthése
compléte est pertinente pour la déecouverte de médicaments et va dans un premier lieu suscité

un intérét considérable.

o Préparation du milieu réactionnel
Au niveau structural, les noyaux benzimidazoles sont des molécules assez simples et
ne contient que deux parties principales : la partie benzénique et la partie guanidinique
diversement substituées (fig.31). Les réactions de syntheses des noyaux benzimidazoles ont
été effectuées par mesures équimolaires selon le nombre et position des fonctions chimiques
réactionnelles des aldéhydes, alors pour de telles réactions il suffit de déterminer exactement
le positionnement chimique avant pour en déduire la masse (hombre de moles x masse

molaire) des matiéres primitivement mélangées.

H
N LN H
— |
N/ /
H
/
i H

Partie guanidinque  Partie benzénique

Figure 30. Représentation du noyau benzimidazole
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o Rection de I’hémi-synthese

Le dérivé aminé o-phénylénediamine est ajouté a une solution éthanolique (15 mL)
puis la salicylaldehyde, la cinnamaldéhyde, le citral (1 mmol de I’aldéhyde correspondant,
calculée sur la base de sa masse % correspondante, environ 0,5mL) sont ajoutés sous agitation
constante a température ambiante, et la réaction a été laissée pendant 12 h sous reflue. Les
cristaux de composeslb-3b se sont formés progressivement dans le milieu réactionnel. Les
précipités de 1b—3b ont été filtrés et lavés avec de 1’éthanol aprés le temps requis puis purifier
par CCM et chromatographie sur colonne. Dans la réaction de synthése, 1’hétérocycle 1H-
benzimidazole substitués en position 2 fut synthétisé en faisant réagir le groupement diamine
de I’OPA avec la fonction aldéhyde -COH de I’aldéhyde correspondant. La synthése des
benzimidazoles sera correspondante au type de 1’aldéhyde mis en contact, mais la réaction

pourra offrir divers substituants qui peuvent avoir un impact sur l'activité biologique.
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Figure 31. Mécanisme réactionnel de synthése des dérivés du benzimidazole a partir de I'O-phénylénediamine et des aldéhydes étudiés 1b, 2b, et 3b
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2.4 Fractionnement et Purification

2.4.1 Chromatographie sur colonne

La chromatographie sur colonne sert a separer/fractionner des produits, soit a
purifier un produit de réaction. C’est la méthode standard de purification dans un
laboratoire de chimie organique. C’est une méthode préparative, elle permet de purifier 50
mg a environ 20 g en laboratoire, et jusqu’a 1 kg en industrie. La séparation est effectuée
par gravité et on utilise pour cela des particules de silice de 70 a 200 um ou le solvant

s’écoule au goutte-a-goutte.

- N/ Nl N/

L U i U

I @ I
— O

Mélanger silice
et éluant=slush

Verser doucement

QOuate bien tassée la slush Sable

Sable Compacter avec Baisser I'‘¢luant
Un peu d'éluant pression d’air

Figure 32. Chromatographie sur colonne

Préparation de la colonne et Dépdt du produit :

Il s’effectue robinet fermé, a la pipette pasteur de fagon homogéne sur les bords de la
colonne, le plus bas possible. On choisit le solvant avec le plus petit volume possible en se
basant sur I’éluant de départ utilis¢ en CCM pour avoir une séparation distincte. Le dépdt doit
par contre étre absorbé intégralement avant I’ajout du solvant d’élution.

Pour le dép6t de produit deux possibilités s’offrent si le produit brut est solide:

* le solubiliser dans 1’¢luant et I’ajouter tel que décrit précédemment

» faire une imprégnation sur silice: mélanger le produit en solution avec ~ 5 x sa masse de

silice. Evaporer & sec et additionner ce solide sur le haut de la colonne avant de mettre le

sable. On utilise souvent cette technique si le produit brut n’est pas soluble dans 1’¢luant

choisi.
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Mode opératoire

o On ameéne le niveau d'éluant au niveau de la surface du sable. On peut alors déposer
délicatement la solution du milieu réactionnel en haut de colonne a la pipette Pasteur
afin de ne pas perturber la surface de silice.

o On ouvre le robinet pour que les colorants arrivent au niveau de la silice. On rajoute
quelques millilitres d'éluant et on ouvre de nouveau le robinet afin de s'assurer que
toute la solution soit en téte de la colonne de silice.

o On peut alors ajouter I'éluant. Les premiers millilitres doivent toujours étre ajoutés
avec précaution a la pipette pasteur afin de ne pas perturber la surface de silice.
Ensuite, on peut ajouter I'éluant plus rapidement en le versant directement dans la
colonne.

o L'éluant utilisé ici dans un premier temps est le dichlorométhane qui permet I'élution
de la fraction non-polaire suivi de 1’éthanol et chloroforme, qui séparent la fraction
fortement retenu par la silice.

o Apres avoir récupéré une fraction, on change d'éluant pour récupérer I’autre et ainsi de
suite.

o On utilise ici de I'éthanol pour récupérer la faction majoritaire. En effet, les molécules
produites ont peu d'affinité pour la silice par rapport a I'éluant, qu'on utilise
« I'éthanol ». C'est pourquoi elle est entrainée facilement.

o Les molécules de benzimidazole produites sont entrainées par la phase mobile, et ils
sont récupéré dans des béchers de 250 mL. Il est souvent utile de réaliser des
chromatographies sur couche mince sur chaque tube pour Vvérifier ou sont les
composés a séparer, dans le cas ou ceux-ci ne sont pas coloreés.

o Regrouper les solutions qui contiennent le méme produit pur.

o Concentrer a I’évaporateur rotatif.

o Seécher a la pompe mécanique.

o Calculer le rendement de la réaction.
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2.5 Analyse structurale
2.5.1 Analyse par RMN H proton

Dans un tube RMN de 5 mm de diamétre, on introduit 500 uL d'échantillon (molécules
de synthese ou solution de standards) et un tube porte-capillaire contenant une solution de
TSP-d4 dosée a 2,1 mmol proton/L. Cette solution sert de référence pour les déplacements
chimiques (6 '"H = 0,00 ppm) et permet la quantification des composés par intégration de leurs
pics relativement au TSP-d4. Une séquence de pré-saturation est appliquée pour atténuer le
signal de I'eau. Selon la concentration des échantillons, 128 & 512 accumulations ont été
réalisées sur une largeur spectrale de 3200 Hz. Avant transformation de Fourier, une fonction
exponentielle correspondant a un élargissement de 0,3 Hz est appliquée. L'utilisation du

logiciel Topspin 2.6 NMR de Briiker a servi au traitement des données.

