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Introduction général.

Introduction générale

Les organismes vivant, qu’ils soient végétaux ou animaux sont composés de cellules.
Ces cellules sont le siege de nombreuses réactions biochimiques. Parmi les molécules qui
constituent ces cellules, nous pouvons distinguer une catégorie particuliere : les complexes,

constitués de cations métalliques et de ligands.

Dans les systemes biologiques, les cations métalliques jouent un réle important dans le
fonctionnement cellulaire et la transformation des molécules naturelles. En effet, ce sont ces
éléments qui conférent a certaines protéines les propriétés catalytiques et structurales
indispensables & leurs activités .Treize métaux sont considérés comme essentiels a la vie.
Parmi ces treize éléments neuf métaux appartiennent au bloc d de la classification périodique
et existent a 1’état de trace (Fe, Zn, Cu) ou d’ultra-trace (V, Cr, Mn, Co, Ni, Mo...) [1].

La chimie et la biologie font aujourd'hui partie intégrante de notre environnement quotidien,

ces deux disciplines étant a la croisée de nombreuses industries et de nombreux secteurs.

L'importance des métaux de transition augmente considérablement en biologie, en particulier
dans le sous-domaine de la chimie bio-organométallique car il offre un domaine prometteur
pour développer de nouveaux médicaments avec des mécanismes d'action inhabituels. Afin de
profiter de ses propriétés spéciales, les métaux de transition sont utilisés dans un certain

nombre d'applications de santé [2].

Au cours de ces derniéres années, des composés organométalliques a base de métaux de
transition ayant une importante activité biologique ont été signalés pour des activités :
antibactérienne [2], antidiabétique [3], antioxydante [3], anti-inflammatoire [4], comme
inhibiteur d’enzymes [5], et bien plusieurs autres activités. Ces derniers ont été aussi
introduits comme nouvelles thérapies potentielles contre diverses maladies telles le cancer, le
VIH, le paludisme et qu’ont déja trouvé des applications radiopharmaceutiques et comme
antibiotiques [6]. Ainsi qu’exercant des effets positifs dans le traitement de la maladie
d’Alzheimer [4].

En revanche, la synthése de complexes métalliques bioactifs avec des ligands
biologiquement actifs et I'évaluation de leur activité biologique sont le sujet d'intérét des
recherches émergentes actuelles [4]. Non seulement les ligands bioactifs peuvent améliorer
leurs profils de bio-activité, mais aussi des ligands inactifs pourrait acquérir des propriétés

pharmacologiques [7].
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Introduction général.

L’objectif du présent travail est la synthése de nouveaux complexes a base des sels de
cuivre, cobalt, et fer avec cinq sorte de différents ligans a savoir, I’acide mercaptosuccinique
(L1), P’acide gibbérellique (L2), I’acide phtalique (L3), 1’acide cis-4-Aminocylohexan
carboxylique (L4) et le 5,6- Dimethylbenzimidazole (L5). Ces complexes seront identifiés par
analyse Raman, caractérisés par diffraction des RX, étudiés par cristallographie et par la suite
une étude biologique de différentes activités sera effectuee.

Outre I’introduction et la conclusion générale, le présent travail est scindé en deux parties

distinctes :

La premiére partie congoit une synthese bibliographique ; elle est répartie en trois
chapitres. Le premier présente une mise au point bibliographique sur les complexes
organométalliques et leurs intéréts en biologie. Celle-ci est référée par les récents travaux
concernant la synthése, I’identification et 1’évaluation biologique des complexes a base de
métaux de transition.

Le deuxiéme chapitre concerne les techniques expérimentales relatives a la collecte
et le traitement des données de diffraction des rayons X sur monocristal. Nous introduisons
ensuite des notions sur la détermination des structures cristallines. Des approches sur
I’analyse Raman et I’analyse élémentaire ont également été envisagées. Le troisieme chapitre
est consacré aux différentes activités biologiques et de leurs maladies associées,

La deuxiéme partie est réservée a la partie expérimentale. Nous allons présenter en
détail le matériel, les méthodes et le mode de synthese de ces complexes avec les cing ligands
et les sels métalliques dans différents solvants, tous cela seront dans le premier chapitre. Et
dans le chapitre qui suit; nous allons montrer I’identification des complexes les plus
importantes par analyse Raman et analyse élémentaire, et la caractérisation par diffraction des
rayons X sur monocristal (DRX).

Nous rapportons aussi en détail ’interprétation et la discussion des activités biologiques
intéressante adoptées pour ces complexes.

Une conclusion générale viendra enfin clore I’ensemble du travail réalisé, mettant en

exergue ses résultats les plus importants et évoquant et quelques perspectives a venir
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Chapitre I: Les complexes organométalliques et leur intérét biologique.
Partie | : Synthése bibliographique

I. Introduction

Au début de la chimie de coordination [8-10], on tentait d’expliquer la structure et la
formation de substances chimiques qui sont aujourd’hui extrémement simples, mais qu’on
appelait auparavant « composés complexes » a cause de la consternation que leur existence

0®M€ siecle car ces substances sont

générait dans I’esprit des chimistes au debut du 2
stables et en méme temps ce sont des combinaisons de composés chimiques
indépendamment stables.

Il est commode mais pas toujours trés juste de considérer qu’un composé de
coordination est constitué d’un donneur d’électrons (ligands ou base de Lewis) et d’un
accepteur d’électrons (atome métallique, cation ou acide de Lewis). Le donneur en
général un atome ou une molécule qui possede des doublets électroniques libres
relativement électronégatifs et I’accepteur est soit un métal, soit un métalloide. Un composé
de coordination [11-12], complexe de coordination ou un complexe organométallique se
sont des nominations pour la méme définition d’un édifice moléculaire formé d'un centre
métallique entouré de groupes donneurs d'électrons appelés ligands.

Suivant la nature et la charge de chacun des composants du complexe, celui-ci peut étre
neutre, chargé positivement ou négativement. Le plus souvent, le métal est chargé
positivement (oxydé). Les ligands qui peuvent étre soit des ions, des atomes ou des

molécules, sont soit neutres, soit chargés (négativement ou positivement).

I1. Les métaux de transition

I11.1. Généralités

Un métal est un corps simple, solide et cristallin. Les métaux sont classés en plusieurs
catégories : les métaux alcalins, les métaux alcalinoterreux et les métaux de transition.

L’UICPA (Union internationale de chimie pure et appliquée) définit les métaux de transition
comme des éléments avec une sous-couche « d » incompléte ou des éléments pouvant former
des cations avec une sous-couche « d » incompléte.

Les éléments du bloc « d » du tableau périodique ou éléments de transition tiennent ce nom
de leur situation dans le tableau périodique placé entre les élements du bloc « s » et du bloc
«p» (Figure 1), qui regroupent tous les éléments présents dans le bloc d du tableau

périodique, qui s’étend de la colonne 3 a la colonne 12 (périodes 4 a 7) mais qui n’inclut pas

Elaboration et caracterisation des composes d’interet biologique. 3
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les lanthanides ni les actinides. Ces éléments de transition forment de nombreux composés de
coordination [13-14].

Les éléments de transition ont tous leur orbitale «s» saturée mais, different par leur
orbitale «d» incompléte. C’est précisément cette orbitale qui, parce qu’elle n’est pas
totalement remplie, permet aux meétaux de transition de former des complexes avec des
ligands non métalliques, ils se sont avérés a accepter une paire d'électrons d'une autre
molécule, qui est connue comme un ligand ou coordinat, avec formation d’une liaison
covalente entre ces derniers [15].

Comme tous les métaux, ce sont de bons conducteurs de la chaleur et de 1’électricité. Ils sont
solides dans les conditions normales de température et de pression, avec une masse volumique
et une température de fusion élevée. Ils peuvent former une grande variété d’especes ioniques
dans une gamme d’états d’oxydation étendue, grace a la faible différence d’énergie entre ces
différents états d’oxydation, ce qui donne lieu a des complexes diversement colorés en raison

des différentes transitions électroniques au sein de la sous-couche d incomplete [16] .

Meétaux de transition

Sc Ti V. Cr Mn Fe Co Ni Cu zn
'Y Zr Nb Mo ‘Tc Ru Rh Pd Ag cd

Hf Ta W Re Os Ir Pt Au Elg

HARIUM  TANTALUM  TUNGSTEN
G iy

m "

Rf Db S9 Bh Hs Mt Ds Rg Cn

DL sadecuu B AT oL COPENIILM

Lanthamde

Actinide

Figure 1.Tableau périodique ; métaux de transition
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Ces métaux représentent de nombreuses propriétés qui confere une utilité a la biologie parmi

les quelles en cite brievement :

= La charge: Les ions métalliques sont chargés positivement dans les solutions
aqueuses, mais cette charge peut étre manipulée en fonction de I'environnement de
coordination afin qu'un métal complexé par des ligands puisse étre cationiques,
anioniques ou neutre.

»= L’interaction avec les ligands : Les ions métalliques se lient aux ligands par des
interactions le plus souvent fortes et sélectives. Les ligands conférent leur propre
fonctionnalité et peuvent régler les propriétés du complexe global qui sont uniques de
ceux du ligand ou du métal seul.

= Structure et liaison: Les complexes métal-ligand s'étendent une gamme de
géométries de coordination qui leur donnent des formes uniques par rapport aux
molécules organiques, les longueurs de liaison, les angles de liaison et le nombre de
sites de coordination peuvent varier en fonction du métal et de son état d'oxydation.

= Caractere acide de Lewis : Les ions métalliques a haute affinité électronique peuvent
polariser de maniere significative les groupes coordonnés a eux, facilitant les réactions
d'hydrolyse.

»= Sous couche d incompléte : Pour les métaux de transition, le nombre variable
d'électrons dans les orbitales de la couche d confere une électronique intéressante et
des propriétés magnétiques aux complexes de métaux de transition.

= Activité redox : Couplé avec la variabilité des électrons dans la sous couche d, c’est
la capacité de nombreux métaux de transitions de subir des réactions d'oxydation et de
réduction a un électron. La réactivité des centres métalliques en biologie repose
principalement dans leur caractére acide de Lewis ou redox-actif.

Les métaux du bloc « d » peuvent montrer plusieurs états d'oxydation car leurs
électrons de valence peuvent étre présents dans plus d'un orbitale atomique.
La biologie a profité de ces propriétés chimiques des métaux pour remplir plusieurs

réles fonctionnels [17].

= Configurations électroniques : Généralement, les configurations électroniques de
I'état fondamental des métaux du bloc « d » de la premiere, deuxiéme et troisieme
rangée suivent le remplissage progressif des orbitales atomiques 3d, 4d et 5d

respectivement, a I’exception du chrome (Figure 2) [18] .
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\Y Cr Mn Ni Cu n

dl 52 dZSZ d3.32 dSS'I dzsz d{,sz d?SE dasz dms'l dmsz

Figure 2.Exemples de configurations électroniques d'état fondamental

11.2. Les métaux de transition présents dans le corps humain

Les élements chimiques essentiels a la vie sont répartis en trois grandes parties : les éléments
majoritaires (H, C, N, O, S), les macro-minéraux (Na, K, Mg, Ca, Cl...) et les éléments traces

dont font partie les métaux de transitions (Fe, Zn, Cu, Mo, Ni, Co, Mn...) [2].

Un grand nombre d’¢éléments métalliques aujourd’hui appelés oligo-éléments sont

nécessaires pour un développement sain des animaux.

Les meétaux de transition sont nécessaires a des niveaux infimes pour les fonctions des
cellules normales, et comprennent le fer, le cuivre, le manganese, le zinc, le sélénium, le
chrome, nickel le cobalt, et bien d’autres. Ils ont été reconnus et étudié¢ principalement dans le
contexte de leur rble de cofacteur structurel et métabolique pour des biomolécules qui
composent les systemes vivants, ils font partie intégrante de nombreux enzymes, appelés
métalloprotéines [19] qui sont des protéines qui peuvent se lier a au moins un ion métallique
en tant que cofacteur.

La plupart des métaux de transition, tels que Zn, Fe et Cu, sont hautement toxiques sous
leur forme ionique libre, par conséquent les niveaux cellulaires systématiques de ces métaux
doivent étre activement surveillés. En effet, il existe de nombreuses protéines impliquées dans
la détection, le transport et le stockage des ions métalliques dans les systémes biologiques
pour maintenir leurs niveaux homéostatiques, aussi leur carence entraine une perte cruciale
d’activités enzymatiques. Ces éléments essentiels servent comme cofacteurs structuraux pour
les proteines et les acides nucléiques [19-20].

De nombreuses protéines dépendent des métaux pour aider a maintenir leurs structures
ensemble [20] , mais ils exercent également le role de cofacteurs métaboliques des enzymes
qui catalysent une multitude de réactions chimiques indispensables a la vie et facilitent les
processus essentiels y compris le transport d'oxygeéne, la synthese de neurotransmetteurs, le
métabolisme, la pigmentation, la coagulation du sang, la construction de la matrice

extracellulaire, le développement et bien d’autres processus [21].

1
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En conséquence, il a été estimé que pas moins de 25 a 50% du protéome utilise des ions de
métaux de transition pour exécuter diverses fonctions essentielles aux organismes [22].

Les métaux impliqués dans ces processus biologiques sont, soit liés directement aux
protéines, soit a des cofacteurs (comme les porphyrines ou les cobalamines), soit a des
clusters, eux-mémes ligands de protéines. Les principaux atomes ligands des métaux sont
I’azote, I’oxygene, le soufre et le carbone.

Il existe de nombreux complexes de fer différents chez I'homme, comme 1’hémoglobine
(Figure 3.1), la myoglobine, la transferrine, la catalase, le cytochrome ¢ (Figure 3.2) et bien
d’autres complexes [23].

Le cobalt se trouve dans la vitamine B12 (Figure 4) [6], une carence en cette derniere
provoque la maladie grave de l'anémie pernicieuse chez I'nomme, ce qui indique le réle
essentiel du cobalt [23].

Le cuivre est un micronutriment important qui fait partie de plusieurs protéines, parmi celles-
ci on trouve la céruloplasmine (elle peut lier au moins six ions de cuivre et elle est impliquée
dans les mécanismes de transport du fer) et le cytochrome ¢ oxydase (est un complexe
protéinique ancré dans la membrane interne des mitochondries qui catalyse la réduction de
I'oxygene moléculaire en eau). Il est impliqué dans I’activation de nombreuses enzymes

comme la glutathion pyroxydase et I’héphaestine [24].

CH-

CH->

O OH

Figure 3.1. La structure de I’hémoglobine humaine
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Figure 4.La structure cristalline du cobalt
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11.2.1. Le cuivre ; Cu
11.2.1.1. Propriétés physicochimique

Le cuivre est un métal noble qui existe a I'état natif et est exploité depuis plus de 2000 ans.
Le mot cuivre et le symbole Cu est dérivé du nom Cuprum, ce métal a été trouvé dans
plusieurs sites et notamment a Chypre, ce qui lui a donné son nom.

Le cuivre se situe dans la colonne 11, la méme colonne que 1’argent et I’or. Il appartient au
sous-groupe (IB) de la classification périodique et est le numéro 29 des éléments dans le
tableau périodique. 1l a un poids atomique de 63,54, c'est un lourd métal avec une densité de
8,96 et un point de fusion de 10838°C. Un métal de couleur rougeatre, il possede une
exceptionnelle conductivité thermique et électrique.

Le cuivre présente une riche chimie de coordination, principalement dans les états
d'oxydation monovalent (+1) et divalent (+2), un troisiéme état d'oxydation instable (+3) se
produit dans certains composés cristallins. Bien que le cuivre soit un élément relativement
inerte, il forme une large gamme de composés cuivreux (Cu I) et cuivrique (Cu Il), la plupart
des composés cuivreux sont facilement oxydé sous forme cuivrique [25].

Cu (1) : les ions ont une configuration d*° et sont capables de former des complexes avec des
ligands qui ont des caractéristiques de donneur «molles» telles que celles contenant du
thioéther S, P et groupes azotés aromatiques. Ces complexes ont tendance a présenter une
géométrie linéaire (numéro de coordination (CN) égal a 2), trigonale (CN=3) ou tétraédrique
(CN=4).

Cu (I1) : les ions ont une configuration d° et des complexes dans lesquels le cuivre a un CN
qui varie de quatre a huit, y compris les plus communs de 4 ou 6 qui sont : le plan carré

(CN=4), bipyramidal trigonal et arrangements pyramidaux carrés (CN=5), et la géométrie
octaédrique (CN=6) (Figure 5) [26].

Elaboration et caracterisation des composes d’interet biologique. 9
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Figure 5.Coordinence des ions de cuivre

11.2.1.2. Propriétés biologiques

Le cuivre est un oligo-élément essentiel, et est un catalyseur important pour la synthése de
I'héme et l'absorption du fer. C’est le troisiéme oligo-élément abondant dans le corps apres le

zinc et le fer. Dans le corps humain, la majorité des ions cuivre se trouve sous forme de Cu?*.

Presque toutes les cellules du corps humain utilisent du cuivre, car la plupart du cuivre du

corps semble étre étroitement lié a plusieurs métalloprotéines différentes.

Le cuivre est utilis¢ depuis des siécles pour la conservation de 1’eau et de la nourriture

notamment par I’Egypte ancienne.

Avant la découverte des micro-organismes, 1’homme a utilisé des préparations a base de

cuivre pour leurs maux de gorge, éruptions cutanées et pour 1I’hygiéne quotidienne [27].

1
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Historiquement, le cuivre a été utilisé pour soigner les infections et pour le traitement d'une
variété de maladies, notamment les ulcéres chroniques, les maux de téte, otites, polyarthrite

rhumatoide (PR), le plus souvent sous forme de bracelets et pommades.

Il s'est avéré étre un élément métallique multifonctionnel avec également des activités

antimicrobiennes, anti-inflammatoires, et antibactériennes [27].

11.2.2. Le cobalt; Co
11.2.2.1. Propriétés physicochimiques

Le cobalt a été isolé pour la premiére fois en 1735 par le chimiste suédois Georg Brand.
C’est un élément chimique de symbole Co et est un métal de transition du bloc d, il est le
premier et le plus 1éger des métaux de transition du groupe 9 avec un numéro atomique de 27,
une masse atomique de 58.93, et une configuration atomique de [Ar] 3d74s2. Il a une couleur
grise argenté, sans odeur, non volatil, chimiquement réactif avec les acides dilués, insoluble

dans I'eau a I'exception de la poudre de cobalt ultrafine.

Le cobalt a un seul isotope naturel (Co®) stable, mais les douze autres isotopes connus sont
radioactifs, leur masse variant de 54 a 64.
Les composés du cobalt peuvent se produire dans divers états d'oxydation (0, +1, +2, +3 et

+4) mais les états d'oxydation +2 et +3 sont les plus courantes [28-29].

11.2.3. Le fer; Fe
11.2. 3.1. Propriétés physicochimiques

Le fer est I'élément chimique avec le symbole Fe (latin: ferrum) et le numéro atomique 26. Il

fait partie du groupe 8 du tableau périodicue avec une configuration électronique [Ar] 3d%4s?

Le fer est un métal extrait du minerai de fer et ne se trouve presque jamais a I'état
élémentaire libre. Les états d'oxydation du fer les plus élevés sont Fe (VI) et Fe (IV), tandis
que le Fe (V) est tres rare. Les états d'oxydation +2 pour Fe (Il) le fer ferreux et +3 pour Fe

(111) le fer ferrique sont les plus courants pour le fer [30].

Elaboration et caracterisation des composes d’interet biologique. 11
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I11. Les complexes organométalliques

I111.1. Définitions

Complexe de coordination : il est défini comme une structure chimique constituée d'un
atome central ou d'un ion métallique central, associé de maniere covalente a des anions ou
molécules environnants appelés ligands par des liaisons chimiques [18].

Complexe organométallique : est un composé résultant de la complexation entre les
groupes organiques et les atomes des métaux avec formation d’au moins d’une liaison

directe métal-carbone [31].

L’ensemble des complexes ont une formule générale comme suit :

[MXxLi]?

M: atome central (métal).