2.6  Evaluation de Pactivité antioxydante

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée des
antioxydants, il n’y a pas une méthode universelle par laquelle I’activité antioxydante peut
étre mesurée quantitativement d’une fagon bien précise. Le plus souvent il faut combiner les
réponses de tests différents et complémentaires pour avoir une indication sur la capacité
antioxydante de I’échantillon a tester (Tarbart et al., 2009). Lors de cette étude on a utilisé
quatre tests a savoir : le test DPPH, le pouvoir réducteur du fer, le test du blanchiment du -
caroténe et le test TBARS.

o Préparation de la gamme des concentrations
Les molécules sont dissoutes dans 1’éthanol avec un volume bien connu pour fixer une
concentration initiale [C=10mg/ml] Diluée a différentes concentrations jusqu'a la
détermination de 1’ECso (Concentration fournissant 50% d'activité antioxydante ou 0,5

d'absorbance dans le dosage du pouvoir réducteur ; Exprimée en g / ml).

» Test au DPPH (Hatano et al., 1988)
e Principe
Le compose chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (o,a-diphenyl-B-
picrylhydrazyle) fut I’un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-
activité antioxydant des composes phénoliques (Brand et al., 1995). Il posséde un électron

non apparie sur un atome du pont d’azote. La molécule DPPH est un radical stable gréce a la
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délocalisation de son électron célibataire autour de la molécule empéche ainsi sa
polymérisation. Ce qui est le cas de la plupart des radicaux. La délocalisation de 1’¢électron est

responsable d’un développement d’une couleur violet foncé (Cristina et al., 2009).

‘- o () : o ()
ﬂ NOZ@NN + AHe=—) | NOQ‘Q’H—N C+ A
i NO, @ NO; @
DPPH: . .. , DPPHH
2,2 -diphenyl-1-picrylhydrazy 2,2"-diphenyl-1-

DPPHs+AH — AH++ DPPH AHe+ + AH* — AH-AH

Figure 33. Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picrylhydrazyl)(Congo, 2012).

L’addition du radical DPPH'a une solution contenant un compose potentiellement
antioxydant et pouvant céder un atome d’hydrogeéne entraine une diminution de la coloration
violette caractéristique de 1’apparition de la forme réduite du DPPH (Cristina et al., 2009).
Au terme de la réaction, il persiste une légére coloration jaune due au groupement picryl

résiduel.

e Mode opératoire (Ziani et al., 2015)

Cette méthode a été réalisée en utilisant un lecteur de microplaque ELX800 (Bio-Tek).
On dépose 30ul de chaque concentration des composés aux puits des microplaques 96 (en
trois répétitions) ou le mélange réactionnel se forme aprés 1’ajout de 270ul de la solution du
DPPH (60uM). Le mélange a été laissé a I’obscurité pendant 60 minutes. La réduction du
radical DPPH est déterminée en mesurant I'absorption a 515 nm. L'activité de piégeage du
radical DPPH (RSA) est exprimée en pourcentage de DPPH en utilisant I'équation:

% RSA = [(A prrH-As)/A pppH] x 100, ou :

- AS est I'absorbance de la solution lorsque I'extrait a été ajouté avec une concentration

donnée, et Apppr est I'absorbance de la solution de DPPH.

» Test de la réduction du fer

e Principe
Le pouvoir réducteur du fer des molécules est déterminé se basant sur la réduction de fer

ferrique en fer ferreux par les antioxydants ce qui donne une couleur bleue.
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Figure 34. Schéma de la réaction de réduction de fer (Prior et al., 2005).

e Mode opératoire (Ziani et al., 2015)

Cette méthode a été réalisée en utilisant le lecteur de microplaque décrit ci-dessus, ou 0,5
ml de la solution a différentes concentrations est mélangé avec 0,5ml d’une solution tampon
phosphate (pH 6,6) et 0,5ml d’une solution de ferricyanure de potassium KzFe(CN)s a 1%.
L’ensemble est incubé au bain-marie a 50°C pendant 20 min. 0,5 ml d’acide trichloracétique
(ATC) est ajoutée pour stopper la réaction. On transfere 0,8ml du mélange dans les puits des
microplaques 48 et on ajuste avec le méme volume en eau distillée. A la fin on additionne

0,16 ml de FeCls (Chlorure ferrique) a 0,1 %. L’absorbance est mesurée a 690 nm.

> Test de blanchiment de p-caroténe/acide linoléique
= Principe:

C'est I'une des méthodes complémentaires utilisées pour le criblage de substances
antioxydantes. Elle est basée sur le principe que I'acide gras insaturé, acide linoléique, s'oxyde
spontanément avec les especes réactives de I'oxygéne "Reactive Oxygen Species” (ROS)
présentes dans l'eau riche en oxygéne. Alors, les produits de réaction déclenchent la
transformation du B-carotene en sa forme incolore. Le degré de décoloration est mesuré par

spectrophotométrie et utilisé comme une estimation de I'activité antioxydante.

= Mode opératoire : (Ziani et al., 2015)

Une solution stock de B-carotene a été préparée en dissolvant du b-caroténe (2 mg) dans
du chloroforme (10 ml). Un volume de cette solution a été pipetés dans un ballon a fond rond
et mis a I’évaporation sous vide pour éliminer le chloroforme a 40 °© C afin d’obtenir 0,5 mg
de B-caroténe, on ajoute 40 mg d'acide linoléique et de I'émulsifiant Tween 80 (400 mg) et
(100 ml) d’cau distillée au méme ballon sous agitation vigoureuse. Des aliquotes (4,8 ml) de
cette émulsion ont été transferées dans différents tubes a essai contenant (0,2 ml) de

différentes concentrations des molécules. A ce moment on procéde a la lecture de
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I’absorbance du temps zéro a 470 nm (spectrophotomeétre AnalytikJena). Apres vortex les
tubes sont déposés a 50 ° C pour effectuer la deuxiéme lecture aprés 2h d’incubation.

L'inhibition du blanchiment b-caroténe était calculée en utilisant I'équation suivante :
I (%) = (Abs B-caroténe ton / Abs Initiale to)x100

» Test Thiobarbituricacid RS
= Principe:

On a utilisé un essai modifié d'espéces réactives a l'acide thiobarbiturique (TBARS)
pour mesurer le peroxyde de lipide formé, en utilisant le cerveau du porc comme milieu riches
en lipides. Les valeurs d'essai TBARS sont habituellement rapportées dans le malonaldéhyde
(MDA) équivalent, un composé qui résulte de la décomposition des peroxydes lipidiques
d'acides gras polyinsaturés. Ce dosage est basé sur la réaction d'un réactif chromogene, I'acide
2-thiobarbiturique, avec le MDA a 25 ° C. Une molécule de MDA réagit avec 2 molécules
d'acide 2-thiobarbiturique via une condensation de type Condensation Knoevenagel pour
obtenir un chromophore avec une absorbance maximale a 532 nm, comme indiqué ci-dessous

sur la figure 35.
OH N OCH HO N SH

A = ~
ﬁN + o "0 SI PN \T
A H'

HO N SH MDA H

Figure 35. Test de l'acide 2-thiobarbiturique
= Mode opératoire (Ziani et al., 2015)

Ce test est réalisé sur une partie du cerveau du mouton de poids corporel 50 g,
disséqué et homogénéisé avec un Polytron dans du tampon Tris-HCI (20 mM, pH 7,4) pour
former un homogénat de tissu cérébral 1: 2 (p / v) qui est centrifugé a 3000 trm
(Centrifugeuse réfrigérée Centorion K240R) pendant 10 min. Un volume de (0,1 ml) du
surnageant a été incubé avec les différentes concentrations des extraits (0,2 ml) en présence de
FeSO4 (10 ml, 0,1 ml) et d'acide ascorbique (0,1 mM; 0,1 ml) & 37 ° C pendant 1 h. La
réaction a été arrétée par l'addition de trichloracétique (28% en poids / volume, 0,5 ml), puis
de l'acide thiobarbiturique (TBA, 2%, poids / volume, 0,38 ml), et le mélange a ensuite été
chauffé a 80 ° C pendant 20 minutes. Apres centrifugation a 3000 trm pendant 10 min pour
éliminer la protéine précipitée, l'intensité de couleur du malondialdéhyde (MDA) -TBA dans
le surnageant a été mesurée par son absorbance a 532 nm. Le taux d'inhibition (%) a été

calculé en utilisant la formule suivante :
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Rapport d’inhibition (%) = [(A-B) [ A] x 100%, ou
A et B étaient I'absorbance du témoin et la solution composeée, respectivement.

2.1 Evaluation de ’activité antibactérienne

2.1.1 Microorganismes et conditions de culture.
Les souches microbiennes testées étaient des souches de réferences. Trois bactéries a
Gram- : Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli et une bactérie a
Gram+ Staphylococcus aureus et une levure Candida albicans. Toutes les souches ont été

identifiées et caractérisées pour confirmer 1’espece bactérienne.

2.1.2 Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI).

Une méthode de micro-dilution et 1’essai colorimétrique rapide du chlorure de p-
iodonitrotetrazolium (INT) ont été utilisés pour déterminer la concentration minimale
inhibitrice (CMI). Briévement, des solutions meéres de 100 mg/mL ont été préparées pour
chaque composé (1b, 2b et 3b), et 100 uL de chaque solution mére (100 mg/mL) ont été
dilués dans 400 uL. de MHB (bouillon Mueller Hinton) ou de TSB (bouillon Trypton Soja)
selon les exigences bactériennes (ce qui donne une solution de 20 mg/mL). Ensuite, 200 uL
de cette solution des molécules diluées dans le DMSO ont été ajoutés au premier puits d’une
microplaque (microplaque a 96 puits) et 100 pL du premier puits ont été pipettés vers d’autres
puits contenant 100 puL de milieux faisant des dilutions successives.

Par la suite, 10 pL d’inoculum (1,5 108 UFC/mL) de cultures de bactéries jeunes ont
¢té ajoutés a tous les puits contenant les concentrations d’essai de 1’ordre de 20 a 0,156
mg/mL. Trois témoins négatifs ont été préparés (un avec MHB/TSB, un autre avec I’extrait et
le troisiéme avec le milieu, I’inoculum et 1’antibiotique). La microplaque est ensuite incubée a
37°C pendant 24h.

La CMI des échantillons a été déterminée apres 1’ajout de INT (0,2 mg/mL, 40 pL) et
apres incubation & 37 °C dans I’étuve (Jouan, Berlin, Allemagne) pendant 30 minutes, ou les
microorganismes viables ont réduit le colorant jaune a rose. La CMI a été définie comme la
plus faible concentration d’extrait qui a empéché ce changement et a permet I’inhibition

compléte de la croissance bactérienne.
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2.2 Ledocking
2.2.1 AutoDock

C’est un ensemble de procédures, dont le but de prédire I'interaction entre un ligand et
une protéine cible et il peut-&tre utilise pour trouver un site actif pour une protéine cible, en
cherchant la structure entiére. AutoDock est recommandé pour effectuer le docking avec des
petites molécules.

Afin de pouvoir réaliser le criblage virtuel avec AutoDock, un ensemble d'outils
nécessaires a utilisé :

v' La version AutoDock4.2
* AutoDock
» AutoGrid
*» AutoDockTools
* Python 2.7

v' Les fichiers nécessaires téléchargeables depuis le site de base de données de protéine

www.pdb.com

La procedure de docking avec AutoDock se décompose en deux étapes principales :
= Génération de carte d'interactions du récepteur avec AutoGrid

= Docking (amarrage) du ligand au récepteur avec AutoDock

Nous utiliserons l'interface graphique AutoDockTools (ADT) pour faciliter la préparation
des fichiers, pour effectuer le docking et visualiser les résultats. Les étapes sont décrites ci-
dessous :

1. Préparation des fichiers de coordination en utilisant AutoDockTools
2. Le calcul d'affinités des atomes avec AutoGrid

3. Le docking de ligands avec AutoDock

4. Analyse des résultats avec AutoDockTools 2

2.2.2 Etapes AutoDock
AutoDock a besoin de connaitre les types, les charges et la liste de liaison de chaque
atome, afin de pouvoir effectuer la procédure de docking. Tout d'abord, il faut chercher

dans la base de données PDB (Protein Data Bank) les fichiers pdb pour la protéine et le
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ligand. Il existe deux facons pour la préparation des fichiers d'entrées, soit on les télécharge
séparément, soit on télécharge un fichier complexe protéine-ligand, et apres on extrait les
coordonnés de protéine et de ligand dans des fichiers séparés. Et pour faire cela, on utilise la
commande egrep sous linux.

e Pour extraire les protéines, qui sont des lignes qui commencent par le mot ATOM. et
chaque chaine de protéine se termine par une ligne qui commence par TER egrep
"N(ATOM|TER)" file.pdb > protein.pdb.

e Tandis que, pour extraire le ligand, qui sont des lignes qui commencent par le mot
HETATM egrep ""HETATM file.pdb | grep HOH* -v > ligand.pdb, nous avons choisi
les fichiers d'entrées 1DY6.pdb pour le récepteur et impinem.pdb pour le ligand, pour
dérouler la simulation avec AutoDockTools.

e Apres avoir extraire ou télécharger les fichiers, on va lancer I'outil AutoDockTools
(ADT) avec la commande adt.