L: ligands pairs (apporte une ou plusieurs pairs d’¢électrons au métal)

X: ligands radicalaires (apporte une ou un nombre impair d’¢électrons au métal)

z: charge du complexe (si elle n'est pas nulle)

I: nombre de ligands de type L coordonnés

x: nombre de ligands de type X coordonnés [32]

Bio-organométallique : le terme de chimie bioorganométallique a été introduit en 1985
par Gerard Jaouen qui définit un domaine multidisciplinaire dédié a la synthése et I'étude
de biomolécules ou plus précisément les complexes organométalliques biologiquement
actifs. Le terme recouvre en fait des complexes formés a l'aide de ligands
organométalliques classiques (par exemple CO (carbonyle), alkyles, especes liées par
liaison m) ou des biomolécules (stéroides, acides aminés, sucres, peptides, ADN,

vitamines, enzymes, anticorps) liés par des liaisons directes métal-carbone (Figure 6).

Ce champ interdisciplinaire se situe a la frontiere de la chimie, la biochimie, la biologie et la

médecine [33].

1
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Chimie inorganique < = > . .
Chimie organique
Matériel Syntheése organique
Chimie
Catalyse Organomeétallique chimie bio-organo- Biologie
metallique

Figure 6.Relation de la chimie organomeétallique (complexes avec des liaisons directes métal-
carbone) aux principales disciplines liées

Et Pour aborder la chimie des complexes, il faut bien connaitre les concepts de base
de la chimie de coordination. Celle-ci a d'ailleurs été fondée par le chimiste alsacien Alfred
Werner (1866-1919, prix Nobel en 1913) [34].

Depuis quelques années, il existe en chimie organométallique un intérét croissant pour les
molécules présentant des fonctions susceptibles de coordonner un métal ¢’est-a-dire plusieurs

sites de coordination.

Le facteur qui peut jouer sur la réactivité des ligands est la présence d’hétéroatomes ; les
substrats contenant les éléments comme le soufre ou I’azote peuvent interagir fortement avec
le site métallique et ralentir ou bloquer la réaction. Les ligands héteroatomiques présentent
une catégorie trés intéressante, pour la préparation des synthons qui sont importants pour
I’industrie. En particulier, les aldéhydes, acides ou alcools contenant le groupement

aromatique sont des objectifs synthétiques intéressants pour la synthése de médicaments [25].
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111.2. Historique

Le Salvarsan® puis le néo-salvarsan, des composés ayant une liaison directe As-C,
sont les premiers complexes organométalliques mis au point par Paul Ehrlich et appliqués en

chimiothérapie expérimentée [35].

Ces substances chimiques ont été consacrées a la défense contre la syphilis et elles ont
contribué de facon déterminante a I'émergence de la chimiothérapie. Néanmoins, les
antibiotiques (y compris la pénicilline) furent préférés durant la deuxieme guerre mondiale.
De 1960 a 1970, la découverte du cisplatine (un produit anti-tumoral) par M. Rosenberg a
permis de donner un élan nouveau a l'utilisation des médicaments métalloides en tant que
métaux de transition et chimie de la coordination. Pendant la méme peériode, il a été découvrir
de nouveaux types de liaisons métal-carbone, notamment le métallocenes, les carbonyles
métalliques et les carbénes métalliques. Les composés organomeétalliques ont été considéres
comme étant instables dans les milieux aqueux et inappropriés pour un systeme biologique.
Gérard Jaouen a défini en 1985 le terme de "chimie bio-organométallique™ comme étant la
synthese et I'étude des entités organométalliques présentant un intérét biologique et médicinal.
Trois précédentes revues ont traité du domaine de la chimie bio-organométallique. Cette étude
présente les diverses utilisations thérapeutiques des composants biosynthétiques
organométallique [35].

111.3. Caractéristiques générales

Les complexes organométalliques présentent des caractéristiques similaires a ceux des
complexes métalliques puisqu'ils représentent un sous-groupe des complexes métalliques, les

propriétés les plus célebres des complexes métalliques sont les suivants :

a. La variété de leurs numéros de coordination et géométries, les réactions prévisibles

d'échange de ligands et toutes les caractéristiques des métaux [35].

Toutes ces caractéristiques sont trés utiles pour la création de nouveaux

pharmacophores non accessibles par des moyens strictement biologiques de synthese.

Les métaux, par comparaison avec le carbone, permettent d'obtenir une haute diversité
structurelle des composants métalliques Ainsi, par exemple, le centre octaédrique avec que
six substituts distincts puissent constituer 30 stéréo-isoméres comparativement a seulement 2

pour un carbone tétragonal asymétrique, il offre cependant plusieurs possibilités pour

1
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organiser les substituts dans I'espace en trois dimensions et par conséquent, pour diriger les

ligands vers le récepteur [35].

Cette importante diversité de structures est couramment appliquée par les travaux de

Meggers sur les complexes de ruthénium comme inhibiteurs de kinases.

b. Aussi, la capacité de prévoir le ligand, la réaction d'échange fait des complexes
métalliques des candidats intéressants pour une synthése combinée et un screening a
grand débit [35].

Enfin les complexes métalliques présentent un intérét particulier en raison de leurs
caractéristiques des metaux, comme la cinétique d'échange de ligands ajustable, par exemple,
propriétés catalytiques, les activités redox, acidités de Lewis, un acceés aisé aux radicaux, des
propriétés magnétiques, des caractéristiques spectroscopiques et des propriétés de la
radioactivité. Ces propriétés de métaux autorisent la génération de certaines fonctions sur

mesure [35].

111.4. Types de complexes organométalliques

La classe des complexes est fondée en fonction du nombre d'ions centraux (ou d'atomes)

contenus dans ces dernierson a:

e Les complexes qui sont structurés selon un ion central unique. Ils sont des complexes

monomeétalliques (aussi appelés mononucléaires) [36].
e Les complexes qui comporte deux ions métalliques ou plus, ici on parle de complexe

bimétalligue  (bi-nucléaire),  tri-métallique  (tri-nucléaire),  polymétallique

(polynucléaire) [36].

111.5. Evaluation biologique et application des complexes organométalliques

Les composants organométalliques sont un trés grand groupe de matieres ayant joué
un important role de développement dans la chimie. Ils sont utilisés dans une trés large
mesure en tant que catalyseurs et ce depuis 1985 [35]. Leur importance aussi peut étre

remarquée par leur présence dans les organismes vivants.

Les composés organométalliques présentent un intérét biologique, médicale et dans la

conception rationnelle de nouveaux médicaments et pharmacophores, ceci est grace a de
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nombreux propriétés tel la présence d'une variété de nombres de coordination et de
géométries, les réactions d'échanges de ligand prévisible et 1’ensemble des propriétés

caractéristiques des métaux [35] qu’on a déja cité.

Les composés metallo-organiques a visée thérapeutique que ce soit dans le cadre des

thérapies anticancer, d'agents de contraste, dans le traitement des inflammations, des

Figure 7.La structure cristalline de [Cuz(Indo) 4(DMF);]

agressions infectieuses et/ou d'inhibiteurs enzymatiques ont été largement étudies.

Le cuivre est I'un des bios métaux les plus importants non seulement en raison de son
role dans les protéines mais aussi en raison de son potentiel activité synergique avec des
médicaments. D'ailleurs les complexes de cuivre ont été développés comme des
antimicrobiens mais aussi pour le traitement de maladies impliquant une dyshoméostasie du
cuivre qui est étroitement réglementée dans les cellules procaryotes et eucaryotes on assurant
des quantités suffisantes pour la biosynthése des cuproprotéines, tout en limitant la production
de stress oxydatif. En outre, de nombreux complexes de cuivre sont actuellement évalués
pour une variété d’indications thérapeutiques par exemple, (la maladie d’Alzheimer et la
sclérose latérale amyotrophique) qui nécessitent une gamme d'effets pharmacologiques liés au
cuivre. En cite a titre d’exemple le complexe [Cull (indométacine) 4 (DMF) 2] qui est utilisé

comme médicament anti-inflammatoire non stéroidien (Figure 7) [36].

La résistance aux antibiotiques est aujourd'hui I'une des plus grandes menaces a la
santé mondiale et a la sécurité alimentaire, par conséquent le développement de nouveaux
antibiotiques ou molécules présentant une activité contre les souches pathogenes devient de

1

Elaboration et caracterisation des composes d’interet biologique. 16



Chapitre I: Les complexes organométalliques et leur intérét biologique.

Partie | : Synthése bibliographique

plus en plus urgent [37]. Une attention de plus en plus importante a été accordée au
développement de nouveaux antibiotiques; notamment métallo-pharmaceutiques, les produits
de synthése se virent ainsi d’€tre d’excellents agents antimicrobiens. Une pléthore de

médicaments antibactériens a été synthétisée depuis 1930.

L'un des premiers métallodrogues thérapeutiques était le salvarsan, un agent
antimicrobien a base d'arsenic développé par Paul Ehrlich, il a été testé et publié comme un

traitement efficace contre la syphilis [38] (Figure 8).
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Figure 8.Especes cycliques comme modeles de salvarsan

Le cuivre a ¢été admis par 1’agence américaine de protection de I’environnement
comme un premier agent antimicrobien métallique en 2008, de plus, environ de 300 alliages
de cuivre ont été enregistrés en tant qu’agents antibactériens capables de lutter contre la
prolifération de certaines bactéries responsables d’infections potentiellement mortelles [39].
Les propriétés antibactériennes du cuivre sont également a 1’origine d’une nouvelle
application qui se manifeste par 1’utilisation de ce métal comme agent de surface antibactérien
[27].

De nos jours, 1’utilisation d'ions métalliques est un champ de bataille dans la lutte
entre la défense de I'hdte et la virulence microbienne. Afin d'améliorer I'efficacité des
antibiotiques et de réduire le développement de la résistance aux antibiotiques, les
antimicrobiens a base de cuivre ont été developpés en tant que nouvelle classe de produits

thérapeutiques [40].
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La préparation de complexes de métaux de transition avec des ligands dérivés d’imidazole (2
methylimidazole/2-Melm, 5-methylimidazole/5-Melm, 2-ethylimidazole/2-Etim) a été payée
une attention considérable en raison des propriétés pharmacologiques des ligands et des
complexes. De nouveaux complexes d’acrylate de cuivre (II) avec ces dérivés ont été
synthétisés et caractérisés (Figure 9) et ont montré une activité antimicrobienne in vitro
contre les bactéries (S. aureus, Bacillus subtilis, P. aeruginosa, E. coli) et les champignons (C.
albicans), démontrant leur potentiel pour le développement de nouveaux agents

antimicrobiens [41].

Figure 9. (a) structure cristalline du complexe trans-[Cu (2-Melm) 2(acr)z]. (b) structure
cristalline du complexe Cis-[Cu (2Etm) 2(acr)2]. (c) structure cristalline du complexe trans-
[Cu (2-Etlm)2(acr)2]

Les complexes de cuivre [Cu (NO3) (L)] 2 C2HsOH (figure. a), [Cu (L)2] H20 (Figure.
b), [Cu (Br)(L)] H20 CH3OH (Figure. c) et [Cu(CI)(L)] C2HsOH (Figure. d) (L = 1-phényl-3-
méthyl 4-benzoyl-5-pyrazolone-4éthyl-thiosemicarbazone) (Figure 10) ont été evalués pour
I'activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus, Bacillus cereus et Salmonella abony

1
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Chapitre I: Les complexes organométalliques et leur intérét biologique.

par rapport a celui de I'antibiotique clinique Furacilinum, les complexes a, b, c et d, étaient 3 a

6 fois plus actifs contre S. aureus et B. cereus que Furacilinum et 22 a 25 fois plus actif contre

S. abony. Le mécanisme d'action de ces complexes pourrait étre le blocage des sites de liaison

des métaux sur les enzymes bactériennes [2].
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Figure 10.La structure des complexes a, b, cetd

Dans une autre étude menée, il a été constaté que le sel CoCl2.6H20 a augmenté

I'efficacité d'inhibition de croissance de la pénicilline incubée avec Staphylococcus aureus,

Bacillus subtilis, Escherichia coli et Proteus vulgaris. L'activité antibactérienne de la
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pénicilline contre Staphylococcus aureus en combinaison avec une trace de CoCl,.6H.0 a
augmentée de 4 a 8 fois.

Les complexes de cobalt (CoCl,) avec des dérivés de benzazole (2-methylbenzimidazole, 2-
Methylbenzoxazole et le 2-methylbenzothiazole) (Figure 11. a, b et ¢) ont été synthétisés et
évalués ainsi que leurs ligands in vitro contre des bactéries a gram négatif (Staphylococcus
aureus résistant a la méticilline (SARM), S. aureus, B. subtilis, E. faecalis, L. monocytogenes,
E. coli) et des bactéries a gram positif (s.typhimurium, K. pneumoniae, V. parahaemolyticus),
il a été demontré que l'activité antibactérienne des complexes est augmenté de maniére

significative par rapport au ligands libres [2].

Figure 11. (b) structure cristalline du complexe dichloro-bis (2-methylbenzoxazole)-cobalt(I1)

1
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Figure 11. (c) structure cristalline du complexe dichloro-bis (2-methylbenzothiazole)-
cobalt(I1)

Le systéme de code couleur pour les atomes comprend :

e blanc pour I'hydrogéne ;

e noir pour le carbone ;

e Dbleu pour l'azote ;

e rouge pour l'oxygéne ;

« jaune profond pour le soufre ;

 violet pour le phosphore ;

 vert clair, intermédiaire, intermédiaire sombre et sombre pour
les halogenes (fluor, chlore, brome, iode) ;

« argent pour les métaux (cobalt, fer, nickel, cuivre) [2].

Divers complexes de cobalt(l11) a base de ligands mixtes comprenant le ligand de la
phénanthroline (cis-Bis(dodecylamine) bis(dipyrido[n-a:2',4’-c] phenazine)cobalt(l11) ion)
possédent une activité antivirale par leur interaction avec des matrices d'acides nucléiques et
empéchent une synthése provirale de I’ADN ont été synthétisés t caractérisés (Figure 12)
[42].
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Figure 12.Structure du cis-Bis (dodecylamine) bis (dipyrido[n-a:2’,4'-c]phenazine)cobalt(111)

Le composé ferrocénique (3-(4,4-diferrocenoylbutanamido)-2,4-dihydroxybenzoic
acid) inspiré¢ de 1’antibiotique naturel platensimycine inhibe sélectivement la croissance d’une

souche de Staphylococcus aureus (Figure 13) [43].

1
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Figure 13.La structure du composé 3-(4,4-diferrocenoylbutanamido)-2,4-dihydroxybenzoic

acid

Par ailleurs le zinc est le deuxieme oligo-élément le plus abondant dans le corps
humain, il présente un grand intérét biologique, comme I’activité antifongique mais aussi
I'activité antimicrobienne. Récemment des complexes Cu (Il) et Zn (II) avec des
thiosemicarbazones aromatiques N-substituées ont été rapportées comme de bons candidats
métallo-antibiotiques (Figure 14) [44].
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Figure 14.Complexes métalliques de thiosemicarbazone

Bis [cis-amoniocyclohexanecarboxylate] poly [Bi aqua copper (l1) - p — sulfato-K? O: O’]

Dés la découverte du cisplatine en 1965, les chercheurs ont cherché a trouver de

nouveaux médicaments a partir de métaux en espérant qu'ils seraient remplacés par des
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complexes métalliques a moindre codt, présentant moins d'effets secondaires et ayant une
meilleure valeur thérapeutique. Parmi les autres métaux étudiés pour leurs propriétés
anticancéreuses, les composés du ruthénium ont des propriéetés telles que la capacité d'imiter
le fer en se liant aux molécules biologiques, une toxicité systémique réduite et une grande
affinité pour les tissus cancereux par rapport aux tissus normaux, ce qui en fait des candidats

attrayants comme médicaments anticancéreux [44].
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Figure 15.Complexes anticancéreux

Vers la synthése de puissants médicaments anticancéreux, Plusieurs complexes de
Cu(l) ont été synthétisés et testés in vitro et in vivo, car ils présentent une activité cytotoxique
par apoptose cellulaire ou par inhibition enzymatique. Ces complexes contiennent des bases
bi-Schiff comme ligands et permettent de réduire la taille des tumeurs, ainsi que de retarder

les métastases tout en augmentant significativement la survie de I’hdte [45].

Le complexe de Cu (Il) avec les ligands de la carboxamidrazone (LCuClz) puisse
faciliter ou bloquer le fonctionnement des récepteurs d'cestrogenes. De plus, la coordination
des adénines N6-substituées par le Cu(ll) se traduit par une augmentation de l'activité

cytotoxique vis-a-vis de différentes sortes de cancers chez I’homme (Figure 16) [45].

1
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Figure 16.La structure du composé Pyridyl-2-carboxamidrazone

Le complexe 2,6-bis (benzimidazo-2-yl) pyridine cuivre (I1) du type (LCuCly) ou
[LCu (H20)2 (NO3)]) a également une activité métalloprotéase (Figure 17) [45].

T
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Figure 17.La structure du composé 2,6-bis (benzimidazo-2-yl) pyridine

Le complexe cuivre (1) du type [(LH) 2CuCI3] + avec le ligand 6-(2-chlorobenzyl
amino) purine est un puissant anticancéreux, il inhibe la croissance cellulaire de divers types
de cancer (Figure 18) [45].
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Figure 18.La structure du composé 6-(2-chlorobenzyl amino) purine

Les complexes du type [CuLL] +, ou L = N, N-chélaté comme la phénanthroline ou la
2,2-bipyridine et L = N, N- ou N, O-chélaté tel que I'acétylacétonate ou le glycinate, portent le
nom de casiopeinas. Elles montrent un important signe antinéoplasique de leur activité in

vitro et in vivo contre une variété de cellules tumorales (Figure 19) [45].

Figure 19.La structure du composé L: gatifloxacinL’: phenanthroline or 2,2’-bipyridylamine

1
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En effet, ces ions sont considérés comme multifonctionnels car ils participent a un
large éventail au sein des cellules en conditions normales et pathologiques, les complexes de
cuivre décrits montrent une gamme diversifiée d'activités biologiques in vitro, qui vont de
I'activité antibactérienne et anti-inflammatoire a la fonction cytostatique et inhibitrice

d’enzymes [46].

A cet égard, I’exploitation et I’évaluation systématique des propriétés biologiques des
complexes metalliques a augmenté au cours de la derniére decennie, avec plusieurs rapports
mettant en évidence l'activité et les modes d'action potentiels des médicaments a base de

métaux [46].

IV. Les ligands

Un ligand est un atome, ion ou une molécule associ¢ a I’atome central dans un complexe.
Les ligands peuvent étre constitués d’un seul atome tels que les halogénures, des molécules
neutres comme 1’eau et I’ammoniac ou des molécules complexes neutres ou chargées
(organiques ou inorganiques) et sont généralement des donneurs d’électrons, donc des bases.
On appelle coordinat unidenté, un coordinat fixé en un seul point a I’ion métallique. Les
molécules ou les ions possédant deux ou plusieurs atomes donneurs sont susceptibles de
former deux, trois, quatre liaisons de coordination; de tels ligands sont alors bidentés,
tridentés, tétradentés et plus généralement multidentés.

IV.1. Classification des ligands

Les ligands sont classés selon le nombre de liaisons qu’ils peuvent former avec le métal, on
se basant sur cette notion, nous observons des ligands unidentés ayant une liaison avec le
centre métallique (exemple : ’'ammoniac NH3) et les ligands polydentés ayant plusieurs
liaisons avec le centre métallique. Ces derniers sont classés en plusieurs catégories qui sont
les ligands bidentés, tridentés, tétradentés, pentadentés, hexadentés, et les ligands polydentés

qui forment plus de six liaisons avec le centre metallique [47].
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IV.2. L'acide mercaptosuccinique
1V.2.1. Définition

MS ('synonymes de : I'acide 2-mercaptosuccinique, acide DL-thiopectique, acide DL-
mercaptosuccinique, acide thiomalique, acide 2-thiomalique, acide 2-sulfanylbutanedioique)
fait partie de la famille des thiols, aussi appelés alcools thiols, lesquels sont des composés
organo-soufrés ayant un ou plusieurs groupements thiol (-SH). Par conséquent, ils constituent
les analogues soufrés des alcools (-OH) dont I'oxygéne a été remplacé par un atome de soufre.

Le MS désigne un thiol secondaire comportant deux groupements carboxyle ainsi

qu'un groupement thiol [48]

I reste stable en solutions faiblement acides et alcalines, a la différence d'autres thiols
comme l'acide 3-mercaptopropionique, et est par conséquent souvent utilisé, notamment

comme un ligand de coiffure pour les nanocristaux [48].