2.2.3 Protéine choisie pour le Docking-La thymidylate kinase (TMK)

La thymidylate kinase des bactéries a Gram positive (TMK) est une enzyme clé pour la
synthése de I’ADN par ces bactéries en phosphorylant le désoxythymidine monophosphate
(dTMP) au désoxythymidine diphosphate (dTDP). Actuellement, Il est nécessaire de données
une importance majeurs a la recherche de nouveau molécules qui évite les mécanismes de
résistance existants, pour cela la thymidylate kinase est devenu une nouvelle cible de

médicament anti S. aureus (Martinez-Botella et al., 2013 ; Keating et al., 2012).
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Lors de cette étude on a choisi de réaliser une chromatographie GCMS afin
d'identifier les différentes especes chimiques pour ensuite voir si les huiles essentielles
peuvent étre utiliser en hémi-synthése pour le développement de nouvelles molécules
bioactives.

Dans un premier temps, on va d’abord mettre en évidence les molécules qui entrent
dans la composition des huiles essentielles de la cannelle et la citronnelle, et celles qu’on va
cibler pour fabriquer les nouvelles molécules biologiquement actives.

D’apres les recherches, les deux molécules présentes en majorité dans I’huile
essentielle de la cannelle ce sont la cinnamaldéhyde (~70-90%) et I'acétate de cinnamyle (~3-

5%). Cependant, la citronnelle est riche en citral (~30-45%) et le myrécéne (~10-15%).

1 Profiles GCMS des huiles essentielles de la cannelle et la citronnelle

Le profil GCMS de I’'HE de cannelle présentait des variations dans les constituants
chimiques (Tableau 1V). Le chromatogramme GCMS a montré que le composé majeur trouvé
dans toute I'huile de cannelle était du cinnamaldéhyde a 85%. Puis le reste des composés sont
des éléments mineurs présent en tres faible quantité. Les autres aldéhydes tel que le trans-
cinnamaldéhyde, le cuminaldehyde, le cis-cinnamaldéhyde et le benzaldéhyde ont également
été détectés en tres faible quantité. Cependant, I’ordre décroissant des composés présent dans
I'nuile de cannelle entiere est indiqué comme suit: - cinnamaldéhyde (85%)>Linalool
(2,4%)>Eugenol (2,2%).

L'aldéhyde cinnamique ou (cinnamaldéhyde) a pour formule : CoHgO. C’est un exemple
d’aldéhyde parfumé. Il est le composant principal de I'essence de cannelle et se trouve a I'état
naturel dans le tronc du cannelier de Ceylan, du camphrier et du cannelier de Chine (Casse).
Chimiquement, il est obtenu par synthése a partir dubenzaldéhyde CeHsCHO et
d'acétaldéhyde CH3CHO ou par réduction de I'acide cinnamique. Il a une structure plane en
raison d'une double liaison conjuguée (alcene). C'est un liquide jaune, plus visqueux que l'eau,
a forte odeur de cannelle. Le cinnamaldéhyde diminue I'activité d'un enzyme important dans
le déclenchement des réactions inflammatoires ou allergiques et comporte des propriétés

antiseptiques: antifongiques ou méme antiviraux.
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Tableau I11. Composition chimique de I'HE de

la cannelle

Compose Pour((:;)ntage Tableau V. Composition chimigue de I’'HE

w-Pinene 0.6 de la citronnelle

gz;mphene gi Composé Pourcentage %
-Pinene , -

Sabinene 0,02 a-Pinene 0.01

delta 3Carene 0,03 6-methyl-5-Hepten-2-one 1.25

Myrcéne 0,1 Myrcene 15.41

a-Phellandrene 0,6 (2)-B-Ocimene 0.69

a-Terpinene 0.4 (E)-B-Ocimene 0.34

Il_in;oggne I 0é5 6,7-Epoxyocimene 0.27
: 8-Cineole .

cis-Ocimene 0,03 Ll_nalool 1.29

y-Terpinene 0,03 Citronellal 0.12

p-Cymene 1,1 Rosefuranepoxide 0.07

Terpinoléne 0,1 Nerol 0.34

Furfural 0,03 p-Citronellol 0.34

oxyde de trans-linalol 0,1 Neral 13.31

a—YIang?ne 0.3 Geraniol 3.05

Benzaldehyde 0,3 )

Eucalyptol 0,26 Citral 49.53

Linalool 2.4 2-Undecanone 0.53

Acétate de bornyle 0,1 Geranylacetate 0.24

Terpinen-4-01 0.4 (E)-Caryophyllene 0.15

Bornéql 0,02 a-(E)-Bergamotene 0.13

aTTer.pmeoI 0.7 2-Tridecanone 0.37

Piperitone 0,1

Cuminaldehyde 0,04 8-Cadinene 0.10

Hydrocinnamaldehyde 0,4 5-epi-7-epi-a-Eudesmol 0.12

Acétate de phényléthyle 0,1 a-Cadinol 0.28

Geraniol 01 Rendement 1,9%

Acétate de 2-phénylpropyle 0,1 Aspect Liquide

Cinnamaldehyde 8 Couleur Transparent

Eugenol 2,2

Acétylénol 0,2

Farnesol 0,03

Isoeugeénol 0,02

Benzylbenzoate 0,7

Rendement 3,8%

Aspect Liquide

Couleur Jaune/Orange
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C'est évident a travers la majorité des travaux scientifiques que la cinnamaldéhyde est
le composant principal de I’'HE d’écorce de cannelle. Des auteurs avaient évoqué la présence
d'Eugénol (70 -95%) dans I'huile de feuille de cannelle dans leur article de synthese. Tandis
que I'huile de barre de cannelle contient du cinnamaldehyde (65 a 80%), I'écorce de racine de
cannelle contient du camphre (60%) et de I'huile de fruit se compose d'acétate de trans-
cinnamyle (42-54%) ainsi que caryophylléne (9 a 14%) comme constituants importants (Rao
etal., 2014).