O

HO
OH

O SH

Figure 20.Structure de I'acide 2-mercaptosuccinique

La structure de la MS présente différentes propriétés ; elle peut servir d'agent
réducteur en raison de la présence des deux groupes carboxyle, tandis que la MS peut étre
utilisée comme agent de couverture car il est un dérivé du thiol. La pertinence de la MS en
tant que ligand soufré est une autre particularité. Ainsi, elle est utilisée dans des études PH

métriques sur les complexes ternaires de Co(ll) [48].

1
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1V.2.2. Application L'acide mercaptosuccinique

L'acide 2-mercaptosuccinique (MS) constitue une substance essentielle et polyvalente
pour différents champs d'application, y compris les principaux domaines sont :

e Applications médicales et chimiques

En médecine, la SM est aussi utilisée pour donner une grande dispersibilité a I'eau pour les
points quantiques InP/ZnS, utilisés pour les bio-imagerie photos stables a visée des cellules du

cancer du pancréas quand ils sont couplés avec des anticorps adéquats [48].

On a également démontré une activité antibactérienne des nanoparticules polymériques
qui contiennent de la MS et qui dégagent de I'oxyde nitrique ; celles-ci ont été utilisées pour
empécher la croissance de la souche multi résistante sur laquelle repose Staphylococcus

aureus, qui provoque la mammite bovine [48].

IV.3. L’acide gibérrellique
1V.3.1. Introduction

La gamme de produits naturels est suffisamment riche pour qu’elle soit une source
majeure de la diversité chimique et d’activités biologiques. Les métabolites secondaires de
diverses formes de vie ont des activités biologiques puissantes et ont fourni des agents
thérapeutiques dans la découverte de médicaments pour le traitement de plusieurs maladies
pathologiques et infectieuses. L’acide gibbérellique (GA3) est 'un des composés naturels,
c’est une hormone trouvée dans les plantes et les champignons et a d'abord été identifiée
comme un sous-produit métabolique du phytopathogene Gibberella fujikuroi en 1935[49].1
fait partie de la famille des gibbérellines (GAs) une grande famille de produits naturels qui
régule de nombreux processus de développement dans les plantes , actuellement plus d’une
centaine de différents acides gibbérellique ont été identifiés dans diverses plantes et
microorganismes , parmi lesquels les composés GAl, GA3,GA4 et GAT7 sont les plus actifs

biologiquement [50].

1V.3.2. Caractéristiques structurale et Propriétés physicochimique

L’acide gibbérellique (GA3) est un produit organique, un diterpénoide tétrayclique, sa
structure se base sur le squelette ent-gibberellane de 19 unités de carbone (C19-GAs) qui

forme quatre systéemes cycligues.
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Figure 21.Structure de L’acide gibbérellique

Sa formule brute est CiogH220s avec une masse molaire de 346.37 g/mol, il est
chimiquement caractérisé comme un acide dihydroxy-y-lactone tétracyclique contenant une
double laison C1-C2,un anneau y-lactone en C10, deux groupes hydroxyle (OH) en C3 et C13
et un groupe carboxyle (Figure 21) [51-52].

Le GA3 se présente sous forme d’une poudre cristalline blanche avec un point de
fusion d'environ 233-235 °C, soluble dans l'alcool, I'acétone, I'acétate d'éthyle et I'acétate de
butyle, et il est peu soluble dans I'éther de pétrole, le benzene et le chloroforme avec une
faible solubilité dans leau de ’ordre de 5 g L-1 . 1l est stable dans des conditions séches et se

décompose facilement a des températures éleveées, a des pH alcalins, et en solutions aqueuses.

Sa demi-vie en solution aqueuse est environ de 14 jours a 20 ° C et 2 jours a 50 ° C, Par
conséquent, le manque de stabilité peut étre associé a la double liaison C1-C2 dans sa
structure chimique, ce qui rend la molécule plus réactive, Il a été également suggéré que la
perte du cycle y-lactone peut conduire a I’inactivation biologique du GA3, pour cela la
présence de 1’anneau y-lactone et la double liaison C1-C2 dans la structure de GA3 est

cruciale pour maintenir son activité biologique[51].

1
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IV.4. L’acide phtalique
IV.4.1. Introduction

L'acide phtalique a été obtenu par Laurent en 1836 par oxydation du tétrachlorure de
naphtalene, et croyant qu'il s'agissait d'un dérivé du naphtaléne, donc il I'a appelé acide
naphtalénique, aprés Marignac a déterminé sa formule et a montré que la supposition de

Laurent était incorrecte, sur laquelle Laurent lui a donné son nom actuel.

L’acide phtalique est obtenu en oxydant le tétrachlorure de naphtaléne (préparé a partir de
naphtalene, de potassium, de chlorate et d'acide chlorhydrique) avec de l'acide nitrique ou
mieux, en oxydant I'nydrocarbure avec de l'acide sulfurique fumant, en utilisant du mercure

ou du sulfate mercurique comme catalyseur [53].

1V.4.2. Structure et caractéristiques chimiques

L’acide phtalique est un acide dicarboxylique aromatique avec la nomenclature acide
benzene-1,2-dicarboxylique, connu aussi sous le nom d’acide ortho-phtalique (acide o-
phtalique). Sa formule brute est CsHsO4(CsHa(COOH)2), et sa masse masse molaire 166.14
g/mol, son pka est 3.0 [54].

Il posséde deux isomeres qui sont I'acide méta ou isophtalique et I’acide para ou téréphtalique

[55]

HO O
OH

Figure 22.Structure de I’acide phtalique

la solubilité de I'acide o-phtalique a été signalé dans I'eau avec 0,6 g dans 100 ml a 20
° C[55].
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L’acide o-phtalique est raisonnablement soluble dans les systémes d'éthanol / eau et
méthanol / butyle acétate en différentes proportions de mélange, notamment dans le systeme
éthanol/d'eau, qui montre que I'eau, I'éthanol et ses mélanges sont de bons solvants pour
I'extraction et la séparation acide o-phtalique provenant d'autres matériaux solides qui

contiennent du o-phtalique acide [56].

La molécule d'acide phtalique présente une pyramidalisation de deux sp2 atomes de
carbone hybrides. L'acide phtalique est connu pour cristalliser dans le groupe spatial C2/c
avec quatre molécules par unité de cellule, chaque molécule ayant deux volets de symétrie, les
groupes acides carboxyliques sont pas coplanaire avec I'anneau aromatique, la rotation autour
de C (1) - C (2) étant denviron 35 °.Cette distorsion se reflete également dans la
pyramidalisation observée de C (2), correspondante C (1) —C (2) —C (2a) —C (1a) l'angle de
torsion étant de 20,5 °, ainsi que dans le Iéger allongement de la liaison C (2) -C (2a) de 0,014
A par rapport aux autres liaisons C-C aromatiques. Les molécules sont liées en chaines par

I'acide carboxylique cyclique classique motif lié & I’hydrogene [57].

o[y

a) b) c)

Figure 23. (a) Acide phtalique, ellipsoides a 99% de probabilité, (b) chaines liées a
I'nydrogéne tirées perpendiculairement en a, (c) des points critiques de liaisons

intramoléculaires uniques représentés par des spheres jaunes

1V.4.3. Domaines d’utilisation

L'acide o-phtalique est un important produit chimique organique, et est une matiére premiere
utilisée dans la production d'une gamme de produits chimiques, il est également largement

utilisé dans la fabrication des plastiques, aliments, soins personnels et produits médicaux [58].

1
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IV.4.4. l'interaction de ’acide phtalique avec les métaux de transition

De nombreux efforts ont été concentrés sur la conception rationnelle et la synthese
controlée de polymeres de coordination a l'aide de plusieurs identifiants des ligands tels que le

polycarboxylate et les ligands N-hétérocycliques [59].

Il a été démontré que l'acide phtalique forme des complexes avec les métaux de transition
Ni, Co, Cu et Zn avec une variété de modes de coordination allant du monodenté a
I'neptadenté [59].

La polyvalence des acides carboxyliques en tant que ligands et les installations de
liaison a portée extraordinaire des groupes carboxyles sont responsables de I'existence d'un
énorme nombre de carboxylates métalliques. Les groupes carboxyles sont capable de lier un
métal en mode monodenté, bidenté ou en pont, conduisant a la fois a des molécules mono et
polynucléaires ainsi que des structures polymériques, il a été démontré que les acides
dicarboxylique ont des capacités de coordination supplémentaires pour la formation de

nouveaux types de polymeres et oligomeéres.

Des complexes du cuivre(Il) avec 1’acide phtalique ont été obtenus, Ces complexes ont
révélé le mode monodenté ainsi que le mode de liaison chélatant et pontant , ainsi des
composés de Zn (I1) avec l'acide o-phtalique et des amines aromatiques [Zn(Pht)Py.](1),
[Zn(Pht)( s-Pic)2](2) (Figure 3) , [Zn(Pht)(y-Pic)2](3) (Figure 4), [Zn(Pht)(y-Pic)](4)( Figure
5) , ont été obtenus et caractérisés par cristallographie aux rayons X [60].
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Figure 24. (a) Chaine polymérique dans le composé 1. (b) Chaine polymérique dans le

composé 2

Figure 25. (a) Fragment de structure cristallographiquement indépendante dans le composé 3

avec un schéma de numérotation. (b) Chaine polymérique dans le composeé 3

1
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Figure 26. (a) Fragment de structure cristallographiquement indépendante dans le composé 4.
(b)Chaine polymérique dans le composé 4

IV. 5. L'acide cis-4-aminocyclohexanecarboxylique [61]

e Nom chimique : acide cis-4-aminocyclohexanecarboxylique
e Laformule moléculaire : C7H13NO>

e Poids moléculaire : 143,18

V.5.1. Propriété de I'acide cis-4-aminocyclohexanecarboxylique [61]

e Point de fusion: 299-301 °C (lit.)

e Point d'ébullition: 280,0+33,0 °C (prévu)
e Densité: 9 g/cm3

e Formulaire: Poudre

e Pka: 4,62+0,25(Prévu)

e Couleur : Blanc cassé

L'acide cis-4-aminocyclohexanecarboxylique pourra étre employé en vue de la synthése sur
de nouveaux analogues de I'arginine vasopressine (AVP) [62]. Il est également possible de
I'utiliser par la synthése de I'acide cis-4-[[(2-chloroéthyl) nitrosoamino] carbonyl]

méthylamino] cyclohexane carboxylique [63].
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Figure 27.1a structure du ligand I'acide cis-4-aminocyclohexanecarboxylique

IV.6. Le 5,6-Diméthylebenzimidazole
1V.6.1.Introduction

Les benzimidazoles sont un groupe de composés hétérocycliques azotés [64] et qui
font partie intégrante de la vitamine B12 (DMB) [65] Le premier benzimidazole qui est le 2,5
ou 2,6-diméthylbenzimidazole a été synthétisé en 1872 [73]. Le plus important composé est le
5,6-diméthylbenzimidazole, qui sert de ligand axial pour le cobalt en vitamine B12.
Ces composés ont attiré de nombreux chercheurs du monde entier pour évaluer leur
importance thérapeutique potentielle, ainsi la substitution du noyau benzimidazole est une

étape cruciale dans le processus de découverte de médicaments [66].

IV.6.2. Structure et propriétés

Le benzimidazole, un composé organique hétéroaromatique bicyclique se compose du

cycle benzéne et du cycle imidazole fusionnés en position 4 et 5[67] (Figure 28.) .

1
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HsC N
N
HsC

Figure 28.Structure du composé 5,6-Diméthylebenzimidazole

Sa formule brute est CoH10N> et sa masse masse molaire est de 146.19 g/mol. Il est

soluble dans I’ethanole et les mileux aqueuses [68].

IV.6.3. Activités biologiques / pharmacologiques des analogues du benzimidazoles
IL a été rapporté que le benzimidazole et ses dérivés possédent plusieurs activités
biologiques potentielles, par conséquent le large éventail de profils pharmacologiques
présentés par les benzimidazoles peut étre classeé dans les catégories suivantes. a)
antimicrobien; b) anti-inflammatoire et analgésique; c) antituberculeux ; d) antidiabétique et
anticonvulsivant; e) antioxydant; f) antiprotozoaire et antitrichinellose; g) anticancéreux; h)
antiviral; i) antiulcére; j) antihypertenseur; k) agents antiparasitaires; 1) diurétique; m) activité
antipaludique; n) inhibiteurs de I'acétylcholinestérase (maladie d'Alzheimer), et 0) enzyme et
agonistes / antagonistes des récepteurs [69]. En raison de I’immense importance et des
diverses activités biologiques des benzimidazoles, des efforts ont été faits pour générer des
bibliothéques de ces composés et les dépister pour d'éventuelles activités biologiques [70].

Les benzimidazoles et ses dérives peuvent également servir de ligands aux métaux de
transition pour la modélisation des systemes biologiques [69]. Dans la présente étude, nous
rapportons la syntheése de quelques nouveaux complexe a base de métaux de transition déja

cités avec ligand 5,6-Diméthylebenzimidazole.
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l. Introduction

Comprendre les phénomeénes qui ont lieu durant 1’analyse ainsi que le fonctionnement des
appareils permet de mieux appréhender les réponses des matériaux, et de trouver les
conditions expérimentales les plus favorables a 1’obtention de données exploitables. Pour
réaliser ceci, nous devrons rappeler les principes des méthodes d’analyses utilisées pour

I’identification des complexes organométalliques synthétises.

I1. Analyse par spectroscopie Raman

11.1. Principe de la spectrométrie RAMAN

Deux grandes familles de spectroscopies vibrationnelles sont développées pour I'élucidation

structurale.

e La spectroscopie infrarouge est la technique incontournable dans I'étude des fonctions
(groupement d'atomes spécifiques).

e La spectroscopie Raman, conduit a des informations voisines et complémentaires,
moins développée mais parfois incontournable (fonction symétrique qui conduit a une

absence de moment dipolaire donc inobservable en infrarouge).

Le domaine d'énergie de ces spectroscopies est souvent décrit en nombre d'onde et couvre
de 200cm™ a 4000cm™.

EV)
Niveaux vibrationnels
Etat électronique excité
Raman
hV Niveaux virtuels <
(laser) hv A
Visible Visible
v,
Niveaux vibrationnels <
" - vn 'vm- vu +v..h, L
Etat électronique fondamental
Diffusion Diffusion Diffusion Emission
élastique inélastique inélastique Fluorescence
Rayleigh Raman Raman
Stokes Anti-Stokes

Figure 29.Différentes transitions énergétiques pouvant avoir lieu lors d’une analyse Raman.v0
correspond a la fréquence d’excitation du laser, vvib correspond a la fréquence de vibration de
la molécule analysee

1
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En spectrométrie Raman, 1’analyse se fait par excitation du matériau. Porté a un
niveau energétique virtuel par une puissante source lumineuse monochromatique de type
laser, il réémet ensuite une radiation qui est collectée puis analysée par un détecteur adéquat.
Cette radiation comporte deux types de signaux. Le premier trés majoritaire correspond a la
diffusion Rayleigh, ou la radiation incidente est diffusée élastiguement sans changement
d’énergie donc de longueur d’onde. Toutefois, des photons dans un nombre tres limité de cas
peuvent interagir avec la matiere. Celle-ci absorbe (ou céde) de 1’énergie aux photons
incidents produisant ainsi les radiations Stokes (ou anti-Stokes) [71-72]. La variation
d’énergie observée sur le photon nous renseigne alors sur les niveaux énergétiques

dérogation et de vibration de la molécule concernée.

Figure 30.Microscope Raman DXR

Dans le cadre de la spectrométrie Raman, on s’intéresse aux énergies de vibration et
de rotation, tres faibles, en comparaison de celles des photons incidents. Comme 1’indique les
schémas ci-dessus cette derniére ne correspond pas a un saut entre deux niveaux énergétiques

et ’explication du phénoméne Raman doit faire intervenir des niveaux énergétiques virtuels.
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11.2. Les informations accessibles par spectrométrie Raman [73]

Les informations apportées par la spectroscopie Raman sont relativement étendues:
e ldentification de phases ou de composés chimiques

e Caracterisation des matériaux

e Détermination de la structure moléculaire

e  FEtude des systémes amorphes et cristallins

La spectroscopie Raman fournit en effet des informations de natures différentes. Elle
permet de caractériser aussi bien ’ordre a courte, qu’a moyenne ou grande distance. Le
spectre Raman d’un composé indique donc aussi bien le type de liaison d’un composé que sa
structure cristalline.

Ses performances sont particulicrement remarquables. 11 s’agit de la méthode
spectroscopique dotée de la meilleure résolution (un micron) pour 1’identification et la
caractérisation de composés ou de phases. Sa capacité a identifier les systemes amorphes est

également inégalée.

11.3. Les caractéristiques de la spectroscopie Raman

- La méthode est non-destructive et non intrusive, ce qui permet de 1’appliquer a des
systemes réels.

- Elle est facile a mettre en ceuvre. Le temps de préparation est nul ou quasi nul. La nature
des échantillons solide, liquide, ou gazeuse n’intervient pas. Elle ne requiert de plus
qu’une faible quantité d’échantillon (1g).

- Elle est utilisable sur des échantillons de trés petite taille

- Elle permet de travailler en milieu ‘hostile’, notamment a haute température, en présence
de phénomeénes radioactifs ou sous atmosphére controlée.

- -Elle est sensible aux petites structures ( identification des systémes amorphes,
analyses des films trés fins pour lesquels les méthodes de diffraction sont parfois difficile
a réaliser).

- Elle peut étre couplée avec d’autres méthodes analytiques, et offre la possibilit¢ de
mesures in situ.

- Dans la plupart des cas, la spectroscopie Raman permet d’obtenir a peu pres le méme type

de résultats que la spectroscopie infrarouge, bien que le principe de la méthode soit

1
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difféerent. Moins utilisée en raison de son co(t, elle présente toutefois un certain nombre
d’avantages :

e [’effet Raman est indépendant de la longueur d’onde excitatrice utilisée, ce qui
permet de supprimer certains phénomeénes indésirables (fluorescence, décomposition
des substances colorées...) en choisissant une longueur d’onde adéquate

¢ Aucune polarisation permanente des molécules n’est nécessaire (méthode efficace sur
les molécules diatomiques mononucléaires)

e La présence d’eau n’est pas génante car 1’eau diffuse trés peu en Raman (I’eau peut
ainsi étre utilisée comme solvant)

e L’utilisation de cellules en verre est possible car le verre est transparent dans les
domaines spectraux concerneés et son spectre Raman est tres faible

e Les échantillons peuvent étre utilisés sous n’importe quelle forme, sans étre dilués ni
altérés.

e Ces avantages sont toutefois contrebalancés par la géne provoquée par quelques
phénomenes tels que :

o I’émission du corps noir (par échauffement de 1’échantillon)

o la fluorescence (elle est beaucoup plus intense que 1’effet Raman lorsqu’elle
se produit mais elle peut étre évitée en changeant de longueur d’onde)

o les réactions photochimiques (décomposition des substances colorees...)

o les réactions multiphotoniques

o la décomposition des échantillons par échauffement

e De plus les progrés technologiques tendent a réduire le surco(t de la spectroscopie
Raman, et accroissent ses performances. Ainsi, le spectrometre Raman a Transformée
de Fourier présente des avantages supplémentaires :

o le probléeme de fluorescence ne se pose plus grace a I’utilisation d’une
raie excitatrice peu énergique et les substances colorées ne risquent pas de se
décomposer pour la méme raison

o l’analyse est plus rapide car tous les éléments spectraux sont mesurés
simultanément

e La sensibilité est meilleure car une plus grande quantité de photons est détectée dans

le méme temps.
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I1.4. Intérét des spectres Raman [74-75]

Les fréquences observées concernent les vibrations et les rotations des molécules,
comme dans le cas de I’infrarouge. On en tirera les mémes renseignements (fonctions,
distances et angles dans les molécules). Les raies observées sont plus fines, plus précises

qu’en IR.

Dans certains cas il n’y a pas de spectre IR ; c’est le cas des molécules diatomiques
symeétriques comme Ha, Oz, N2 ; par contre elles ont un spectre Raman.
Dans une molécule telle que I’éthne CH2=CHp, la vibration d’élongation de la double liaison
est symétrique car les deux extrémités de la molécule sont identiques; en IR on n’observera
pas de bande d’absorption pour la vibration de valence de la double liaison et elle sera tres
faible dans les éthenes dont les carbones sont substitués par des groupes comparables. En
Raman au contraire, cette vibration apparait fortement et donne la preuve de la structure
symétrique de 1’¢éthyléne. Pour illustrer cela, on donne ci —dessous les spectres IR et Raman

du tétra chloroéthéne.

100
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100 Spectre Raman
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Figure 31.Comparaison d’un spectre IR et spectre Raman de la molécule tétrachloréthane

Pour conclure, on dira qu’une molécule n’a pas une symétrie importante, si toutes ses bandes

En IR se retrouvent en Raman.

En spectroscopie infrarouge, il est possible de déterminer la partie du rayonnement que
I’échantillon absorbe en mesurant ce qui a été transmis, ou indirectement, ce qui a été
réfléchi. En spectroscopie Raman, le phénomene étudié est la diffusion inélastique de la

lumiére qui est tres faible en intensité, et peut étre masquée par la fluorescence.

Si le temps de vie de I'état excité, est suffisamment long par rapport aux autre processus
de désactivation, alors, la molécule pourra retourner a I'état fondamental en émettant un

photon : c'est le phénomene de fluorescence.

11 .Analyse élémentaire

L’analyse ¢lémentaire est une ¢tape préliminaire pour la caractérisation des
échantillons organiques qui peuvent étre sous différents états physiques (cristallisé, pateux,
visqueux, liquide). Il s’agit d’une analyse quantitative effectuée dans le but de déterminer la
composition des éléments les plus courants (carbone, hydrogéne et azote) constituant

I’échantillon.
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Les méthodes automatiques de dosage ont connu un grand développement ; elles sont
considérées comme des micro-méthodes, basees sur le principe de Pregl comportant une
minéralisation par voie séche ne nécessitant qu’une trés petite masse de prélévement et
présentant ’avantage de doser simultanément le carbone, I’hydrogene et 1’azote.

Parmi les analyseurs automatiques, on peut citer celui du type Perkin Elmer dont le schéma de

principe est porté sur la Figure [76].

Echantillon
0, o - He
Ballast L
> ’ T . _
v ( d’homogénéisation ii.i'&_i";_i 3—& Détecteur
Colonne
chromatographigque

Réduction

— | Oeovdation

Figure 32.Schéma de principe d’un analyseur CHN automatique type Perkin Elmer

I11.1. Les méthodes historiques de Pregl et Simon

Les méthodes d’analyse élémentaire actuelles ont conservé le méme principe de base
depuis I’origine (1830). Il consiste a trouver la composition du composé organique a partir des
gaz formés au cours de sa combustion. Dans un premier temps, on réalise la combustion
rapide et a température élevée du composé en présence d’un exces de dioxygene. Il se forme,
st les ¢léments C, H et N sont présents, du dioxyde de carbone, de I’eau et un mélange de
diazote et d’oxydes d’azote. L’élément oxygeéne est déterminé dans un autre essai par
combustion en présence de carbone pour former du monoxyde de carbone. Les différentes
quantités de gaz formés conduisent par calcul aux % des éléments présents. Dans les premiers
appareils de microanalyse carbone/hydrogene mis au point par Pregl vers 1 930, la
combustion d’une masse précise d’environ 1 a 3 mg du composé était faite vers 750 °C dans
un courant de dioxygene, la transformation de CO en CO; étant parachevée par passage sur un

mélange d’oxyde de cuivre et de chromate de plomb (Figure 33).

1
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Les masses des ¢léments H et C étaient calculées a partir de I’augmentation de poids
de deux tubes préalablement pesés, contenant I’un du perchlorate de magnésium (pour H20)
et ’autre de la chaux sodée (pour CO>). La précision atteignait 0,1 % si la balance appréciait

le microgramme [77].

La concentration de chacun des constituants dans le gaz vecteur est déterminée a 1’aide
d’un détecteur a thermoconductibilité (catharometre), apres séparation par chromatographie

en phase gazeuse [76].

Plus tard (Simon, 1960) une seconde génération d’analyseurs a vu le jour (Figure 33),
en ajoutant un dispositif de réduction des oxydes d’azote en diazote par la poudre de cuivre.
Ce sont les analyseurs CHN dans lesquels, pour simplifier les opérations, les doubles pesées
sont remplacées par des mesures de différences de conductibilité thermique des mélanges

gazeux avant et aprés passage dans un piege sélectif pour 1’eau ou le dioxyde de carbone.

Appareil de Pregl zone de combustion absorption
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Figure 33. Les méthodes de microanalyse de Pregl et de Simon
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111.2. Analyseurs organiques élémentaires CHNS — O actuels

Les analyseurs modernes conservent le principe de la combustion de 1’échantillon
mais la séparation des gaz formés utilise une méthode chromatographique (Figure 34). Une
quantit¢ de I’ordre du mg de substance est pyrolysée dans un courant de dioxygene et
d’hélium. Les gaz de combustion passent ensuite sur de la poudre de cuivre pour retenir le
dioxygene en exces (formation de CuO) et pour réduire les oxydes d’azote formés en diazote,
du moins si cet élément est présent. Les ¢léments N, C, H et S sont donc a 1’origine de quatre
gaz N2, CO2, H20 et SO, séparables par une colonne de CPG de type remplie, associée a un
détecteur a conductibilité thermique ou a capture d’électrons, plus sensible pour le SOa.
Certains modeles permettent de doser ¢également 1’¢lément oxygene, toujours dosé
séparément, a partir d’un second échantillon, au prix d’une adaptation du four. La pyrolyse
doit, en effet, étre réalisée en 1’absence de dioxygeéne en utilisant par exemple du carbone «
nickelé » (le nickel posséde un effet catalytique) pour obtenir du monoxyde de carbone CO
[77].

o ﬂ Ha n dioxyde de carbone
e | vapeur d'eau
f
diazole |
| dchantillon _ \ dioxyde de soufre
/‘_C?< combLestion || | | Ia
] (1 800 “C) | 1] | '-_\ J \\
encydation — ! —
L N C H 8
réduction
\‘_/ colonne CPG He

/@@ﬂwuj

Figure 34.Appareil de microanalyse avec détection chromatographique

La colonne remplie type Porapak sépare les 4 constituants gazeux entrainés par I’hélium
utilisé comme gaz vecteur. Par un étalonnage préalable, on peut déduire de I’aire des pics la

concentration de chacun de ces 4 éléments dans 1’échantillon.

1
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IV .Diffraction des rayons X sur monocristal

La diffraction des rayons X est une puissante technique sans effets destructeurs destinée a
caractériser les matériaux cristallins. Elle donne des informations sur les structures, les
phases, les orientations privilégiées du cristal (texture) et d'autres paramétres structurels
comme la taille moyenne du grain, la cristallinité, la tension et les défauts des cristaux. Les
pics de diffraction des rayons X sont produits par interférence constructive d'un faisceau
monochromatique de rayons X diffusé a des angles spécifiques de chaque jeu de plans
réticulaires compris dans un échantillon. Les intensités des pics sont déterminées par la
distribution des atomes a l'intérieur du réseau. Par conséquent, le schéma de diffraction des

rayons X est I'empreinte digitale du dispositif atomique périodique dans un matériau donné.

Figure 35.Diffractomeétre Bruker APEXII

Ces angles de diffraction sont reliés par la loi de Bragg nk =2dnsin6 et refletent la
géométrie du réseau direct (systeme cristallin, parametres de maille). Les taches de
diffraction forment le réseau réciproque et sont donc nommeées par leurs indices de Miller
(hkl).
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Loi de Bragg

2d,,,81n0 = nk

Figure 36.Geomeétrie de la diffraction, construction d’Ewald

Les intensités des faisceaux diffractés portent I'information sur le contenu atomique de la
maille qui compose le cristal, qui est défini comme la convolution de cette maille (forme et

contenu atomique) par le réseau direct.

modele
structural

5. Déterminer
6. Affiner Ia ' Y

structure cristalline

2. Indexer
3. Intégrer

4. Réduire [{JF(F{)!,O'QFU?)D}] 1 ]

7. Exploitation

Paramétres physiques

Figure 37.Principe de la diffraction des RX sur monocristal

1
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Les étapes de I’analyse RX sont comme suit:

IV.1. Sélection et montage d’un monocristal

Le choix du cristal est primordial, I’utilisation d’un bon microscope, si possible
polarisant, est nécessaire. La premiére exigence, qui est capitale, est de disposer d'un bon

monocristal.

IV.2. Etudes préliminaires

Les premiéres étapes consistent donc a placer le cristal sur une téte goniométrique, a
positionner cette derniere sur le diffractométre et a centrer le cristal afin qu’il tourne bien sur

lui-méme et en coincidence avec le centre du diffractométre.

Une fois ce centrage réalisé, il faut définir ce que 1’on appelle la matrice d’orientation c’est-
a-dire la matrice qui permet de passer du systéme d’axe du cristal a celui du diffractometre et
réciproquement.

Aprés avoir centré le cristal sur le diffractometre, il faut donc rechercher un certain nombre
de réflexion, puis les indexer pour déterminer la matrice d’orientation et accéder aux

paramétres de maille et au systéme cristallin.

IV.3. Collecte et réduction des données
IV.3.1. Collecte des données

Une fois déterminés les paramétres de maille et la matrice d’orientation, il faut définir
les conditions d’enregistrements pour enregistrer les données. Le but est de mesurer avec la
plus grande précision et dans le minimum de temps en évitant au maximum les causes
d’erreur. Il est clair que le choix sera guidé par la qualité du cristal (sa forme, ses dimensions,
son pouvoir diffractant, le profil des réflexions, la décroissance d’intensité en fonction de 6, sa
stabilité). La qualité des mesures dépondra aussi de 1’appareillage (Stabilité de tube RX,
précision du positionnement, stabilité et reproductibilité du détecteur et de 1’électronique).
Enfin I’approche sera différente suivant le type de détecteur utilisé, détecteur ponctuel ou

détecteur plan.
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1V.3.2. Réduction des données

A partir des enregistrements, on obtient un ensemble le plus complet possible
d’intensités de Bragg I(hkl) des quels sont extrait s les valeurs des modules des facteurs de
structure |F(hkl)|correspondants. Pour obtenir |F(hkl)|, il est nécessaire de corriger les
intensités mesurées des erreurs symeétriques, ainsi que de moyenner cet ensemble de
données. C’est cette procédure que 1’on appelle «réduction des données». Apreés intégration
des pics de diffraction, les intensités collectées sont corrigées des facteurs de Lorentz et de
polarisation dépondant tous de la géométrie de la mesure. Ces corrections sont réalisees
automatiquement et ne demande pas d’intervention de 1’opérateur. On obtient un jeu de
données contenant les indices, le facteur de structure et I’écart type(c) pour chaque

réflexion.

1V.4. Résolution de la structure

Larésolution  d’une structure cristalline est de facon générale le résultat
d’approximations successives basées sur le fait que la réception du motif structural et I’image
de diffraction sont liées 1’'une a I’autre par des sommations de Fourier. Une structure st
supposée résolue lorsque la plupart des atomes ont été localisés dans la maille. Au début

d’une résolution structurale, voici ce qui est connu et ce qui ne 1’est pas :

- Structure:

Le contenu de la maille est supposé connu.

Les positons des atomes sont inconnus.

Image de diffraction:

Les modules des Facteurs des structures sont connus.

Les phases sont inconnues.

La localisation de quelques atomes permettra un premier calcul des phases et 1’accés a
une carte de densité électronique plus précise a partir de laquelle on pourra positionner
d’autres atomes et donc calculer de meilleures phases et ainsi de suite. Il faut donc pouvoir
localiser quelques atomes pour commencer le processus.

Les deux importantes méthodes de détermination structurale, ‘Patterson’ et ‘méthodes

directes’ différent par le fait que la premicre va donner quelques informations sur les positions

1

Elaboration et caracterisation des composes d’interet biologique. 50



Chapitre Il : Techniques de caractérisation par analyse spectrométrie Raman et diffraction des rayons X sur monocristal

Partie | : Synthese bibliographique

atomiques, alors que la seconde fournira des informations sur les phases et permettra de

calculer une série de Fourier.

o
_wm_)_}@.;r
3

b*

CRYSTAL TO FILM DISTANCE

Figure 38.Indexation

1V.4.1. Patterson

Le principe de cette méthode est trés simple, on ignore simplement le probléme de la
phase. La densité électronique (p) pour un point quelconque de la maille peut étre calculée

grace a une série de Fourier.

plxyz) = Z Z Z{IF(ﬁhkfﬁJIcos [2n(hx + ky + 12) — p(RKD)])

Ou V est le volume de la maille et la sommation est réalisée sur ’ensemble des données. Le
probleme c’est que les phases ne sont pas connues. Toutefois, il existe une sommation que

I’on peut réaliser a partir des données connues:

P(uvw) = % Z Z Z{|F(hm)|2 cos [2m(hu + kv + Iw)]}
h k l
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Cette fonction est connue sous le nom de «Fonction de Patterson» du nom de son
inventeur, A.L.Patterson. Sa signification peut étre visualisée en se rappelant que I’amplitude
de chaque facteur de structure contient I’information sur la nature et la position des atomes

dans une famille de plan diffractant.

F(h) = me exp(2mihx,,) F(—h) = an exp(—2mihx,)

|F(h)|2 = FU?)X F(_h) = Z Z fm an exp (Zn-ih(xm - xnjj

m

Il ressort de ces équations que ’ensemble des valeurs de |F(h)|? contient les facteurs de
structures d’une structure contenant des objets dont les intensités sont les produits des
différentes paires d’atomes dans la structure fy, et f, et dont les positions sont les vecteurs
entre les positions atomiques (Xm-Xn). La méme démonstration s’applique pour un espace a 3
dimensions.

L utilisation des uvw a la place de xyz est la pour bien souligner que 1’espace dans lequel la
sommation de Patterson est effectuée n’est pas 1’espace ordinaire.

1V.4.2. Les méthodes directes

Les deux programmes utilisés sont SHELXS-86 et Sir qui existent sous différentes versions.
- Les programmes SHELX :

La plus ancienne version est SHELXS-86 qui permet d’obtenir la structure soit par
méthodes directes, soit par Patterson. SHELXS-97 est une version plus récente qui fournit
les mémes informations que SHELXS-86 a savoir un jeu de pics qu’il faut interpréter en
fonction de la nature chimique du composé. Le dernier programme de George Sheldrick est

SHELXD qui lui est plus orienté vers les grosses molécules et les petites protéines.
- Les programmes Sir:

Les deux versions pour les petites molécules sont Sir92 et Sir97, La différence avec
les programmes SHELXS est que les programmes tentent une interprétation du motif et
vont donc affecter des atomes aux pics. Les programmes Sir92 et Sir97 sont sensibles au

contenu de la maille et peuvent ne pas trouver la structure si le contenu est loin de la vérité

1

Elaboration et caracterisation des composes d’interet biologique. 52



Chapitre Il : Techniques de caractérisation par analyse spectrométrie Raman et diffraction des rayons X sur monocristal

Partie | : Synthese bibliographique

(présence d’un atome lourd non prévu, solvant tels que CH2Clz, CHClIs,...). Le programme
Sir 2004 est une version plus récente, orienté vers les grosses molécules et les petites
protéines. L’ensemble de ces programmes posséde une sortie au réseau format

SHELXL-97qui peut étre éditee et transformée en un fichier d’instruction .ins.

1V.4.3. Affinement de la structure

A la fin des quatre étapes précédentes, on obtient les coordonnées atomiques soit de la
totalité du motif hors hydrogéne, soit seulement d’une partie de la structure. Fréquemment,
en particulier lorsque le modéle est trouvé grace aux méthodes directes, I’assignation des
atomes peut étre correcte et certains atomes n’ont méme pas d’assignation (pics). De plus,
les coordonnées sont trés souvent approximatives et de nombreux détails de la structure
restent a déterminer : atomes légers, hydrogeénes, solvants, désordres, etc. Le chemin qui
mene du modéle initial a la structure finale et publiable est appelé’ Affinement de la
structure’. Dans la plupart des cas, ce chemin est une autoroute qui conduit tres rapidement
a la structure, mais ce chemin peut étre parfois trés difficile et demande beaucoup de temps
et d’effort.

Le programme le plus utilisé dans I’affinement est le SHELXL. Le principe de ce

programme est résumé dans 1’organigramme ci-dessous:

{ nom hkl ou (.dat) ]

nom.lst

nom.fcf

nom.cif

E ﬁ \

Seulement deux fichiers sont nécessaires, le fichier hkl qui contient les réflexions sous la

forme h,k,I, F%,o(F%) et le fichier ins qui contient & la fois les différentes instructions pour
I’affinement et les coordonnées atomiques. Durant 1’affinement, un résumé des opérations

apparait sur I’écran et une sortie plus compléte est donnée dans le fichier Ist. Apres plusieurs
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cycles d’affinement, un fichier res est généré. Les fichiers cif et fcf sont utilisés a la fin de
I’affinement lorsque la structure est totalement résolue pour préparer la publication des
résultats.

Toutes les instructions sont basées sur un maximum de 4 caracteres comme TITL, CELL,
ZERR (Z nombre de motifs dans la maille, ERR écart types sur les parametres de la maille),
LATT, SFAC, UNIT, MERG, etc....Les atomes doivent étre placés entre I’instruction UNIT
et la derniére instruction HKLF.

Le programme SHELXL rejette automatiquement les réflexions systématiquement absentes.
Le classement et le conditionnement des réflexions équivalentes (merging) est controlé
par I’instruction MERG : les réflexions équivalentes sont alors moyennées, toutefois,
par défaut, les paires de Friedel ne sont pas moyennées dans le cas des groupes non-

centrosymmeétriques. Les facteurs Rint et Rsigma SONt calculés grace aux formules suivantes:

- Y|F§ —(F)| _ Yo(F)

int — Y F2 Rsig?;-'t.a. - Y F2

e Dans la premiére équation, les deux sommations impliquent toutes les réflexions pour

lesquelles une moyenne a été calculée.

(Fy?) Est la valeur moyenne de toutes les réflexions équivalentes mesurées. Dans la
deuxiéme équation, la sommation est faite sur 1’ensemble des réflexions qui sont dans la liste
aprés avoir été moyennées et le oF,%est la déviation standard estimée pour une réflexion

moyennée.

1V.4.4. Les moindres carrés

Le modeéle initial n’est pas le résultat direct d’une expérience de diffraction mais une
interprétation de la densité électronique calculée a partir des intensités mesurées et de
phases obtenues d’une certaine facon. De nouvelles phases plus précises peuvent étre
calculées a partir des positions atomiques ce qui permet de recalculer plus précisément la
densité électronique. A partir de cette nouvelle carte de densités, il est possible de mieux
préciser la position des atomes déja placés mais aussi de localiser d’autres atomes. Une fois

que le modeéle apparait correct, il est alors possible de mieux décrire les atomes en leur

1
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affectant des facteurs d’agitations thermiques anisotropiques (ellipsoides) plutot
qu’isotropes (spheéres). A ce stade de I’affinement, il est alors possible de localiser les
atomes d’hydrogéne ou de calculer leurs positions. L’ensemble de la procédure pour obtenir

le modele le plus proche de la réalité est ce que 1’on appelle I’affinement.

Tout au long de cette procédure, il est impératif d’évaluer le modele que I’on
construit. Il existe de nombreuses approches mathématiques pour définir une fonction qui
est supposé avoir un minimum pour le meilleur modéle possible. Dans le cas des petites
molécules, la méthode de choix est 1’affinement par moindre carrés : a partir d’une
transformée de Fourier, un jeu complet de facteur de structure est calculé pour le modele.
Les valeurs calculées sont alors comparées aux valeurs mesurées. Le meilleur modele et

celui qui minimise la fonction M:

M = Z(F02 — E?)? ou M = Z w(|E,| — |F.])?

Dans ces deux fonctions, F est le facteur de structure et les indices o et ¢ se référant aux
valeurs observées et calculées. Chaque opération dans ces sommations est multipliée par un
poids individuel w qui refléte la confiance que I’on a dans 1’observation et qui est calculée a

partir de la déviation standard ¢ de la mesure.