Pour la citronnelle, les constituants identifiés par analyse GC-MS et leurs
pourcentages de surface sont résumés dans le tableau V. L'huile était dominée par les
hydrocarbures monoterpéniques qui représentaient 94,25% de Il'huile. Cette fraction
monoterpénique a été caractérisée par un pourcentage élevé de Citral (49,53%), néral
(13,31%), myrécene (15,41%) et géraniol (3,05%). Seulement 0,78% des composants
identifiés étaient des sesquiterpenes. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus dans
d'autres plantes riches en HE (Omidbaigi et al., 2004 ; Sefidkon et al., 2006). Les
proportions relativement plus élevées de citral-a et citral-b et de néral dans I'huile essentielle
d'ombre ; les feuilles de citronnelle séchées étaient plus prononcées que celles des deux autres
méthodes de séchage. Alors que la teneur en myrcene de I’huile essentielle de feuilles de
citronnelle séchées au four était plus élevée que celle des huiles essentielles dans les feuilles

séchées en utilisant les deux autres méthodes.

2 Hémi-synthese des molécules a nouveau benzimidazole

Les benzimidazoles synthétisés selon le schéma de la section matériel et méthode sont
susceptibles d’étre une classe prometteuse de composés hétérocycliques bioactifs qui
présentent une gamme trés large d’activités biologiques. De nombreuses études ont montrés
I’efficacité des benzimidazoles contre diverses souches de microorganismes.

Compte tenant a cette importance biologique et polyvalence thérapeutique, il est
toujours utile de concevoir de nouveaux benzimidazoles et les bien caractériser, dans la

perspective de développer de nouveaux candidats thérapeutiques.
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3 Caractérisation RMN'H

De facon générale, 1’analyse RMN'H des composés isolés révele la présence d’un
singulet 2H a 8.1, 7.6ppm correspondant aux deux protons pyrroliques comme l'indique les
schémas ci-dessous (Schéma 36, 37 et 38). On note également la présence d’un multiplet
entre 7,16 et 7,08 ppm correspondant aux 4 protons aromatiques. La structure est confirmée
par le spectre de masse avec un pic de I’ion moléculaire a 100%. Aussi, on observe deux
doublets dédoublés a 7,7 et 7,6 ppm attribuables aux quatre protons aromatiques.
Les caracteristiques structurales et spectrales sont indiquées dans les figures suivantes :

e Caractérisation du 2-(1H-1,3-benzodiazol-2-yl) phenol (1b)

IH NMR: § 7.12 (1H, ddd, J = 7.7, 7.6, 1.2 Hz), 7.23-7.33 (2H, 7.28 (ddd, J = 8.1, 7.6, 1.6 Hz), 7.30
(ddd, J = 8.3, 1.2, 0.4 Hz)), 7.41 (1H, ddd, J = 7.7, 7.6, 1.2 Hz), 7.54 (1H, ddd, J = 8.3, 7.6, 1.7 Hz),
7.72-7.78 (2H, 7.75 (ddd, J = 7.7, 1.6, 0.5 Hz), 7.75 (ddd, J = 7.7, 1.7, 0.4 Hz)), 7.93 (1H, ddd, J = 8.1,
1.2, 0.5 Hz).
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Figure 36. Structure et spectre RMN 1H du 2-(1H-1,3-benzodiazol-2-yl) phenol (1b)
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e Caracteérisation du 2-[(1E)-2-phenylethenyl]-1H-1,3-benzodiazole (2b)

IH NMR: § 7.05 (1H, ddd, J = 7.7, 7.6, 1.3 Hz), 7.12-7.22 (2H, 7.17 (d, J = 14.0 Hz), 7.17
(ddd, J = 8.1, 7.6, 1.4 Hz)), 7.26-7.46 (6H, 7.36 (dddd, J = 8.0, 7.6, 1.5, 1.5 Hz), 7.42 (d, J =
14.0 Hz), 7.41 (dddd, J = 8.1, 1.8, 1.5, 0.5 Hz), 7.31 (tdd, J = 8.0, 1.6, 0.5 Hz)), 7.61 (1H,
ddd, J = 8.1, 1.3, 0.4 Hz), 7.86 (1H, ddd, J = 7.7, 1.4, 0.4 Hz).

1.0 10 6.0 2000

1

L ' L L L
10 8 6 4 2
& (ppm)

Figure 37. Structure et spectre RMN 1H du 2-[(1E)-2-phenylethenyl]-1H-1,3 benzodiazole (2b)

e Caractérisation du 2-[(1E)-2,6-dimethylhepta-1,5-dien-1-yl]-1H-1,3-benzodiazole (3b)

IH NMR: § 1.53-1.54 (6H, 1.54 (s), 1.54 (s)), 1.76 (3H, s), 2.06-2.14 (4H, 2.12 (t, J = 7.4 Hz),
2.10 (td, J = 7.4, 7.2 Hz)), 5.26 (1H, t, J = 7.2 Hz), 6.43 (1H, s), 7.05 (1H, ddd, J = 7.9, 7.6,
1.3 Hz), 7.21 (1H, ddd, J = 8.1, 7.6, 1.5 Hz), 7.58 (1H, ddd, J = 8.1, 1.3, 0.5 Hz), 7.71 (1H,
ddd, J=7.9, 1.5, 0.5 Hz).
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Figure 38. Structure et spectre RMN 1H du 2- [(1E)-2,6-dimethylhepta-1,5-dien-1-yl]-1H-1,3-benzodiazole (3b)

4 Reésultats des activités biologiques

4.1 Activité antioxydante

Il est bien connu que les espéces réactives de 1’oxygene (ROS) qui peuvent étre des
radicaux de superoxyde, I’hydroxyle et de peroxyle, sont des causes du stress oxydant associé
a la pathogénése de diverses maladies comme 1’Alzheimer, le Parkinson et les dommages
d’ADN menant a la carcinogénése (Mavrova et al., 2015). D’autre part, les antioxydants font
partie du systeme de protection de 1’organisme. Un antioxydant est une molécule qui inhibe
ou ralentit la formation des ROS et empéche leur action destructive. Ces derniéres années la
recherche de nouvelles molécules antioxydantes a suscité un grand intérét. De nombreuses
méthodes sont utilisées pour la détermination du potentiel antioxydant des molécules.

Les composés synthétisés au court de cette étude (1b, 2b et 3b) ont été analysés pour
leur activité antioxydante a 1’aide de quatre essais in vitro complémentaires : le test au
(DPPH), le pouvoir réducteur du fer, I’inhibition du blanchiment du p-caroténe et I’inhibition
de la formation de TBARS. Les résultats sont exprimés en ECsp (ug/mL). C’est un parametre
utilis¢ pour estimer ’activité antioxydante. Plus cette concentration est faible, plus I’effet

antioxydant est élevé. Les trois molécules ont montré une activité antioxydante avec
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différentes performances. Le composé 1b a montré la plus forte activité avec des valeurs
EC50 les plus faibles (53ug/mL, pour le DPPH et 54 pg/mL pour le pouvoir réducteur), suivie
de 134 pg/mL pour I’inhibition de la formation de TBARS, et 192 pg/mL pour I’inhibition du
blanchiment du B-caroténe. Le composé 3b a présenté les valeurs les plus ¢élevées d’EC50
variant de 102 & 220 pg/mL. Tandis que le composé 2b a donné des résultats relativement
moyens (variaient de 101-183 pg/mL) (fig. 39).