IV.4.5. Les facteurs d’accord ou de reliabilité

La validité du modele est estimée a I’aide de différents facteurs d’accord R. Ces facteurs
doivent converger vers un minimum et doivent étre fournis lorsque la structure est

publiée. Les trois facteurs les plus couramment utilisés sont:
- Le facteur pondéré basé sur les F*: wR(ou wR2 dans SHELXL), qui est plus

spécifiquement relié & un affinement sur les F?:

w(F2 — F2)2]"”
EWFGE

wR =

- Le deuxieme facteur non pondéré, est basé sue les F: R (ou R1 dans
SHELXL).
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_ Z“Fol o |Fc||

R
21F|

- Le dernier facteur est connu sous le nom de « goodness of fit»:. GooF, Gof, ou

simplement S.

12
ZW(FDE - Fcz)z
(Ng — Np)

S =

Dans cette équation, Ng est le nombre de réflexions indépendantes et Np le nombre de
parametres affinés (nombre de variable). Théoriquement, si le schéma de pondération est

bien choisi, la valeur de S doit étre voisine de 1.

IV.5. Analyse, interprétation et présentation des résultats

A la fin de I’affinement réussi d’une structure, on obtient un modele contenant les
positions atomiques de 1’ensemble des atomes de la molécule ce qui permet de générer des
vues de cette molécule mais aussi de calculer différentes valeurs qui caractérisent le
composé étudié. Mais avant de présenter et d’interpréter les résultats, il faut étre sir que le
modele est correct et que I’affinement est réussi. Il existe de nombreux critéres pour juger
de la validité d’une structure:

- Valeurs des facteurs d’accords R et wR2.

- Examen des facteurs de température anisotropes.

- Veérifier de la bonne convergence de I’affinement, la valeur du déplacement moyen

des atomes sur 1’écart type doit étre le plus petit possible (mean shift/esd).

- Le GOF (goodness of fit) doit étre voisin del.

- Lastructure doit étre chimiquement correcte.

La présentation des structures sous forme d'illustrations graphiques par différents
programmes de dessin tels que: Ortep3, Mercury, Diamand, PlatonetPOV-Ray sont utilisés

pour  dessiner les  difféerentes vues en  perspective  des  molécules.

1
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I. Activités anti-oxydante

Tout organisme aérobie est totalement dépendant du processus de phosphorylation
oxydative des mitochondries afin d'assurer I'approvisionnement en adénosine triphosphate
(ATP) et d'assurer I'noméostasie en énergie [78].

Cet apport d'oxygéne est donc indispensable a la survie a cause du potentiel oxydatif
extrémement élevé, mais c'est également I'un des éléments les plus dangereux en raison de
I'oxydation de chacune des molécules biologiques. Pour cette raison, des organismes vivants
ont mis au point des systemes antioxydants puissants de méme que des systémes de

signalisation tres sensibles [78].

I.1. Le syndrome de stress oxydatif

En 1985, Sies a initialement défini le concept de "stress oxydatif" comme étant une
situation de déséquilibre entre les pro-oxydants et les antioxydants, entrainant une plus grande

biodisponibilité des ROS et des dommages tissulaires [79] (Figure 39).

Balance oxydative

Potentiel antioxydant Radicaux libres et ROS
endogénes (respiration,
systéme immunitaire...) ou
exogénes (UV, radiations
ionisantes, métaux...)

de l'organisme

Stress Oxydatif

Enzymatique (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase,
catalase...) ou non (acide ascorbique, vitamine E, flavonoides,
Polyphénols...)

Figure 39.Stress oxydant: déséquilibre entre les radicaux libres et les antioxydants [80]

Elaboration et caracterisation des composes d’interet biologique. 57



Chanitre 111 : Les différentes activités bioloaiaues et de leurs maladies associées.

Partie | : Synthése bibliographique

Le syndrome de stress oxydatif est une situation inhabituelle par laquelle nos cellules
ou nos tissus passent parfois quand ils sont sujets d'une production de radicaux libres

oxygénés endogéne ou exogene qui excede leur pouvoir antioxydant [81].

Le surplus de ces radicaux libres non-neutralisés par les moyens de défense sont tres
dommageables a I'égard des macromolécules indispensables de nos cellules, entrainant
notamment I'expression anormale des genes et des récepteurs membranaires, la prolifération
ou la mort des cellules, les troubles immunitaires, la mutagenése, le stockage de protéines ou
de la lipofuscine au sein des tissus. C'est pourquoi de nombreuses maladies humaines ou
animales comportent un stress oxydatif, soit local ou général, a leur La pathogenese, tout

comme l'inflammation a laquelle elle aboutit, est fréequemment associée [81].

1.2. Les radicaux libres

Les radicaux libres constituent des especes chimiques, ainsi que des molécules,
fragment de molécule ou atome unique, apte a avoir un mode d'existence indépendant (libre)
en comportant au moins un électron unique (un électron) non apparié sur une orbite. Ce qui
lui donne une grande réactivité et par conséquent une demi-vie trés courte. En fait, ces
radicaux libres ont toujours tendance a de remplir leur orbite en captant un électron afin de

devenir davantage stable (Figure 40) [82].

Antioxidant Naturel Electron Ajouté
de Haute Efficacité

~

Don d’électron

Molécule possédant Stabilisation du Radical
des électrons en excés Libre grace au
don d’électron

Figure 40.Structure de I'atome, I'antioxydant donne de I'électron aux radicaux libres

1
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1.3. Les antioxydants

Les antioxydants constituent des molécules qui contribuent au piégeage des espéces

réactives qui provoquent le stress oxydatif [83].

Le systeme de défense antioxydant est constitué principalement de deux systémes endogenes

fondés sur des actions enzymatiques, l'autre exogéne reposant sur divers acteurs [84].

1.4.Type d’antioxydant

e [ es antioxydants enzymatiques :

Les antioxydants d'origine naturelle contenus dans l'organisme permettent de lutter
efficacement contre le stress oxydatif di a divers processus physiologiques. 1l s'agit
notamment d’enzyme anti-oxydante comme (superoxyde dismutase, catalase, glutathion

peroxydase4) [82].

a. L'anion superoxyde (02 *” est un élément clé de I'inflammation en général, mais aussi
des maladies rhumatismales en particulier, L’enzyme superoxyde dismutase (SOD)
contribue a la neutralisation d” (02 *) en le convertissant en peroxyde d’hydrogéne
(H202), ce qui permet d'éviter la formation de dérivés d'une puissance supérieure des
substances toxiques telles que le peroxynitrite (ONOO") et le radical hydroxyle (HO®)
(Figure 41) [85].

O0,"+0," + 2 H E—— H.0.+ Oy

Figure 41.Action du superoxyde dismutase sur I’anion superoxyde

b. La glutathion peroxydase 4 (GPX4) est une enzyme antioxydante qui joue un rdle
primordial pour de nombreuses pathologies du fait de sa faculté a diminuer
I'nydroxyde de phospholipide (PL-OOH) et empécher la suractivation de la
lipoxygénase (LOX) et la peroxydation des lipides. Selon les résultats obtenus par une
autre étude, le GPX4 pourrait contribuer de maniére décisive a protéger les
mitochondries des lésions oxydatives au niveau de I'épithélium intestinal [86] (Figure
42).
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2 GSH + H202 - 3 GSSG + 2 H20 20,

Figure 42.Action de la glutathion peroxydase [87]

c. La catalase (EC 1.11.1.6), qui est I'enzyme capable de métaboliser I'H20, mais aussi
de réagir avec beaucoup d'autres substrats, remonte au 19éme siecle. Lors de la
réaction enzymatique menant a la destruction de H2O>, la catalase subit d'abord une
oxydation pour donner une forme intermédiaire de fer hautement concentré, connue
sous le nom de composeé | (Cpd 1), qui est alors ramenée a I'état de repos par une

seconde molécule de H20> [86] (Figure 43).

Catalase” + Fe** + HoO; == Composé | + H20

Composé |+ H0o+ == Catalase” Fe3*+ H,0+ O

2 H,0O» m——— 2 H02+ 02

Figure 43.Action de la catalase [89]
e Antioxydants non enzymatiques :

Les antioxydants issus des aliments tels que la vitamine C, la vitamine E et les
caroténoides font I'objet d'une prise exogéne en raison de leur action protectrice vis-a-vis des

ROS. Les antioxydants ont notamment pour effet bénéfique de stimuler la signalisation

-----

a. Acide ascorbique : La vitamine C (acide ascorbique) est un donneur d'électrons, aussi
appelé réducteur de vitamine C. Parce que les électrons de la vitamine C permettent
une réduction du nombre d'espéces oxydées, ou d'oxydants, cette vitamine est souvent

considérée comme un antioxydant, Cette vitamine antiscorbutique ne peut étre

1
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produite par 1'homme et les autres primates, mais doit étre extraite de 1’alimentation

[90].

b. Tocophérols : La vitamine E désigne collectivement quatre tocophérols (a-, B-, vy-, et

d-tocophérols) et quatre tocotriénols (a-, B-, y-, et d-tocotriénols) contenus au sein des

aliments. Elle est un important antioxydant liposoluble qui piége les radicaux peroxyle

et empéche I'oxydation des acides gras polyinsaturés (AGPI) [91].

c. Les caroténoides : Ce sont des pigments de couleur orange a jaune, liposolubles,

appartenant a la famille chimique des terpénoides. Ceux-ci ont une activité

antioxydante grace a une longue chaine de polyéthyléne qui permet de neutraliser les

ORO, HO°, O2. Le maintien de I'équilibre redox est indispensable pour le bon

fonctionnement de l'organisme. Ainsi, la production d'énergie, la multiplication

cellulaire, les expressions géniques et le systeme immunitaire font partie des éléments

qu'il régule [84].

I.5. Tests de ’évaluation des capacités antioxydante

De nombreuses techniques ont été développées afin de permettre la quantification

rapide de la capacité antioxydante des extraits in vitro et in vivo, simple et fiable. De maniére

géneérale la plupart des essais d'évaluation de la capacité antioxydante sont fondés sur le

mécanisme de transfert d'hydrogéne ou d’électrons [92].

I.6.Capacité de piégeage du radical libre DPPH

Ce procédé a été élaboré par Blois (1958) dont le but consiste a déterminer l'activité

antioxydante grace a l'utilisation du radical libre stable o, a-diphényl-B-picrylhydrazyl.

La présence de composés anti-radicalaires contribue a la réduction de la DPPH- en faisant

passer I'nydrogéne au 2,2'-diphényl-1-picrylhydrozyl jaune On peut facilement suivre la

décoloration de ce radical en mesurant I'absorbance a 515-520 nm [93] (Figure 44).
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Figure 44.Réaction de reduction du radicale DPPH avec un compose antiradicalaire (AH)

Elaboration et caracterisation des composes d’interet biologique. 61



Chanitre 111 : Les différentes activités bioloaiaues et de leurs maladies associées.

Partie | : Synthése bibliographique

I1. Activités anti-cholinestérase

11.1. Maladie d’Alzheimer

Avec le vieillissement de la population, la maladie d’Alzheimer (MA) est devenue un
probleme majeur de santé publique, elle a été décrite pour la premiere fois en 1907 par AloTs
Alzheimer elle présente la cause la plus fréquente de démence associée a un trouble
neurodégéneérativ lent et progressif, il s’agit d’une affection neurodégénérative du tissu
cérébral caractérisée par une détérioration et la perte progressive et irréversible des fonctions
cognitives et intellectuelles notamment de la mémoire, le langage et des troubles
comportementaux[94] , ce qui rend la vie quotidienne de ces malades plus difficile. Le
cerveau des patients atteints de la maladie d’Alzheimer porte deux types de Iésions
spécifiques sont la plaque sénile qui est formée par les dépdts amyloides et
les dégénérescences neurofibrillaires, Chacune de ces lésions est associée a une protéine
le peptide R-amyloide pour les dép6ts amyloides, et la protéine tau phosphorylée pour les
dégénérescences neurofibrillaires et sont accompagnées d'une diminution des niveaux de
I'acétylcholine dans le cerveau.

Cette maladie touche plus de 47 millions de personnes dans le monde et ce nombre devrait
augmenter de maniere significative au cours des prochaines années a cause du manque de
traitement efficace ce qui rend la prise en charge de cette pathologie lourde. Les traitements
actuels ne sont pas curatifs mais permettent seulement de diminuer les symptémes de la
maladie, I’'un de ces traitements est 1’utilisation des inhibiteurs du cholinestérase et/ou les

antiglutamates (mémantine) [95].

11.1.1. Les anticholinestérasique

Ce sont les premiers médicaments comportant une indication spécifique pour la
maladie d’Alzheimer, Trois des quatre actuels médicaments approuvés pour le traitement des
patients avec la maladie d’Alzheimer sont des inhibiteurs synthétiques de cholinestérases
(ChE) : donépézil, rivastigmine et tacrine, 1’autre inhibiteur, la galantamine est un alcaloide

tertiaire d’origine naturel (Figure 45).

1
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Figure 45.Structure des inhibiteurs de I’AChE

Les scientifiques estiment qu’on peut diminuer les symptomes en stimulant les
neurones encore intacts et que cette stimulation passe par une augmentation
d’acétylcholine(ACI) dans le cerveau [96].

L’hypothése cholinergique est I'explication la plus fréquente du mécanisme de développement
de la MA, il a été constaté que la formation de plaques amyloide peut-étre causée par les
deux cholinestérases(ChEs) : 1I’acétylcholinestérase et butyrylcholinestérase [97].

L’acétylcholine est un neurotransmetteur qui joue un role important dans le systeme
nerveux pour la mémoire et ’apprentissage, il permet le passage d’un influx nerveux d’un
neurone a un autre au niveau des synapses. Ce neuromédiateur excitateur est régulé au niveau
cerébrale par une enzyme particuliére qui est ’acétylcholinestérase(AChE) qui contribuée a sa
dégradation en deux précurseurs : la choline et 1’acétate respectivement (Figure 46), par
hydrolyse de la liaison ester du neurotransmetteur acétylcholine. Il se trouve principalement
dans les synapses cholinergiques du systéme nerveux central ou son activité met fin a la
transmission du signal synaptique. Dans la maladie d’Alzheimer les déficits cholinergiques
spécifiques dans le cerveau sont causés soit par la baisse de la production de ce
neurotransmetteur soit par I’augmentation de I’activité de I’AChE [98-99].

Les traitements actuels utilisent des inhibiteurs de cette enzyme qui vise & améliorer la
neurotransmission cholinergique en augmentant la quantité d'Acétylcholine dans la synapse,

en bloguant I'acetylcholinestérase qui dégrade I'ACh dans la fente synaptique. Les inhibiteurs
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de l'acetylcholinestérase sont une thérapie recommandée pour les patients atteints de la

maladie d’Alzheimer légére, modérée ou sévere [100].

1
OH
)CL | - AChE-Ser” N o + TL_"’
D/\\‘*/H‘“‘" - )LO_ HO/\v e
H,0

Figure 46. Hydrolyse d'ACI par I’AChE

Dans les conditions normales, I’ACI est principalement dégradée par I’AChE au lieu
de la BUuChE, tandis que la physiologie et le role de BUChE n'ont pas encore claires. Le role
de la BuChE soit considéré comme mineur dans la régulation du niveau d’ACh cérébrale, il a
¢té démontré qu’a un stade avancé de la MA le niveau d'AChE dans I'hippocampe et le

cortex temporal diminue tandis que celui de la BUChE augmente considérablement.

Pour éviter les effets néfastes causés par la suppression de I’activit¢ de 1'AChE, le
développement des inhibiteurs spécifiques de la BuChE pour augmenter les niveaux céréebral

d'AClI est souvent trés essentiel [97].

I11. Activité antityrosinase

I11.1. La pigmentation
111.1.2. Introduction

La coloration de la peau est trés diversifiée, en partie en raison de la présence de la
pigmentation. Cette couleur résulte de 1’association de divers pigments tels que ’hémoglobine
du sang, les caroténoides, la bilirubine mais principalement de la présence d’un pigment
appelé mélanine qui joue un réle important dans la protection de la peau humaine contre les
effets nocifs du rayonnement UV du soleil, elle détermine également notre apparence
phénotypique.

La synthése excessif de ce pigment provoque divers trouble dermatologique, Les
pathologies cutanées sont traitées au méme titre que les dysfonctionnements des autres
organes du corps humain. Parmi les dysfonctionnements cutanes [99], les
hyperpigmentations et leur traitement tiennent une place importante dans la recherche en

dermocosmeétique. Ils ont pour origine, un déréglement dans la production de mélanines, par

1
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conséquent, ces hyperpigmentations sont traitées par des produits dépigmentant inhibant la

mélanogenese et dans un premier ordre les inhibiteurs compeétitifs de la tyrosinase [102].

111.1.3. La mélanogeneése

La mélanogenese est le processus qui conduit a la synthese des mélanines par les
mélanocytes matures qui sont de grosses cellules dendritiques situées dans la couche basale de
I’épiderme. L’ensemble de ce processus met en jeu différentes enzymes qui catalysent
chacune des réactions enzymatique et chimique aboutissant a la formation des pigments

mélaniques dans des organites spécialisés appelés les mélanosomes [102].

I11.1.4. La synthése des mélanines

La mélanine est un biopolymeére hétérogeéne. Il existe deux types de mélanine, les
eumélanines, pigments marron ou noirs et les phaeomélanines, pigments jaunes, bruns ou
rouges, qui résultent d’une méme voie métabolique initiale

La mélanine est synthétisée par les mélanocytes a partir de I'hydroxylation de L-
phénylalanine a L-tyrosine ou directement & partir de L-tyrosine, puis stockée dans des
organelles, les mélanosomes qui sont ensuite transférés vers les kératinocytes des couches
basales de 1’épiderme pour jouer leur réle physiologique [101].

Les enzymes impliqués dans la mélanogenése sont la tyrosinase, la tyrosine
hydroxylase isoformes | (TH-1), phénylalanine hydroxylase (PAH), les Tyrosinases Related
Proteins let 2(TRP 1 et 2). La synthése commence par l'activation de I'enzyme clé de la
mélanogenese, la tyrosinase qui catalyse les deux premiéres étapes majeures de la production
de mélanine par I’hydroxylation de la L-tyrosine en L-3,4-dihydroxyphénylalanine (L-DOPA
ou o-diphénol) grace a son action de monophénolase, par la suite le L-dopa est oxydée en L-
dopaquinone par une action de diphénolase, a ce niveau les voies de synthese different pour
I’eu- et la phaeomélanine [103-104] Dans la voie de I’eumélanine la dopaquinone transforme
au leucodopachrome et dopachrome, ce dernier se transforme a son tour soit spontanément a
I’intermédiaire 5,6-dihydroxyindole (DHI) qui donne 1’indole 5,6-quinone, et par conversion
enzymatique en acide 5,6-dihydoxyindole-2 carboxylique (DHICA) par la TRP-2 qui donne
I’acide indole 5,6-quinone carboxylique par la TRP-1, enfin, la polymérisation des indoles et
des quinones conduit a la formation d'eumélanine[102]. La vois de synthese est orienté vers la
production de la phaeomélanine en présence de cystéine ou du glutathion par conversion de la

dopaquinone en cystéinyldopa ou en glutathionyldopa (Figure 47) [105].
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Figure 47.La voie de synthése de mélanine

111.1.5 .Traitement de désordres hyperpigmentaires par inhibition de la tyrosinase

La tyrosinase (monophénol monooxygénase, EC 1.14.18.1) est une métalloprotéine
contenant du cuivre appartenant a la famille de protéines de cuivre de type 3, la structure
détaillée de la tyrosinase humaine n'a pas encore été résolue. Elle joue un réle central dans la
voie de synthese de la mélanine. Bien que la mélanogeneése soit un processus bénéfique pour
se protéger des dangers externes, un dépdt irrégulier de mélanine peut provoquer des troubles
hyperpigmentaires défavorables divers, tels que le mélasma, les taches de vieillisse et les sites
de lésions actiniques, ce qui cause un probléme esthétique. Etant donné que la tyrosine est
I’enzyme clé de la biosynthése de mélanine, en effet la majorité des agents anti-mélanogenése
provenant de sources naturelles et synthétiques sont des inhibiteurs de cette enzyme, ses

derniers sont des agents prometteurs pour traiter les troubles hyperpigmentaires [105].

1
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V .Activités anti diabétique

V.1. la maladie du diabéte

Une des maladies les plus courantes liées au mode de vie au 21leme siecle c'est le
diabéte sucré (DM). Cette maladie, qui est en général classée comme une DM
insulinodépendante ou comme une DM de type 1, qui est amorcée a la suite de la destruction
de cellules pancréatiques B-cells qui produisent de l'insuline, et d'insuline non dépendante ou
le diabéte de type 2, qui est provoqué a la fois par I'obésité due au mode de vie ou d'autres
composantes exogenes [106].

Le diabéte sucré a I'état latent est une maladie complexe qui se caractérise par un
déreglement important du métabolisme des glucides, des protéines et des graisses. C'est un
trouble métabolique progressif du métabolisme du glucose qui entraine a la longue des
changements micro et macro vasculaires causant des difficultés de gestion des éventuelles
complications secondaires. Le diabete de type 1 est di a la synthese incompléte a l'insuline
par les cellules du pancréas, alors que celui de type Il est principalement marqué par une
intolérance a l'insuline (un état dans lequel la réponse des cellules périphériques a l'insuline

n'est pas normale) ou par un mauvais fonctionnement des cellules [107].

Sa fréquence croit de facon exponentielle et, d'apres les prévisions de I'OMS, soit plus
de 300 millions des individus deviendront diabétiques en 2025. A la différence du diabéte de
type 1[108].

V.2 .Inhibiteurs enzymatiques

Les enzymes d'hydrolyse comme I'alpha-amylase et I'alpha-glucosidase constituent
autant d'enzymes vitales dont on sait qu'elles jouent un role majeur pour la formation de
I'ADN. L'alpha-amylase joue un réle dans la décomposition des glucides grace a sa
capacité d'hydrolyser I'amidon en de petites particules faciles a absorber, telles que le
glucose. Toutefois, en cas d'excés de glucose assimilable en raison de la conversion de
I'amidon en glucose grace a ces enzymes, l’organisme procéde a un réglage par
stimulation de I'hnormone insuline, afin d'aider a éliminer les fragments excédentaires de
glucose et de les stocker comme source d'énergie glycogéne. Bien que, en cas de carence
d'insuline ou de résistance a l'insuline, I'activité excessive de l'alpha-amylase provoque
une hyperglycémie, appelée diabéte sucré. L'inhibition de ces enzymes pourrait donc
constituer un important mécanisme pour moduler I'nyperglycémie postprandiale grace a

leur capacité de ralentir la digestion glucidique [109].
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V.3. Type d’inhibiteurs enzymatique
V.3.1. Alpha-amylase

L'alpha-amylase est une importante enzyme contenue au niveau du suc du pancréas et
de la salive qui permet de dégrader de grosses molécules d'amidon non solubles en molécules
absorbables (Figure 50) [107].

L’alpha amylase I'une des plus importantes et les plus largement utilisées des
enzymes dont le champ d'application a été étendu dans plusieurs domaines tels que le Secteur
clinique, chimie médicinale et analytique. En plus de leur utilisation dans la saccharification
de l'amidon, ils se trouvent aussi dans les secteurs de la production alimentaire, la

boulangerie, les détergents, le textile et le papier... [110].

Les deux inhibiteurs a-amylase permettent de diminuer les niveaux d'hyperglycémie
postprandiale. Différents types d'inhibiteurs de la a-amylase sont issus des plantes
médicinales afin de constituer une alternative plus efficace et moins dangereuse aux

médicaments synthétiques existants [107].

V.4. Test inhibition de I'a-Amylase (in vitro)

L'activité inhibitrice de a I'amylase a été réalisée grace a l'utilisation de la méthode

iode/iodure de potassium (IK1) (G. Zengin et al. 2014) en y apportant quelques modifications

L’enzyme a-amylase (a-1, 4 glucan-glucanohydrolase EC 3. 2. 1. 1) dégradant I'amidon est
tres répandu dans la nature. L'enzyme extracellulaire hydrolyse les liaisons a-1,4
glucosidiques aléatoirement dans la molécule d'amidon dans un mode endo qui produit des
oligosaccharides et monosaccharides, y inclus le maltose, le glucose et la dextrine limite

I’alpha amylase [111].

1
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Partie Il : Etude expérimentale

Ce travail a pour objectif de synthétiser de nouveaux complexes organométalliques et

I’évaluation de leurs activités antioxydante, anti-Alzheimer, antityrosinase et antidiabétique.

I. Matériel et méthodes

La partie qui concerne la synthése chimique des complexes organométallique a été
réalisée au niveau du laboratoire de chimie appliquée, tandis que la partic de 1’étude
expérimentale des activités biologique a été effectuée au sein du laboratoire de biochimie du

centre de la recherche de biotechnologie - CRBT- Constantine.

1.1. Matériel

1.1.1. Solvants et réactifs utilisés

Dans ce travail on a utilisé les ligands suivants :
L’acide mercaptosuccinique 98%, le 5,6-diméthylbenzimidazole 99+%, 1’acide cis-4-
aminocyclohexanecarboxylique provenant de chez Alfa Aesar, 1’acide gibbérellique obtenu

aupres de Sigma-Aldrich, et I’acide phtalique (Tableau 01).

Tableau 1.Représentation de la formule chimique, masses molaires et structure 3D des
différents ligands

Ligand Formule Masse molaire Structure (3D)
chimique (mol/g)
Acide mercaptosuccinique C4Hs04S 150.16 e
c?i
&
b
Acide gibbérellique C19H2206 346.37 . P a:;:‘_;o
'Goc"b bd g
*
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Acide phtalique CgHeO4 166.14 @ O

’acide cis-4 C7H13NO2 143.18
Aminocylohexan

carboxylique

5,6- CoH10N2 146.193
Dimethylbenzimidazole

Les sels métalliques utilisés sont indiqués dans le (Tableau 2):

Tableau 2.Les sels métalliques et leurs propriétés physico-chimiques.

Sel métallique Formule brute Masse molaire Densité

Sulfate de cuivre
) CuS045H20 249,69g/mol 2,284g/cm 3
pentahydraté

1
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Chlorure de cuivre

) ] Cuz2Cl2.2H20 234,02869 /mol
bihydraté
. . 199,65g/mol
Acetate de cuivre
SV Cu(CH3CO0O0)2.H.0
rate
y (hydraté)
Sulfate de fer
FeSO4.7H20 278,01g/mol
heptahydrate
Chlorure de cobalt
) CoCl2.6H20 237,93g/mol
hexahydraté
Acétate de cobalt (I1)
Co(CH3C0O2)24H20 249,08g/mol

tetrahydrate

Chapitre I: Matériel et méthode

2,54g/ml

1,882g/cm 3

(hydraté)

1,897g/ml

1,92g/ml

1,705g/cm 3

Pour notre étude, on a utilisé les solvants suivants : éthanol, méthanol et ’eau. Leurs

propriétés physico-chimiques sont récapitulées sur le (Tableau03) ci-apres :
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Tableau 3.Les solvants et leurs propriétés physicochimiques

Solvant L’eau
Formule brute H,O
Masse molaire 18,01

(g/mol)

Point d*ébullition °C 100
I.2. Méthodes

1.2.1. Synthése des complexes

Ethanol Méthanol
C2HsOH. CHsOH
46 32.04
78 64.7

Dans cette partie, nous décrirons les modes de synthese de douze (12) complexes

organométalliques. On en a utilisé cing (5) ligands, chacun d’entre eux est complexé avec

différents sels métalliques.

D’une maniére générale, les complexes métalliques de chaque ligand sont synthétisés

par addition d’une solution de sel métallique de IM goutte a goutte a la solution du ligand de

1M, dans divers solvants sous agitation, lorsque la couleur de la solution change directement

ceci assure qu’il y a une formation instantanée d’un complexe. Le temps de réaction varie

entre 15 a 30 minutes. Apres refroidissement a température ambiante le pH de chaque solution

est mesuré. Les complexes sont par la suite cristallisés par évaporation lente.

Nous préciserons ci-apres les conditions particuliéres de synthése pour chaque complexe.

1
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1.2.1.1. Préparation des solutions des sels métalliques

Pour chaque sel métallique, on obtient une solution de 1M dans I'eau distillée. Environ
2 ml d'eau distillée sont versés dans un bécher de 5 ml, puis on y ajoute 1 mmol de sel

métallique sous agitation magnétique (Tableau 04).

Tableau 4.Les masses pesées de chaque sel métallique et couleur de solution correspondante

Sel métallique Masse pesée (Q) Couleur en solution
CuS04.5H20 0.249685 Bleue
CuCl2.2H20 0.2340286 Bleue

Cu(CH3COOH); 0.19965 Verte-bleue
CoCl2.6H20 0.23793 Rose foncée
Co(CHsCO0)2 0.24908 Rose pale
4H,0
FeS04.7H20 0.2780146 Verte

1.2.1.2. Préparation des solutions des ligands

Une solution de 1M est préparée, on dissout dans un bécher de 5 ml une quantité
équimolaire de 1 mmol de chaque ligand dans 2 ml de solvant sous agitation magnétique,

comme suit ;

L’acide mercaptosuccinique (L1), le 5,6- Dimethylbenzimidazole (Ls) et I’acide cis-4-
Aminocylohexan carboxylique (La) sont dissouts dans 1’eau distillée, tandis que 1’acide
gibbérellique (L2) est dissout dans 1’éthanol avec addition de quelques gouttes de ’acide
chlorhydrique (HCI), I’acide phtalique (L3) est dissout dans I’éthanol absolu. Toutes les
solutions sont incolores (Tableau 05).
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Dans le (Tableau 05) figurent les différentes masses de ligands nécessaires a la synthese des
complexes :

Tableau 5.Les masses pesées des ligands

Ligand Masse pesée (9)
L, 0.15016
L, 0.34637
L3 0.16614
La 0.14318
Ls 0.146193

1.2.1.3. Synthése des complexes de ’acide mercaptosuccinique

Ces complexes sont préparés on versant la solution des sels métalliques : chlorure et
sulfate de cuivre, a celle du ligand. La couleur des deux solutions vire directement du
transparent vers 1’aubergine mais avec agitation elle se transforme en verte pour la solution du

sulfate de cuivre.

Le mélange réactionnel est soumis a une agitation magnétique a une température de
40°C pendant 30 minutes. Le pH du milieu réactionnel a été mesuré et est respectivement de
1.647 et 1.592.

1.2.1.4. Synthése des complexes de ’acide gibbérellique

Ces complexes ont été obtenus par ’interaction Sous agitation entre la solution du
ligand L P’acide gibbérellique et les solutions des sels de métaux : Sulfate de
cuivre(CuS0O4.5H,0), ensuite d’acétate de cuivre (Cu(CH3COO).), éventuellement le chlorure
de cuivre (Cuz Cl2 - 2H20 le milieu réactionnel est d'abord de couleur transparente, I'ajout de
sels permet d'obtenir immediatement une coloration aux solutions et par la suite des
complexes, le niveau de pH de chacune des solutions est égal respectivement a 1.6, 1.14 et
1.25.

1
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1.2.1.5. Syntheése des complexes de ’acide phtalique

Les complexes ont été obtenus par réaction sous agitation entre la solution éthanoique
du ligand Lz et celle de sels de métaux : chlorure de cobalt, sulfate de cuivre, chlorure de
cuivre et le sulfate de fer, notons qu’il a été rajouté des gouttelettes de I’hydroxyde de sodium
pur (NaOH) et de I’acide chlorhydrique (HCI) dans la solution du sulfate de cuivre, et
seulement de 1’acide chlorhydrique dans la solution du sulfate de fer. Le PH de chaque
solution est respectivement de 2.244, 0.788, 1.914, 0.767.

1.2.1.6. Synthése des complexes de ’acide cis-4-Aminocyclohexanecarboxylique

On a préparé ces complexes par versement sous agitation des solutions de chlorure de
cuivre, sulfate de cuivre, Chlorure de cobalt, acétate de cobalt et sulfate de fer a la solution du
ligand. Ces solutions sont essentiellement transparentes et deviennent respectivement verte,
bleue, rose pour les deux sels de cobalt. On soumet le milieu réactionnel sous agitation
magnétique a 40°C durant 15 minutes. La valeur du pH du milieu de réaction a ainsi été
mesurée et elle est de 4.09, 4.58, 6.09, 6.98, 4.47 respectivement.

1.2.1.7. Synthése des complexes a base ligand 5,6-Dimethylbenzimidazole

Ces complexes ont été obtenus par l'interaction entre la solution du ligand L5, 5,6-
Dimethylbenzimidazo et les solutions contenant les sels métalliques (I’acétate de cuivre
(Cu(CH3COOQ) ») et le Sulfate de cuivre(CuSO4.5H20), la coloration initiale des solutions est
transparente, lI'addition des sels et au rythme de l'agitation, elles prennent une couleur bleu

foncé.

1.3. Evaluation des activités biologiques in vitro des complexes

Les métaux de transition et leurs complexes possédent un large spectre d’applications
biologiques et/ou thérapeutiques. Ainsi, elles ont été étudiées pour leurs propriétés

antibactériennes, antifongiques, anti inflammatoires.

Dans ce travail, nous avons choisi d’évaluer le potentiel antiradicalaire et I’inhibition
enzymatique de 1’acétylcholinestérase, la butyrylcholinestérase, la tyrosinase et 1’alpha
amylase des complexes synthetises.

Notons que tous les tests ont été effectués en triplicat.
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1.3.1. Activité antioxydante

L’étude de I’activité antioxydante des différents complexes est testée selon une seule

méthode : piégeage du radical libre DPPH.

1.3.1.1. Activité antiradicalaire au DPPH

A. Principe du test

L’activité du DPPH est mesurée selon le protocole de dosage décrit par (Blois, 1958),
le principe de cette méthode consiste en une mesure de la capacité d'un composé antioxydant
a réduire le radical libre DPPH’ (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de couleur violette en 2,2
diphenyl-1-picrylhydrazine de couleur jaune par spectrophotométrie visible. Le DPPH
absorbe 4 517 nm en solution alcoolique, lors de la réduction par un atome d’hydrogéne

provenant du produit antioxydant son absorption diminue (Figure 48).

+ A-H —— 02N

VIOLET JAUNE

Figure 48.Réaction de réduction du radicale DPPH avec un composé antiradicalaire (AH)

B. Procédure
e Préparation des échantillons
Pour n6tres échantillons, nous avons travail avec une concentration de 8M

Les concentrations préparées sont utilisées pour toutes les méthodes.

1
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Dans le (Tableau 06) figurent les masses nécessaires pour chaque complexe :

Tableau 6.Masse utilisée pour chaque complexe

Symbole du produit Produit Masse (9)
1 L4CuSO4 0.00242
2 L3CuCl; 0.00240
3 LoCuCl; 0.00384
4 L1CuSO4 0.002478
5 L3FeSOq4 0.002544
6 L3CuSO4 0.002605
7 L1CuCl; 0.0022768
8 L3CoCl; 0.002367
9 L4Co(CH3COO0) > 0.003138

10 L4CoCl> 0.002184
11 LsCuSO4 0.002446
12 LsCu(CH3COO) 0.00262

La quantité de chaque produit a été dissoute dans 1 ml du méthanol (certains produits non
solubles dans le méthanol sont dissouts dans 1’eau qui sont les complexes 01, 06 et 09 ) qui
présente la solution mére de 8 mM, c’est a partir de cette derniére qu’une série de dilution de
1/2 a eté préparée avec sept (7) concentrations différentes de 1’échantillon en ordre

décroissant comme le montre le (Tableau 07 )ci-dessous :
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Tableau 7.Tableaux des dilutions

Dilution 1/1 1 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
Concentration 400 200 100 50 25 12.5 6.25
ug/ml
500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl
1ml
| | | | | |
1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
solution mére 500 pl MeOH 500 pl MeOH 500 pl MeOH 500 pl MeOH 500 pl MeOH 500 ul MeOH

Figure 49.Représentation des déférentes dilutions

B.2. Protocole

Une solution de 0,4 mM de DPPH est préparée dans le méthanol et gardée a -20 C° a
I’abri de la lumiere avant ['utilisation. Dans une microplaque de 96 puits un volume de 40 pl
de différentes concentrations d’échantillon dilué est déposé en triplicata par la suite un
volume de 160 uL de la solution méthanolique de DPPH est additionné sur chaque puits.
Parallelement le témoin négatif est préparé par un mélange de 40 pul du méthanol avec 160 pl
de la solution de DPPH. Aprés 30 minutes d’incubation a I’obscurité et a température
ambiante, I’absorbance est lue a 517 nm en insérant la microplaque dans le
spectrophotometre. La faible valeur d’absorbance de la réaction du mélange indique une
activité de piégeage des radicaux libres supérieure. Le BHT et I’a-tocophérol ont été utilisés
comme standards anti-oxydante.

L’activité anti radicalaire de chaque échantillon est exprimée en pourcentage

d’inhibition du

1
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DPPH en utilisant la formule suivante :

% d'nhibition =

Chapitre I: Matériel et méthode

A blanc — A ps

x 100

A blanc

Aglanc est 1’absorbance de la réaction ne contenant que les réactifs.

Aps est I’absorbance de la réaction contenant les réactifs et ’extrait.

1.3.2. Evaluation de Dactivité antidiabétique

1.3.2.1. Activité inhibitrice de I’a-amylase

A. Principe

L'activité inhibitrice de 'a-amylase a été réalisée selon la méthode iode/iodure de

potassium (IK1) de (Zengin. G et al. 2014) avec quelques modifications. L’acarbose est utilisé

comme standard.

A.2. Procédure

La microplaque est remplie selon le schéma ci-apres :
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Figure 50.Schéma représentatif de la plaque de I’activité inhibitrice de I’alpha amylase

En bref, 25 ul de chaque dilution des différents complexes sont déposés dans les puis le

la microplaque, ensuit on ajoute 50ul de la solution d’a-amylase, apres on laisse incuber la

plaque pendant 10 min a 37°C, par la suite 50 ul d’amidon sont rajoutés, on incube encore une

fois la plaque dans les mémes conditions, enfin on rajoute 25 pul d’HCI suivie de 100 pl IKI
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puis on lance directement la lecture a 630 nm. Le pourcentage d’inhibition est calculé selon

I’équation suivante:

1 - [(Ac - Aps) - (As - Ab)]
(Ac - Aps)

%INH =

Ac = Absorbance [Amidon+ IK 1+ HCI + Vol de solvant de Ps+ Vol tampon Enzyme].
Ae = Absorbance [Enzyme + Amidon + IKI + HCL+ Vol de solvant de Ps].

As = Absorbance [Enzyme + Ps+ Amidon + IKI + HCI].

Ab = Absorbance [Ps + IKI + 125ul de tampon].

1.3.3. Activité anti-acétylcholinestérase

La méthode d'inhibition des deux enzymes 1’acétylcholinestérase (AChE) et
butyrylcholinestérase (BChE) permet d'obtenir l'activité anticholinestérasique de certains
complexes synthétisés.

A. Principe de la réaction

Selon cette méthode, l'activité anti-Alzheimer d'un échantillon se déduit de son
aptitude a pour empécher l'activité de I'enzyme AChE, ce qui entraine une diminution du taux
de dégradation de 1’acétylcholine pour donner de I'acide acétique ainsi que de la thiocholine
qui est mise en réaction avec le DTNB pour obtenir des produits de réaction teintés en jaune.
Cette inhibition est considérée comme une stratégie prometteuse pour le traitement des

troubles neurologiques et réduire les symptémes de la maladie d'Alzheimer.

B. Mode opératoire
L’inhibition de 1'acétylcholinestérase (AChE) et de la butyrylcholinestérase (BChE)
Des complexes ont été déterminés a 1’aide d’un lecteur de microplaque a 96 puits au moyen
d'une méthode spectrophotométrique 1égérement modifiée décrite par (Ellman et al. 1961)
(Figure 51).

1
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Mixed disulphide Yellow 5-thio 2- nitrobenzoic acid (TNB)

Figure 51.Mécanisme chimiques de la méthode d ’Ellman’s

C. Procédure

A T’aide d’une micropipette (de 100 et /ou 1000) on met 150 ul de tampon phosphate de
sodium 100 mM (pH 8,0), On y ajoute 10 pL de solution contenant 1’un des douze (12)
complexes dissous dans le méthanol ou I’eau (selon les complexes) a différente
concentrations, et ensuite 20 pL de solution enzymatique AChE (5.32 _ 10-3 U) ou BChE
(6.85 _ 10-3 U) lIs ont été mélangés et mis en incubation durant 15 minutes dans une étuve
placée a 37 C°.

Puis 10 puL de la DTNB se sont ajoutées, Pour amorcer le processus de réaction, on ajoute 10
uL acetylthiocholine iodide (0.71 mM) ou butyrylthiocholine chloride (0.2 mM), Pour finir,
L'absorbance de chaque puits est mesurée a 412 nm au moyen d'un lecteur de microplaques de

96 puits respectivement 0 min et 15 min. Cette expérimentation a été effectuée en triple.