Le test du DPPH est utilisé pour déterminer le pouvoir de piégeage des radicaux libres
(free radical scavenging) des molécules. C’est un parametre trés important en raison du réle
délétére des radicaux libres dans les aliments et les systemes biologiques (Gulcin et al.,
2010). Dans le test de DPPH, les antioxydants ont pu réduire le radical stable DPPH (couleur violette)
a la diphényle-picrylhydrazine de couleur jaune. La méthode est basée sur la réduction de la solution
alcoolique de DPPH en présence d’un antioxydant donnant de 1’hydrogéne en raison de la formation
de la forme non radicale de DPPH-H. le composé 1b a donné une valeur ECs la plus faible 53pg/mL,
suivi du compose 2b (139ug/mL) et le composé 3b (220ug/mL).

La capacité de donation d’électrons dans une réaction d’oxydoréduction peut étre aussi
utilisée dans la mesure de I’activité antioxydante d’un composé. Cette capacité de donation
d’¢électrons est appelée pouvoir réducteur. Le pouvoir réducteur de fer est mesuré par
spectrophotométrie et se basant sur I'efficacité des antioxydants pour réduire les ions Ferriques
(Fes+) en Ferreux (Fe2+). Les valeurs obtenues pour ce test montrent que les composés testés
présentaient un fort pouvoir réducteur du fer. Le composé 1b est le plus actif avec une valeur de
ECso = 54 pg/mL. Les composés 2b et 3b présentes des valeur similaires (101 et 102 pg/mL).

Le test TBARS est utilisé pour mesurer 1’inhibition de la peroxydation lipidique en présence
des dérivés du benzimidazole synthétisés. Ce test est basé sur la réaction de la malondialdéhyde
MDA (produit secondaire de la peroxydation lipidique) avec I’acide thiobarbiturique TBA
pour obtenir un complexe chromogene (TBA-MDA) avec absorption maximale a 530 nm.
(Mavrova et al., 2015). Les résultats ont montré une activité inhibitrice de la peroxydation
lipidique similaires pour les molécules 1b et 3b (EC50 = 134 pg/mL) et un potentiel
relativement proche pour la molécule 2b (EC50 = 156 pg/mL).

L’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode du blanchiment du -caroténe est
basé sur la sensibilité du B-caroténe aux radicaux libres générés de 1’oxydation de I’acide
linoléique. Alors, ces produits de réaction déclenchent la transformation du B-caroténe en sa
forme incolore. Le degré de décoloration est mesuré par spectrophotométrie et utilisé comme

une estimation de I'activité antioxydante. D’apres les résultats obtenus, le composé 2b semble
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étre le meilleur inhibiteur de 1’oxydation de 1’acide linoléique (EC50 = 181 pug/mL), suivi de
1b (191 pg/mL) et 3b (202 pg/mL).

Resultats de 'activite antioxydante
{valeurs presentés en ECy; | = _N
»
230 220 = 1b |
192 X TN
18t
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Figure 39. Résultat de I'activité antioxydante.

En comparant les résultats de Dl’activit¢ antioxydante et les structures des trois
composeés, on constate que le benzimidazole substitué en position 2 par le phenol (le composé
1b dérivé de la salicylaldéhyde) avec un groupement hydroxyle libre posséde une activité
antioxydante significative, notamment un pouvoir de piégeage des radicaux libres, un pouvoir
réducteur des ions de fer et une capacité inhibitrice de la peroxydation lipidique, tres
remarquables. Ces résultats montrent que le composé 1b était le plus performant, qui
présentaient les concentrations inhibitrices les plus faible et de multiples mécanismes
d’action, du cout c’est le benzimidazole le plus prometteur pour le développement d’un

médicament antioxydant.
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4.2 Activité antibacterienne

La recherche de composés antimicrobiens naturels en microbiologie clinique est
incitée par la nécessité de contrecarrer les maladies infectieuses croissantes causées par de
souches multi-résistantes aux médicaments (MDR : Multi-Drug-Resistant et TDR : Totally
drug-resistant). Dans le domaine biomédical, la résistance bactérienne entraine un besoin
croissant de nouveaux matériaux anti-infectieux efficaces pour prévenir et retarder les
infections associées aux implants et aux dispositifs. Dans les travaux en cours, ’activité
antibactérienne des molécules de synthese (1b-3b) a été testée contre 4 bactéries, dont
certaines sont multirésistantes. Le composes 1b a montre la plus forte activité contre S.aureus
et C.albicans (CMI <0.3125mg/mL), suivie de E.coli et S.typhi (CMI = 0.3125 mg/mL), et
P.aeruginosa (CMI = 0.625 mg/mL). Le compose 2b a également donné des valeurs de CMI
relativement bonnes, pour I’inhibition de E.coli, S.aureus et S.typhi (CMI = 0.3125 mg/mL),
suivie de C.albicans (CMI = 0.625 mg/mL) et P.aeruginosa (CMI 1,5 mg/mL). Le composé
3b a donné des valeurs presque semblable avec, CMI = 0.3125 mg/ml pour I’inhibition de
E.coli, S.aureus, S.typhi et C.albicans, et s’est avéré moins actif contre P.aeruginosa
(Tableau VII). Les molécules analysées étaient moins efficaces que les antibiotiques utilisés
comme témoins de référence.

Tableau V. Résultats de I'activité antibactérienne

E. coli S. aureus P. aeruginosa S. typhi C. albicans
. Molécule
Molécule y s
d’origine
CMI CMI CMI CMI CMI
1b salicylaldehyde  0.3125 <0.3125 0.625 0.3125 <0.3125
2b cinnamaldehyde  0.3125 0.3125 1.25 0.3125 0.625
3b citral 0.3125 0.3125 25 0.3125 0.3125
Antibiotiques Genltgw'”e <0.078 <0.078 0.156 <0.156 nt
Ceftazidime
30Ug <0.156 0.156 0.156 <0.156 nt
Nystatine nt nt Nt nt <0.078*

Ces résultats montrent que les produits synthétisés peuvent étre qualifiée de
bactériostatiques et fongistatiques. De méme, selon la caractérisation chimique les
molécule 1b présentant un groupement hydroxyle été la plus active. Cependant, ces
composés peuvent servir d'antibiotiques en raison de leur capacité a se complexer avec
des protéines extracellulaires solubles et a se complexer avec des parois cellulaires

bactériennes, entrainant souvent leur inactivation et leur perte de fonction (Cushnie et
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al., 2011 ; Wink, 2015). De plus, les benzimidazoles réagissent avec les macromolécules
(protéine, acide nucléiques) pour modifier leur structure.