On a déterminé le pourcentage d'inhibition de I'AChE ou du BChE en fonction du
blanc (éthanol enrichi d'un tampon de phosphate pH 8 c’est-a-dire le mélange réactionnel sans

échantillon) répondant a la formule suivante :
I (%) = (E - S)/E *100

E : l'activité de I'enzyme sans le Ps / S : I'activité de I'enzyme avec le Ps

On utilise la galanthamine a titre de référence.
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1.3.4. Activité antityrosinase

La Tyrosinase s’avere étre une oxydoréductase capable de catalyser I'oxydation des
phénols, notamment la tyrosine. Son absence ou des mutations au niveau de son géne
provoquent une réduction, sinon un blocage, du taux de pigmentation.

Le mécanisme d'inhibition de I’enzyme tyrosinase (EC 1.14.18.1) donne accés a une activité

anti tyrosinase de douze (12) complexes organométalliques déja synthétisés.
A. Principe de la réaction

L’activité anti- tyrosinase est déterminée spectrophotométriquement, a 1’aide d’un

lecteur de microplaque a 96 puits selon la méthode décrite (Ebru Deveci et al 2018).
B. Procédure

Une plaque a 96 puis est remplie avec 150 pl de tampon a (pH 6.8) puis 10 pl de
chaque dilution des différent complexes sont ajouté ensuite 20 pL de la solution d’enzyme
tyrosinase, la plaque est incubée par la suite a 37 ° C pendant 10 min. aprés 20 pl de la
solution L-DOPA est ajouté, avec un lecteur de plague a été faite a 475 nm aprées 10 min

d’incubation a 37 C°.

I.4. Analyse statistique

Les résultats des tests effectués «in vitro» de I’activité antioxydante et des activités
enzymatiques sont exprimés en moyenne déviation standard (+ SD) d’analyses en trois essais.
Les valeurs d’ICsp sont calculées par la méthode de la régression linéaire a partir de la courbe:

[% inhibition = f (concentrations)].

1
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. Caractérisation par Spectroscopie Raman

Pour confirmer la coordination du meétal Cu-O et Cu-Cl, nous avons caractérisé nos
échantillons par spectroscopie Raman. Dans cette derniére, nous avons irradié I'échantillon par
une source laser, ou la longueur d'onde d'excitation peut étre choisie dans un domaine assez
large. Les deux spectres Raman des complexes (1) et (2) présentent un bruit de fond qui
montre la présence de la fluorescence; pour cela, nous avons joué sur les parameétres de
I’appareil pour corriger la fluorescence afin d’avoir des spectres exploitables.

La Figure 52 est une photo par microscopie, elle montre la position prise pour 1’analyse du

cristal de chaque complexe.
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Figure 52.Photo par microscopie de la position prise pour 1’analyse Raman des structures (1)
et (2)

Sur les spectres des deux complexes et dans la région 90-600cm™, nous observons des pics
trés clairs et pointus, ce qui confirme la bonne cristallisation des composés étudiés dans ce
travail. Les deux spectres Raman présentent des pics intenses qui confirment la plupart des

liaisons présentent dans la structure des complexes [112].

il
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Pour le complexe (1) :
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Figure 53.Spectre Raman du complexe (1) avec une source excitatrice émettant a 780 nm

Tableau 8.Les bandes expérimentales les plus pertinentes dans le complexe (1)

Bandes Type de liaison

Expérimentales (cm™)

425.2 v (Cu-Oso4)
521.5 v (Cu-Os0a)
986.6 v (S-0)
1188.4 v (C-0)
1236.6 v (C-C)
1033.3 groupe (SO4)
1471.9 8(CHz)
2901.9 ; 2923 ; 2964 v (C-H)
3085.0 v (O-H)

1
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Pour le complexe (2) :
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Figure 54.Spectre Raman du complexe (2) avec une source excitatrice émettant a 780 nm

Tableau 9.Les bandes expérimentales les plus pertinentes dans le complexe (2)

Bandes Type de liaison
Expérimentales (cm™)
522.32 v (Cu—OH,0)
187.4 v (Cu—Cl)
1232.43 v (C-C)
1028.54 v (C-O)
3144.75 v (O-H)
2847.75 ; 2902.85 ; v (C-H)
2936.51 ; 2965.89
3081.38 ; 3094.42 v (=(C-H))
1110,03 (C-0O-) asym
3144.75 v (O-H)

il
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1.2. Analyse élémentaire
Dans ce contexte nous avons confirmés la présence de tous les éléments formant la
structure des complexes en utilisant ’analyse €lémentaire réalisée a la faculté des

sciences exactes de Gafsa en Tunisie.
La valeur des pourcentages expérimentaux sont comparables a celles des pourcentages

théoriques (Tableau 10) et (Tableau 11).

Tableau 10.Valeurs de I’analyse élémentaire pour complexe 01

Elément Pourcentage théorique % Pourcentage
expérimentale %

H 5,90 6.00
C 21,40 22.32
Cu 16,17 14.91
@) 44,80 45.21

3,57 3.67
S 8,16 7.89

Tableau 11.Valeurs de I’analyse élémentaire pour complexe 02

Elément Pourcentage théorique % Pourcentage
expérimentale %

Cu 12,53 12.15
C 37,92 38.09
H 3,98 3.70
@) 31,57 32.03
Cl 14 14.03

1
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1.3. Etude Cristallographique

L’étude cristallochimique et les représentations graphiques des complexes ont été exécutées a

’aide de I’interface Wingx et du logiciel Mercury.

e Enregistrement des intensités

Les complexes (1) et (2) ont été analyses par le diffractométre automatique Bruker APEXII
(AKaMo=0,71073A).

Le complexe (1) cristallise dans le systtme monoclinique avec le groupe d'espace P2/c et le
deuxieme complexe (2) cristallise dans le systéeme triclinique avec le groupe d'espace P-1

sous forme de prismes de couleur bleue pour les deux complexes.

e Résolution des structures
Les structures ont éte résolues dans un premier temps par le programme Sir92 puis affinée par
le programme SHLEXL. Tous les atomes d’hydrogene ont été placés par calcul géométrique,
tel que Uiso(H) = 1.2Ueq (C).
Ainsi, dans le Tableau 12 sont présentées les données cristallographiques les  plus
pertinentes. Les  paramétres de  mailles, les  résultats d’affinement détaillés, les
coordonnées atomiques, les longueurs et angles de liaisons des structures décrites dans ce

chapitre sont consignés dans les annexes.

Tableau 12.Données cristallographiques et résultats d’affinements

Complexes Complexe 1 Complexe 2
Formule Hs6C14Cu2022N2S; CuCi6H20010Cl
M (g.mol-1) 785,72384g/mol 506,77g/mol
Systeme Triclinique Monoclinique
G. d'espace P-1 P2/c
a(A) 7.529 (9) 10.084 (5)
b (R) 6.283(10) 7.255 (5)
c(R) 15.351 (14) 24.351 (5)
a(®) 79.239 (11) 90
BO 76.463 (10) 98.386 (5)

il
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) 102.453 (10)
Z 2
V (A% 408.324 (10)
Rint 0.027
R1 0.025
WR2 0.066
G.OF 1.07

1.3.2. Description de la structure cristalline du complexe (1)

Chapitre 11 : résultats et discussion.

90
2
1761.0 (15)
0.026
0.033
0.076
1.06

Le complexe (1) est un polymere de coordination du titre, [Cu(SOa)2, (H20) 4] n. (C7H1302N)

2, I'atome de Cull est coordonné de maniére octaédrique par deux atomes O de deux anions

sulfate différents, quatre donneurs d'atomes O de quatre ligands aqua, et une molécule

organique cis- 4-ammoniocyclohexanecarboxylate non coordonnée (Figure 55). Les

anions sulfato bidentés forment une chaine infinie Cu-O-S avec le cuivre. Les liaisons

hydrogene N-H...O et O-H --- O relient les molécules complexes et les molécules organiques

du réseau dans une architecture supramoléculaire tridimensionnelle (Tableau 13).

Tableau 13.Liaisons hydrogene présentent dans le complexe (1)

D—H---A D—H
N1—H1Ni--O1W 0.89 (3)
O2W—H2W---02 084 (2)
O4W—H44W---O4 084 (2)
O1W—H1W---01 084 (3)

Code de symétrie: (i) —x+1, —y+1, —z

1
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1.94 (2)
183 (2)
187 (2)
1.87 (3)

2.830 (3)
2.658 (3)
2.702 (3)
2.693 (3)

171 (3)
169 (3)
168 (2)
169 (2)
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o2wW'

Figure 55.Description moléculaire du complexe (1), Cu(S0O4)2, (H20)4]n.(C7TH1302N)2
1.3.1. Description de la structure cristalline du complexe (2)
Le complexe Bis Phthalic tetraaquadichloridocuprate (I1I) de formule [CuCl2(H20) 4].
(CgHs04)2 est constituée d’un atome central Cul 1ié a un atome de chlore et deux molécules
d’eau, et une molécule organique ; ortho-phthalate (Figure 56). Dans 1’unité asymétrique, il
existe deux liaisons hydrogéne moyenne de type O-H...O et faible de type C-H...O
(Tableaul4).

Tableau 14.Liaisons hydrogéne présentent dans le complexe (2)

D—H---A D—H@A) H-AR) DA D—H---A(°)
O2W—H2W---04 0.82 (3) 2.16 (3) 2.98 (2) 158 (3)
C3—H3---01W 0.97 (3) 2.69 (3) 3.66 (2) 126 (3)

il
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Figure 56.Description moléculaire du complexe (2) ; [CuCI2(H20) 4]. (C8H604)2

1. Evaluation des activités biologiques in vitro des complexes
Les métaux de transition et leurs complexes possedent un large spectre d’applications
biologiques et/ou thérapeutiques. Ainsi, elles ont été étudiées pour leurs propriétés
antibactériennes, antifongiques, anti inflammatoires. Dans ce travail, nous avons choisi
d’évaluer le potentiel antiradicalaire et 1’inhibition enzymatique de 1’acétylcholinestérase, la

butyrylcholinestérase, la tyrosinase et I’alpha amylase des complexes synthétisés.

Notons que tous les tests ont été effectués en triplicat.

11.1. Etude de lactivité antioxydante

Le stress oxydatif est essentiel a I'étiologie de nombreuses maladies chroniques et
dégénératives, comme le cancer, les maladies cardiovasculaires, le diabete et la MA. Par
consequent, la synthése de composés possédant un pouvoir antioxydant potentiel a recu une
grande attention. Pour cette raison, la capacité antioxydante des composées synthétisés a été

évaluée en utilisant la méthode du piégeage du radical libre DPPH® [113].

Le pouvoir antiradicalaire des différents complexes vis-a-vis du radical libre DPPH®
est suivi par spectrophotométrie en mesurant 1’absorbance a 517 nm. En présence des

piégeurs de radicaux libres, le DPPH® de couleur violette se réduit en 2-2Diphenyl-1

1
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Picrylhydrazine de couleur jaune. Dans ce test les résultats ont été comparés au standard
BHA.

Les résultats de 1’activité antiradicalaire au DPPH sont exprimés par les pourcentages
D’inhibition pour chaque concentration, ainsi que les valeurs de la concentration d’inhibition
50%.

L’Clso c’est 1a concentration en antioxydant nécessaire pour réduire 50% du DPPH? initial.

On a effectué le test pour seulement 8 composeés sur 12, a savoir : 01, 03, 04, 05, 07,
08, 09 et 11 (Figure 57). Selon cette méthode tous les composés ont présenté une faible
activité a une concentration de 1600 pg/ml, incomparable avec celle du standard BHA
(6.14+0.41) a la concentration de 800 pg/ml (Tableau 15).

A : Lescomposés n° 1, 3, 8 et 16. B : les composés n° 04, 05, 07, 09.

Figure 57.Profile de la microplague du test de DPPH

ol
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Tableau 15.Pourcentage d’inhibition du antiradicalaire DPPH

% d'inhibition de DPPH

Complexes 25 ug 50 ug 100 pg 200 pg 400 pg 800 pg 1600 pg Clsopg/ml
Complexe 01 NA 2,99+1,17 3,39+0,91 10,29+0,54 | 10,45+0,27 | 31,55+0,33 | 46,27+0,54 >1600
Complexe 03 NA NA NA NA 3,45+1,58 2,58+1,01 11,33+£0,45 >1600
Complexe 04 = 539+0,25 = 3,82+0,00 5,87+4,03 NA NA 2,02+1,15 1,59+2,92 >1600
Complexe05 3,78+3,10 3,97+0,51 8,72+1,29 17.36+1.79 | 25,67+0,73 | 39,44+0,49 | 53,93+0,73 >1600
Complexe 07 NA NA 1,73+0,23 NA 8,55+0,35 17,45+1,07 | 23,11+3,28 >1600
Complexe 08 NA NA NA NA NA NA NA >1600
Complexe 09 | 10,14+0,33 | 10.06+1.34 | 10,38+0,49 | 10,76+1,15 | 10.33+1.19 | 11,23+0,25 7,15+1,65 >1600
Complexe 11 NT 23,43+1,98 1,89+1,58 7,64+1,08 35,31+0,18 | 31,06+0,09 | 27,63+0,80 >1600

Concentration

Lgimi 3.125 6.25 12.5 25 50 100 200
BHA 72,63+2,06 | 88.73+0,89 | 94.00+0,31 | 94.97+0,08 | 95.38+0,41 | 95.02+0,23 NT 12.99+0.41

NA : pas d’absorbance

11.2. Etude de activité enzymatique

L'efficacité des complexes a exposer une activité enzymatique est exprimée en valeurs Clso,
représentant la concentration d'un inhibiteur nécessaire pour diminuer l'activité enzymatique

de 50%, plus cette valeur est basse, plus ’activité est grande.
11.2.1. Activité anti acétylcholinestérase

L'activité enzymatique a été déterminée a une concentration de 8 mM sauf pour le
complexe 02 on a utilisé une concentration de 1 mM car a 8 mM, car il a révélé des

pourcentages d’inhibitions supérieures de 50% (Tableau 16).

1
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Tableau 16.Inhibition de I’acétylcholinestérase par les complexes 01,02, 03, 04,05, 06 et 07

Concentration

pg/ml

Complexe 02

Concentration

pg/ml

Complexe 01
Complexe 03
Complexe 04
Complexe 05
Complexe 06

Complexe 07

Concentration

pg/ml

Galanthamine

0,78125

22,07+1,15

6.25

11,30+0,20

5,03+0,08

NA

NA

NA

21,54+7,69

3.125

35,93+2,28

% inhibition de I’acétylcholinestérase.

1,5625

29,17+3,07

125

21,72+0,00

21,63+0,89

NA

NA

NA

33,51+1,68

6.25

43,77+0.00

NA : pas d’absorbance

il

3.125

39,97+4,95

25

37,44+6,24

42,11+6,10

NA

NA

NA

12.5

68,50+0,31

6.25

67,04+2,29

50

74,74+7,62

56,74+2,60

18.33+0.00

NA

NA

46,69+0,27

25

80,69+0,41

12.5

68,34+0,24

100

76,95+5,47

74,56+0,52

11.60+0.49

NA

41,85+2,89

74,50+1,36

50

85,78+1,63
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25

59,83+0,40

200

81,56+1,75

77,62+0,64

19,74+2,11

NA

54,88+3.00

85,38+1,44

100

91,80+0,20

50

70,52+2,25

400

84,49+1,05

82,50+2,39

38,71+0,84

NA

62.39+3.39

82,14+5,73

200

94,77+0,34

CI50 pg/ml

4.41+0.84

34.26+0.67
40.27+1.27
>200
NA

185.36+5.65

37.01+2.06

6.27£1.15
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CI1 50 pg/ml

185’36 Composé 01

Composé02
Composé 03
B Compose 06
composé 07

W Galantamine

4,41
w Mz

34,26

Figure 56.Valeurs des 1C50 du test anti-acétylcholinestérase sous forme d’histogramme

D’aprés les valeurs de la Clso obtenues (Tableau 16 et Figure 56), le complexe (02)
CuCI2(H20) 4]. (CsHsOa4)2 a présenté la meilleure activité par rapport aux autres complexes
testés (01,03, 04, 05, 06 et 07) et le standard galanthamine. Il présente une tres forte activité
inhibitrice (4.414+0.84 pg/ml) contre I’AChE a une concentration de 50 pg/ml par rapport au
standard galanthamine (6.27£1.15 pg/ml) a une concentration de 200 pg/ml, donc I’activité
du composé 02 est supérieure d’une fois a celle du standard a une concentration méme
inférieure du standard.

Les pourcentages d’inhibition et les valeurs de la Clso de I’activité inhibitrice de
I’acétylcholinestérase des complexes (01) [Cu(SOa)2, (H20) 4] n. (C7H1302N) 2 , 03, et 07
présentent une faible activité a une concentration de 400 pg/ml, qui est presque de six fois
plus faible que celle du galanthamine et dix fois plus faible que celle du complexe 02
(Tableau 16 et Figure 56) montrent une faible activité inhibitrice contre 1’AChE par rapport
au standard galanthamine, alors que le complexe 04 n’a présenté aucune absorbance ce qui

signifie I’absence d’une activité inhibitrice contre I’AChE.

1
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11.2. 2.Activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase

Les valeurs de 1’absorbance obtenues ont permis de calculer le pourcentage d’inhibition des

différents complexes selon la méme formule précédemment utilisée pour les activités

précédentes (Tableau 17).

Tableau 17.inhibition de la butyrylcholinestérase par les complexes

% Inhibition de la butyrylcholinestérase

Concentration 0,78125 1,5625 3.125 6.25 125 25 50 Clso pg/ml

pg/ml
Complexe 02 | 49,97+5,58 = 53,9745,18 @ 64,67+1,11  64,67+1,14 = 65,85+0,97 @ 65,94+0,42 @ 73,35+3,29 9.3045.88
Concentration 6.25 12,5 25 50 100 200 400

pg/ml
Complexe 01 3,64+1,89 | 2558+4,62 | 57,82+2,52 | 63,52+2,22 Sat Sat Sat 15.54+0.51
Complexe 03 NA NA NA 46,42+0,21 @ 46,67+0,42 | 53,33+1,05 | 54,67+1,47 | 149.14+5.50
Complexe 04 NA NA NA NA NA NA NA NA
Complexe 05 NA NA NA NA NA NA NA NA
Complexe 06 NA 26,38+5,36 | 44,68+10,66 | 66,75+1,18 | 70,18+0,28 Sat Sat 30.51+2.12
Complexe 10 NA NA NA NA NA NA NA NA
Complexe 11 NA NA NA NA NA NA NA NA
Complexe 12 NA NA NA NA NA NA NA NA
Concentration 3.125 6.25 125 25 50 100 200

pg/ml
Galanthamine | 3,26+ 0,62 | 6,93+ 0,62 | 24,03+2,94 | 45,13+2,60 | 63,87+2,85 @ 73,57+0,77 | 78,95+0,58 | 34.75+1.99

NA : pas d’absorbance

il
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CI50 pg/ml
149’ 14 Composé 01
Composé 02
Composé 03

B Composé 06

M galanthamine

30,51 34,75

1554 g3 '
4_‘ PR

Figure 57. Valeurs des Clso du test anti-butyrylcholinestérase sous forme d’histogramme

D’apreés les résultats des Clso (Tableau 17 et Figure 57) on observe que le complexe (02)
[CuCl2(H20) 4]. (CsHeO4)2 présente la plus élevée activité inhibitrice (Clso= 9.30+5.88
pg/ml) suivi par le complexe (01) [Cu(SOs)2, (H20) 4] n.(C7H1302N)2 (Clso =15.54+0.51
pg/ml), le complexe 06 (ICso= 30.51+2.12 pg/ml) et le complexe 03 (Clso = 149.14+5.50
pg/ml). L’activité du complexe 02 est trois fois plus élevée que celle du standard
galanthamine (Clso = 34.75£1.99 pg/ml) et du complexe 06, et d’une fois plus grande que
celle du complexe 01. L’activité du complexe 01 est deux fois plus élevée que celle du
galanthamine. Le complexe 03 présentent une faible activité inhibitrice qui est quatre fois plus
faible que celle du standard.