Les activités antimicrobiennes des produits contenant des groupement hydroxyles
peuvent impliquer différents modes d'action, a savoir la déstabilisation et la
perméabilisation de la membrane cytoplasmique et l'inhibition des enzymes par les
produits oxydés, éventuellement par réaction avec des groupes sulfhydriles ou par des
interactions plus non spécifiques avec les protéines (Borges et al., 2013).

En fait, il est probable que la premiére cible cellulaire des composés synthétisés est
la double couche de phospholipides de la membrane bactérienne, dans laquelle certains
ont la capacité de pénétrer. Lorsqu’une molécule, s’intercale dans la membrane I'espace
entre les chaines d'acides gras des phospholipides s’agrandit, la membrane est alors
perméabilisée, fluidifiée et son réle structurel est perturbé. La perméabilisation de la
membrane peut entrainer des fuites d'ions tels que le potassium ou les phosphates, d'ATP,
de macromolécules comme le ribose, le glutamate. Plus généralement, cette
perméabilisation de la membrane peut conduire a la dissipation des gradients ioniques,

dont celui de pH ce qui ferait chuter la force motrice essentielle a la synthese de I’ATP.
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5 Les résultats du docking

Les composeés 1b et 2b, ont été évaluées pour leur activité inhibitrice de la protéine
4QGH (S.aureus TMK) au moyen du logiciel du docking, AutoDOCK Tools. Les résultats
sont donnés ci-dessous. Le meilleur résultat du docking est la conformation avec une faible
énergie c’est-a-dire qui présente un deltaG le plus faible. Ici on voit que la technique de
docking a sélectionnée 35 conformations candidates pour la molécule 1b et 45 conformations
candidates pour la molécule 2b.

Afin de trouver la meilleure interaction résiduelle telle que Hbond (liaison
hydrogene), vdw (interaction Van Der Waals) dans les sites conservés de protéines en
fonction de I'énergie, de la forme physique compléte. On a d’abord cerné la bonne interaction
en comparant avec les substrats de structures complexes standard (ligands) aux différents
résultats d'amarrage de protéines avec un méme ligand. Parce qu’on général, dans
I’interaction protéine-ligand, on estime l'affinité de liaison du ligand en fonction du score
Dock, de I'énergie, de I'interaction résiduelle (Hbond, vdw, stérique) avec la distance (Ao).

Fondamentalement, la facon dont deltaG est calculé pour une conformation de ligand
particuliere est primordiale pour la probabilité la plus élevée de prédiction deltaG correcte. Si
Le deltaG est plus bas pour le méme ligand lié au récepteur, alors ce ligand a une probabilité
plus élevée d'étre un ligand réel par rapport a d'autres ligands potentiels avec des deltaG plus
élevés. Cette affirmation est celle utiliser pour décrire les meilleures possibilités de
positionnement des molécules synthétisées sur la protéine 4QGH.

5.1 Docking du composé 1b :2-(1H-1,3-benzodiazol-2-yl) phenol avec la
proteine4QGH

4QGH 4QGH/1b (3 sites distincts dedocking)
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Tableau VI. Prédiction dudoking4QGH/1b montrant les valeurs des clusters et deltaG

Cluster ClusterRank FullFitness SimpleFitness Energy deltaG
0 0 -2698.0215 451131 4.51131 -6.7186484
0 1 -2698.002 451214 4.51214 -6.7157845
0 2 -2696.4387 6.14241 6.14241 -6.254637
0 3 -2696.4248 6.13873 6.13873 -6.252206
0 4 -2696.4065 6.14785 6.14785 -6.2462754
0 5 -2694.4067 6.94071 6.94071 -6.689126
0 6 -2694.317 5.37405 5.37405 -6.4399643
0 7 -2693.1934 7.07346 7.07346 -6.058659
1 0 -2697.6125 2.48765 2.48765 -6.7176986
1 1 -2697.6118 2.48767 2.48767 -6.7176614
1 2 -2697.599 2.48827 2.48827 -6.71715
1 3 -2697.5227 2.64863 2.64863 -6.706571
1 4 -2694.3738 4.81484 4.81484 -6.1888676
1 5 -2692.2961 7.54246 7.54246 -6.653075
1 6 -2691.8108 7.57209 7.57209 -6.6087074
1 7 -2688.4355 9.13151 9.13151 -5.9126496
2 0 -2696.834 5.98681 5.98681 -6.581071
2 1 -2696.776 5.95115 5.95115 -6.5757127
2 2 -2695.0515 6.30143 6.30143 -6.1600685
2 3 -2694.8184 5.64897 5.64897 -6.4375534
2 4  -2694.5615 5.58797 5.58797 -6.4231153
2 5 -2694.5151 5.59211 5.59211 -6.4202
2 6 -2693.4907 7.35861 7.35861 -6.5754514
2 7 -2692.3325 7.02003 7.02003 -6.537052
3 0 -2695.3347 7.42517 7.42517 -6.474858
3 1 -2695.3333 7.42683 7.42683 -6.4751034
3 2 -2692.7375 8.74257 8.74257 -6.1763287
3 3 -2692.711 8.74423 8.74423 -6.176862
3 4 -2692.3474 8.86972 8.86972 -6.1520457
3 5 -2691.1296 9.81797 9.81797 -6.336691
3 6 -2691.1145 9.81536 9.81536 -6.3358965
3 7 -2690.9043 9.74165 9.74165 -6.3316045

63



Résultats et discussion

5.2 Docking du composé 2b :2-(1E)-2-phenylethenyl]-1H-1,3-benzodiazole avec la
proteindQGH

4QGH 4QGH)/2b (4 sites distincts de docking)

Tableau VII. Prédiction du docking 4QGH/2b montrant les valeurs des clusters et deltaG

Cluster ClusterRank FullFitness SimpleFitness Energy deltaG

0 0 -2699.6047 5.37538 5.37538 -6.9100585
0 1 -2698.1921 6.61246 6.61246 -6.8119664
0 2 -2696.607 7.65488 7.65488 -6.6744604
0 3 -2695.9387 8.27003 8.27003 -6.6452756
0 4 -2692.7878 11.6507 11.6507 -6.4513264
0 5 -2692.0642 13.4253 13.4253 -6.4595776
0 6 -2691.684 12.9883 12.9883 -6.212192
1 0 -2699.008 6.35037 6.35037 -7.0414324
1 1 -2698.6084  4.83934 4.83934 -6.767182
1 2 -2698.5776 4.84075 4.84075 -6.760628
1 3 -2698.5225 5.03961 5.03961 -6.7724967
1 4 -2695.8801 7.61959 7.61959 -6.542833
1 5 -2695.6929 7.85391 7.85391 -6.4653044
1 6 -2695.4138 8.94096 8.94096 -6.47828

1 7 -2695.0474 8.63102 8.63102 -6.300093
1 8 -2694.8674 8.84174 8.84174 -6.244631
1 9 -2694.1465 9.00115 9.00115 -6.185612
1 10 -2693.7852 9.57298 9.57298 -6.1926594
1 11 -2693.6711 9.59072 9.59072 -6.0696387
1 12 -2693.349 9.64567 9.64567 -6.0817275
1 13 -2690.4526 13.9282 13.9282 -6.8362837
1 14 -2689.933 11.9205 11.9205 -5.67437

2 0 -2697.6726 4.45568 4.45568 -6.7730646
2 -2696.2173 6.27731 6.27731 -6.6488833
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2 2 -2696.149 5.45862 5.45862 -6.6048317
2 3 -2693.3994 8.61206 8.61206 -6.3498316
2 4 -2684.9373 16.4293 16.4293 -5.8467174
2 5 -2684.9058 16.2764 16.2764 -5.8008018
2 6 -2682.026 19.1566 19.1566 -5.82786

2 7 -2681.6187 19.4467 19.4467 -5.739331
2 8 -2680.755 20.3642 20.3642 -5.440697
3 0 -2697.5496 3.9867 3.9867 -6.7166886
3 1 -2697.5374 3.98572 3.98572 -6.7141867
3 2 -2697.4663 4.01547 4.01547 -6.7069454
3 3 -2697.4468 3.9878 3.9878 -6.7062016
3 4 -2695.7478 4.42789 4.42789 -6.5618997
3 5 -2692.1206 6.9857 6.9857 -5.943608
3 6 -2687.4456 7.99564 7.99564 -5.975361
4 0 -2697.2717 3.33869 3.33869 -7.196138
4 1 -2697.2295 3.33185 3.33185 -7.189074
4 2 -2697.2283 3.33256 3.33256 -7.1882653
4 3 -2697.219 3.3321 3.3321 -7.1886954
4 4 -2697.1418 3.33628 3.33628 -7.1815286
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Conclusion

Le présent travail de thése en pharmacochimie s’inscrit dans le cadre de la recherche de
nouvelles molécules d’intérét thérapeutique. Pour ce faire, on a congu suivant le concept
d’hybridation moléculaire, trois molécules derivées du benzimidazole a profils synthétique et
hémi-synthétique, par réaction de I’OPA avec divers aldéhydes (salicylaldéhyde,
cinnamaldéhyde et citral), et évaluées leurs activités antioxydantes et antimicrobiennes par
divers test in-vitro. Le benzimidazole substitué en position 2 par le phenol (le composé 1b
dérivé de la salicylaldéhyde) avec un groupement hydroxyle libre posséde une activité
antioxydante significative, notamment un pouvoir de piégeage des radicaux libres, un pouvoir
réducteur des ions de fer et une capacité inhibitrice de la peroxydation lipidique, trés
remarquables. Pour le test de I’activité antimicrobien, la bactérie Gram positive S. aureus et
la levure C. albicans étaient plus sensibles, que les bactéries Gram-négatives exposés a des
concentrations variables des molécules testées. On avait observe que le dérivé 1b a montré la
plus forte activité antibactérienne contre les souches étudiées avec des CMI tres faibles
variant de. De plus, les molécules testées sont avérées moins actives contre P. aeruginosa.

L’amarrage moléculaire a été effectué par la suite a I’aide du logiciel AutoDock sur la
protéine thymidylate kinase TMK de S. aureus pour mettre en évidence la relation structure-
activité des molécules 1b et 2b et qui se sont révélés étre de puissants inhibiteurs de TMK.

Avec le développement des outils informatiques, les techniques de recherche in silico
sont tres vite introduits dans le domaine de la recherche en biologie, ils ont eu un impact
fondamental dans la compréhension des différents mécanismes biologiques a 1’échele
moléculaire. Entre autres, les techniques de modélisation moléculaire par docking peuvent
étre d'un important soutien a I'identification de nouvelles molécules a visée thérapeutique. En
raison de sa valeur biologique et pharmaceutique, on s’est efforcé d’améliorer les méthodes
qui calculent I’amarrage moléculaire.

Au plan biologique, il sera question :
«De réaliser le criblage pharmacologique notamment anti-infectieux des molécules
synthétisées ;

&D’évaluer également la cytotoxicité des meilleures benzimidazoles bioactives.

66









Conclusion



Annexes

Annexe 1
Tableau. Liste du matériel de laboratoire.

Equipements Verrerie Autre matériel
Rotavap Ballons a fond rond Silice
Centrifugeuse Ballons a fond plat Sable et coton,
Micro-onde Béchers, Support et tubes a essai,
Lecteur optique UV-Vis Entonnoir, Laine verte
Thermostat type Wisecircu® WCR Pipettes pasteur, Propipettes,
- P 8 DHWCRO00208. Verre a pied, Barreaux magnétiques
Lecteur de microplaqgue ELX800  Colonne en verre Microplaques 96
(Bio-Tek) Tubes RMN Microplaques 48
Spectrophotometre Analytik Jena Tubes a essais
Vortex
Spectroscope RMN  400MHz
Bruker

Etuve (Jouan, Berlin, Allemagne)
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Annexe 2.

La fenétre Autodock Tools comporte plusieurs parties :

1) En haut, on trouve des menus qui donne acces aux méthodes générales disponible dans

le lire et écrire des coordonnées et des images, pour modifier des coordonnées, pour la

sélection et pour la visualisation.

2) Une rangée de boutons en haut permet un acceés rapide aux outils les plus populaires

de PMV.

3) Sous les boutons, il y a une série de menus qui accédent aux outils AutoDock

spécifique d’ AutoDock Tools.

4) La visionneuse moléculaire 3D est au centre droit.

5) Le tableau de bord, situé a gauche du visualiseur, permet une sélection rapide, une

visualisation coloriage des molécules actuellement affichées dans le visualiseur.
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