Alors que les complexes 04, 05, 10, 11 et 12 ne montrent aucune absorbance donc ils

n’exhibent pas d’activité inhibitrice contre la BChE.

1
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11.2.3. Activité inhibitrice de tyrosinase
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D’aprés les résultats des pourcentages d’inhibition présentés dans le Tableau 18, les douze

complexes synthétisés ont présenté des pourcentages d’inhibition tres faible (> 400 pg/ml) ce

qui montre que ces derniers ne présentent pas une capacité inhibitrice contre la tyrosinase.

Concentration

pg/ml

Complexe 01

Complexe 02

Complexe 03

Complexe 04

Complexe 05

Complexe 06

Complexe 07

Complexe 08

Complexe 09

Complexe 10

Complexe 11

6.25

14,19+3,54

37,87+0,58

24,59+3,84

12,01+0,77

2,94+ 0,66

10,30+0,86

14,05+1,46

10,51+1,14

NA

18,15+1,57

21,18+2,35

il

Tableau 18.Inhibition de la tyrosinase

125

20,07+0,58

40,39+1,45

20,24+2,33

12,52+2,09

1,04+7,12

NA

33,29+8,9

6,88+1,21

NA

22,42+2,12

35,53+3,47

%lnhibition de la tyrosinase

25

30,82+4,07

39,71+2,04

25,60+2,27

6,47+0,58

NA

3,70+0,00

15,15+2,85

18,22+5,98

NA

25,93+2,32

36,75+1,36

50

27,79+0,29

36,52+0,00

37,20+0,58

12,51+0,29

NA

12,44+0,33

37,04+4,79

18,47+3,04

NA

24,21+2,18

24,88+1,33

100

29,81+0,58

NA

42,57+0,87

12,01+0,29

NA

11,49+0,33

32,13+0,11

14,91+0,33

NA

27,96+0,67

30,76+3,47
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200

14,53+0,29

20,41+1,01

43,91+0,29

19,73+2,33

NA

6,36+2,69

41,08+5,71

NA

NA

28,60+0,22

33,87+1,11

400

NA

NA

44,58+0,87

21,75+1,45

NA

NA

37,56+0,86

4,46+0,33

NA

29,50+0,67

36,05+0,67
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Clso
pg/ml

>400

>400

>400

>400

>400

>400

>400

>400

NA

>400

>400
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Partie 11 : Etude expérimentale

Complexe 12 | 31,58+4,00 @ 33,48+1,82 | 33,10+1,11 | 32,46+0,44 | 33,35+0,00 | 32,24+7,94 @ 47,87+0,22 >400

Concentration

3.125ug 6.25ug 12.5ug 25ug 25ug 100ug 200ug
pg/ml
25.23
Kojic acid 6,91+0,75  19,22+0,75 | 36,29+2,92 49,46+2,24 @ 58,32+0,37  64,36+0,65 66,95+2,24 +0.78
11.2.4. Activité inhibitrice de I’a-amylase
Dans cette étude, un effet inhibiteur in vitro des douze complexes synthétisés a été
étudié. Les résultats enregistrés ont permis de calculer le pourcentage d’inhibition des
différents extraits selon la méme formule précédemment utilisée pour les activités préceédentes
et de tracer les courbes en fonction des concentrations des extraits et du standard qui est
I’ Acarbose (Tableau 19).
Tableau 19.Pourcentages d’inhibition de 1’alpha amylase par les composés synthétisés
% d’inhibition de I’alpha amylase
Complexes 19.53125ug  39.0625 ug | 78.125 g 156.25 ug 312.5 ug 625 ug 1250 pg Clso (ug/ml)
COmPlexe 05 1204146 | 26,005126  27558+1,93 ) ) ) ) >1250
Complexe 06 NA NA NA NA NA NA NA NA
Complexe 09 NA NA NA NA NA NA NA NA
Complexe 02 - - - - 32,02+3,59 34,51+4,49 - >1250
Complexe 03 | 32,39+6,59 | 35,43+1,88 | 35,58+2,90 @ 38,33+1,11 39,17£3,17 - - >1250
complexe 04 = 34,49+0,34 @ 35,62+0,42 @ 35,91+0,42 38,23+0,68 39,32+1,21 - - >1250
Complexe 01 - - - - - - - >1250
Complexe 07 = 14,49+0,20 = 17,48+0,07 | 20,84+0,30 @ 20,84+1,29 26,45+1,49 - - >1250
Complexe 08 - - - - 20,86+0,17 @ 34,01+0,10 34,01+0,10 >1250
Complexe 10 - 37,26+0,52 | 39,58+0,83 @ 39,68+4,45 42,72+3,72 - - >1250
Complexe 11 = 27,33+1,62  31,65+2,12 33,85+x2,41 36,11+0,00 - - - >1250
Complexe 12 - - 36,01+0,62  36,71+0,98 38,22+0,33 - - >1250
Standard 62,5 ug 125 pg 250 ug 500 pg 1000 pg 2000 ug 4000 pg Clso (ug/ml)

Acarbose 7,76x0,17 8,08+0,30 | 9,46+0,11 10,70+0,96 31,81+2,89 37,21+3,54 | 53,05+1,59 3650,93£10,70

1

Elaboration et caracterisation des composes d’interet biologique. 98



Chapitre 11 : résultats et discussion.
Partie Il : Etude expérimentale
D’aprés le tableau présenté en haut on constate que tous les complexes ont présenté

une faible activité inhibitrice contre I’alpha amylase a une concentration de 1250 ug, sauf les

deux complexes 06 et 09 n’ont présenté aucune absorbance a une méme concentration.

e R -

Figure 58.Profil de microplaque obtenu des douze complexes

L’analyse des résultats obtenus a montré que :

Le complexe (02) [CuClx(H20)4].(CeHsO4)2 a révélé la meilleure activité anti-AChE
(Clso= 4.41+0.84), alors que le méme ligand avec le sulfate de fer (II) (complexe 05) n’a
montré aucune activité, et avec le sulfate de cuivre(ll) (complexe 06) a montré une faible
activité (Clso= 185.36+5.65) incomparable a celle du standard (6.27+1.15) et du complexe 02.

Ces mémes complexes dans le test contre I’activité inhibitrice de la BChE ont monté
différents résultats. Le complexe 02 a également montré une trés bonne activité (ICso=
9.30+5.88) plus elevé que celle du standard (34.75+1.99), le complexe 05 n’a montré aucune
activité, alors que le complexe 06 a présenté une activité meilleure que celle du complexe 02
et du standard.

ol
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Partie 11 : Etude expérimentale

On remarque la méme chose avec les autres complexes testés. Les complexes formé avec
I’acide cis-4 Aminocylohexan carboxylique (L4) ; le composé (01) [Cu(SOa)2, (H20) 4] n.
(C7H1302N) 2 avec le sulfate de cuivre, a montré une bonne activité inhibitrice contre I’AChE
et la BChE, alors que le complexe 10, complexé avec le méme ligand et le chlorure de cobalt

n’a monté aucune activité contre la BChE, ce dernier n’est pas testé contre I’ AChE.

Les complexes obtenus avec le ligand mercaptosuccinique (L1) présentent aussi
différents résultats, on remarque que le complexe 04 avec le sulfate de cuivre ne montre
aucune activité contre les deux enzymes, alors que le complexe 07 avec le chlorure de cuivre

montre de bonne activité inhibitrice contre I’AChE ce dernier n’est pas testé contre la BChE.

On peut suggérer que ces propriétés biologiques différentes présentées par chaque
complexe de métaux de transition sont dues a la variation de différents ions métalliques et
méme les sels métalliques du méme métal, le changement dans les ligands et par conséquent
les atomes donneurs, le changement dans les substituants du ligand ce qui améne au
changement de la géométrie des complexes [2].

D’apres les études de (Kelly J. Kilpin et Paul J. Dyson), ont proposé que les
inhibiteurs d'enzymes a base de métaux puissent étre classés en trois classes principales selon
le réle du centre métallique dans le processus d'inhibition [114]:

e Complexes contenant un centre métallique qui ne se coordonne pas directement avec
I'enzyme. Mais, ce sont les ligands qui présentent un effet biologique actif et sont
responsable de la liaison et I’activité inhibitrice contre I’enzyme & travers ces
substitutions, bien que le métal puisse subir des événements de redox qui renforcent
ces effets.

e Complexes ou les ligands masquent simplement un ion métallique «nu», qui interagit
généralement, de maniére non sélective, avec de nombreuses différentes cibles
protéiques. Les ligands ne sont généralement pas bioactifs, mais sont présents pour
stabiliser ou protéger le centre métallique réactif.

e Complexes ou se trouvent a la fois le métal et les ligands biologiquement actifs et sont

mutuellement responsables de I'activité biologique du complexe.

On peut suggérer aussi que les complexes présentant de bonne activité contre ces enzymes,
c’est qu’ils s'intégrent bien dans la poche active de I'enzyme par le biais des différentes
liaisons avec certains résidus du site actif de I'enzyme cible, empéchant ainsi la liaison du

substrat naturel [5].

1
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Conclusion

Au cours de ce travail, nous avons synthétisé douze nouveaux complexes a partir de

cing ligands et différents sel métallique du cuivre, cobalt et le fer dans différents solvants.

Nous avons étudié leur activité antioxydante, parallelement les tests enzymatiques ont été
effectués pour certains de ces complexes. Enfin, nous avons pu obtenir la structure
moléculaire exacte des deux complexes exhibant les meilleures activités biologiques.

Nous avons pu constater que les activités biologiques des complexes varient selon
I’halogénure métallique de départ. En effet, les complexes obtenus a partir du chlorure du
métal sont souvent différents de ceux derivant du sulfate du méme métal, pour un méme

ligand.

En outre, ce travail nous a permis, de mettre en évidence deux phénomenes
intéressants :

v" Une activité anticholinestérasique notable du complexe [CuCl2(H20) 4]. (CsHeOa)2
(Clsp = 4.41+0.84 pg/ml) plus élevee que celle du standard galanthamine, ainsi les
complexes (01) [Cu(SO4)2, (H20) 4] n. (C7H1302N) 2 (Clso = 34.26+0.67 pg/ml)
,03(Clso = 40.27£1.27 pg/ml) et 07 (Clso = 37.01£2.06 pg/ml) ont présenté une tres
bonne activité inhibitrice contre cette enzyme.

v Une trés bonne activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase plus élevée que celle du
standard pour les complexes (01) [Cu(SOs4)2, (H20) 4]n.(C7H1302N)2 (ICs0 =15.54+0.51
pg/ml), (02) [CuCl2(H20) 4].(CeHeOs)2 (Clso= 9.30+5.88 pg/ml) et 06 (CTso=
30.51+2.12 pg/ml) et une faible activité pour le complexe 03 (Clso = 149.14+5.50

pg/ml).

On propose dans un premier temps I’étude des mécanismes et modes de liaison des
complexes a base de métaux qui présentent les meilleures activités avec les cibles

enzymatiques et cela par une co-cristallisation du complexe avec sa cible.

On propose aussi de réaliser les tests des activités biologiques enzymatiques pour les
complexes qui n’en subissent pas et de réaliser le test du pouvoir antibactérien pour les douze

nouveaux complexes.

1
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Bien qu'il existe de nombreux exemples de complexes métalliques avec des activités
biologiques in vitro, le prochain défi consiste a développer leur potentiel thérapeutique in

Vivo.

L'utilisation des métaux en médecine ouvre de nouveaux horizons mais nécessite de
prendre en compte leur complexité propre. Ainsi, lorsqu’on synthétise des complexes
métalliques a visée thérapeutique, différents événements doivent entrer en consideration.
L'hydrolyse des complexes métalliques en milieu biologique peut s‘avéerer problématique. Si
on souhaite qu'un complexe actif atteigne sa cible, il doit persister sous cette forme, aussi bien
dans un milieu aqueux que dans un milieu plus hydrophobe caractéristique des membranes
cellulaires des veésicules et des sites actifs des enzymes. L'interaction des composes
métalliques avec diverses protéines plasmatiques, telles que I'albumine et la transferrine qui
possedent des domaines structuraux capables de former des liaisons a haute affinité avec les
métaux ainsi qu’avec les différents médicaments peut également représenter un obstacle a
I'objectif thérapeutique fixé. Un autre point d'achoppement, plus classique, est le passage des
membranes. En effet, le complexe formé du métal et de ses ligands doit, dans certains cas,
pour atteindre sa cible moléculaire, traverser la membrane cellulaire, intact. Enfin, avant
darriver a sa cible moléculaire, le complexe métallique entre en compétition avec les
protéines spécialisées dans le transport des métaux, donc d’étudier et évaluer les
caractéristiques d'absorption, de distribution, de métabolisme et d'excrétion ce qui donne ainsi
une estimation de la dose a administrer. Ces difficultés posent autant de nouveaux défis a

réaliser.
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s Appareillage

Lecteur de microplaques Etuve

PH-metre Agitateur magnetique

Figure 59.Matériel utilisé dans la réalisation des protocoles expérimentaux


https://www.humeau.com/etuve-memmert-un30-32l-convection-naturelle-76410003000.html

% Verrerie et petit matériel :
Tableau 20.La verrerie utilisée et autres

Bechers Erlenmeyers
Flacons Entonnoirs
Verres de montre Portoirs
Micropipettes Pipettes graduées
Spatules Barreaux magnétiques
Embouts Eppendorf

e Préparation de la solution du DPPH

Une quantité de 6 mg de DPPH a été dissoute dans un volume de 100 ml de méthanol.

La solution est gardé a -20°C a I’abri de la lumiére. L’absorbance est 0.5 nm (517 nm) dans le

spectrophotomeétre. Ceci est dans le but d’assuré une quantité du radical (DPPH) suffisante

dans le milieu réactionnel pour le bon déroulement de la réaction.

e Preparation des réactifs

e Solution tampon phosphate

On prépare la solution tampon a partir d’une solution A monobasique (NaH2P04)

(1.56g dissout dans 100 ml de I’H20) et une solution B dibasique (Na2HP04) (8.89¢ dissout

dans 500 ml d’H20). Ensuite, on mélange les proportions des deux solutions A et B pour avoir

un pH= 6.8. Notons qu’on a utilisé un pH de 6.8 au lieu de 6.9. (Tableau 21). On rajoute 6
mM de NaCl (35.1 mg NaCl pour 100 ml de tampon) au tampon phosphate (pH 6.8).

Tableau 21.Masse utilisée pour chague complexe

58 62 64 66 68 7 72 74 76 78

Ph
NaH:P04 92 815 735 625 51 39 28 19 13 85
(ml)

Naz:HPO: 8 185 265 375 49 61 72 8l 87 915

(ml)

5.3

945



e Solution de I’alpha amylase

Une solution mere a été préparée on dissout 1 mg d’enzyme dans 9 ml de solution
tampon phosphate (pH 6.8). Pour le teste 1 ml de la solution mere est dilué dans 9 ml du
méme tampon, la solution diluée est la concentration finale de I’enzyme dans cette solution
devient 1U/ml.

e Solution de I’amidon

1g d’amidon est dissout dans 100 ml de I’eau distillée, la solution est versée dans un

flacon et placée dans la microonde a plusieurs cycles de 15 secondes.
e Solution IKI

La solution est obtenue par dissolution de 3 g de Kl dans 100 ml de I’eau, puis 127 mg
d’iodine sont rajoutés, par la suit la solution est portée sous agitation jusqu’a dissolution

complete.

e Solution d’HC1 1M

L’HCl de 1M est préparé par I’ajout de maniere délicate de 45.83 ml d’eau a 4.17 ml
d’HCL pure.

e Préparation du DTNB en solution (5, 5,-Dithiobis (acide 2-nitro-benzoique))

Pour 16 mg de DTNB, on ajoute 1 ml de tampon (PH=7), puis on rajoute 7,5 mg de
NaHCO3 pour 1ml (PH=7), ensuite 2 ml de tampon (PH=7) enfin 4 ml (PH=8), ce qui

équivaut a un volume total de 8 ml.

e Mise au point et préparation des substrats

Gréace a un procédé qui consiste a mettre en solution 16 mg de iodure
d'acétylthiocholine (ACI)/ ou 4 mg d'iodure de butyrylthiocholine (BuCl) en 4 ml d'eau

distillée, puis on y ajoute 4 ml du tampon a (PH =8).



e Preparation des solutions enzymatiques

v" En ce qui concerne I'AChE

On fait dissoudre 0,2 mg AChE dans 4 ml (PH=8) afin d'obtenir la solution A, ensuite on
met 20 ul de solution A dans 20 eppendorf, on prend un seul eppendorf dans lequel se trouve
20 pl de solution A et on y ajoute 3 ml de PH = 8 vers la fin on vérifie I'absorbance a 412 nm

celle-ci varie entre 0,4 et 0,5.

v" Dans le cas du BChE

Il s'agit d'une dissolution de 0,2 mg de BChE dans 1 ml (PH=8) jusqu'a obtention de la
solution A, aprés on met 20 ul de solution A dans 20 eppendorf et on prend un seul eppendorf
qui contient 20 ul de la solution A et on ajoute 2 ml de PH = 8 en fin on vérifie I'absorbance a

412 nm celle-ci varie entre 0,4 et 0,5.
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Résumé

Ce travail est une contribution a une synthése de douze de nouveaux complexes de
coordination a base de métaux de transition en utilisant cing ligands et des sels de métaux de
transition  dans différents solvants suivie par l'identification des complexes les plus
importants par analyse Raman et élémentaire, ainsi que la caractérisation par diffraction des

rayons X (DRX) sur monocristal, pour enfin évaluer quelques activités biologiques.

L'évaluation de I'activité antioxydante des complexes par la méthode de piégeage des radicaux
libres DPPH n'a montré aucune activité antioxydante. De méme que l'alpha amylase et la

tyrosinase.

Les tests anti acétylcholinestérase et butyrylcholinestérase ont montré que le complexe (02)
CuClI2(H20) 4]. (C8H604)2 présentes une tres forte activité contre I'AChE d'une valeur de
Clso (4,41£0,84 pg/ml) a une concentration méme inférieure au standard galanthamine
(6,27£1,15 pg/ml).

Les complexes (01) Cu(SO4)2, (H20) 4] n. (C7H1302N) 2, (02) [CuCl2(H20)
4].(C8H604)2 et (06) LsCuSOs ayant respectivement la valeur Clsg (Clso= 15,54+0,51
pug/ml), (Cl= 9,30+5,88 pg/ml), (Clso= 30,51+2,12 pg/ml) ont une meilleure activité
inhibitrice contre le BChE, ou le composé 06 a un pouvoir inhibiteur plus élevé que celui du
complexe 02 et du standard (34. 75+1,99).

Nos produits synthétisés sont susceptibles d'étre une source potentielle de molécules
bioactives en raison de leur intérét biologique pour traiter la maladie d'Alzheimer.

Mots clés: métaux de transition, ligands organiques et sels métalliques, complexe
organométallique, Raman, analyse élémentaire, diffraction des RX Sur monocristal, activités

biologiques.
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Summary

This work is a contribution to a synthesis of twelve new transition metal coordination
complexes using five ligands and transition metal salts in different solvents, followed by the
identification of the most important complexes by Raman and elemental analysis, as well as
characterization by X-ray diffraction (XRD) on single crystals, to finally evaluate some

biological activities.

The evaluation of the antioxidant activity of complexes by the DPPH free radical scavenging

method showed no antioxidant activity. As well as alpha amylase and tyrosine’s.

Anti-acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase tests showed that the compound (02)
CuCl2 (H20) 4]. (C8H604)2 has a very strong activity against AChE with an IC50 value

(4.41+0.84 pg/ml) at a concentration even lower than the Galanthamine standard (6.27+1.15

pg/ml).

The compounds (01) Cu (SO4)2, (H20) 4] n. (C7H1302N) 2, (02) [CuCI2 (H20) 4].
(C8H604)2 and (06) L3CuSO4 having respectively the IC50 value (IC50= 15.54+0.51
pg/ml), (IC50= 9.30£5.88 pg/ml), (1IC50=30.51+2.12 pug/ml) have a better inhibitory activity
against BChE, where compound 06 has a higher inhibitory potency than compound 02 and the
standard (34. 75+1.99).

Our synthesized products are likely to be a potential source of bioactive molecules because of

their biological interest in treating Alzheimer's disease.

Key words: Transition metals, ligands and metal salts, organometallic compound, RX

diffraction on a single crystal, Elemental analysis, biological activities.
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