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Introduction générale

De nombreux composés azotés d’origine naturelle et synthétique ont trouvé une
multitude d’applications importantes dans le domaine pharmaceutique comme antibactérien,

antioxydant, antifongique et anxiolytique.

Parmi ces composés azotés : les bases de Schiff, en référence a Hugo Schiff (1864).
Ces ligans largement exploités en chimie médicale et chimie de coordination ont pris de
I'importance a cause de leur physiologie et les activités pharmacologiques qui leur sont
associées. Les composés contenant le groupe imine (-C=N-) dans la structure sont connus
sous le nom de bases Schiff (Bharti et al., 2010).

Les Benzodiazépines (BZD) sont des molécules de découverte ancienne. Cependant,
elles ne sont pas dénuées d'effets indésirables et posent des problémes de toxicodépendance.
Les agences sanitaires tentent de résoudre ces problémes depuis de nombreuses années. En
effet, les recommandations officielles concernant cette famille thérapeutique sont
fréquemment mises a jour, mettant 1’accent sur des durées de prescription courtes et sans

renouvellement (Gamblin, 2015).

Depuis leur apparition sur le marché pharmaceutique en 1950, les BZD se sont
largement répandues dans les habitudes de consommation et de prescriptions des médecins du
monde entier. Les BZD ont a ce moment été reconnues comme médicaments de référence du
traitement de 1’anxiété aigué et subaigué. Elles sont indiquées dans les troubles anxieux
comme traitement symptomatique des manifestations anxieuses séveres et/ou douloureuses.
L’objectif de ce travail est la synthése et 1’évaluation in vitro du potentiel biologique d'une
famille de 1,5 Benzodiazépines obtenues par interaction entre les bases de Schiff et le
benzaldéhyde (un composé organique largement utilisé comme réactif et un intermédiaire
dans les industries pharmaceutiques) respectivement. En effet, les structures de quatre
composés Benzodiazépines (3a-3d) fonctionnalisées par OCHs, OH, H et Cl respectivement,
seront reportées et différents tests biologiques ont été également initiés afin d'évaluer leurs

potentiels antioxydant, antibactérien et antifongique in vitro (Duval, 2011).
Le présent manuscrit est scindé en deux grandes parties :

- Une partie théorique composée de deux chapitres :

Le premier chapitre comprend des généralités et des données bibliographiques sur le
DHA, les bases de Schiff, les benzaldéhydes et les Benzodiazépines, leurs propriétés, ainsi

que leurs différentes applications biologiques.
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Le deuxiéme chapitre présente des rappels théoriques sur les différentes applications

biologiques testées.
- Une partie pratique qui comprend également deux chapitres :
Un chapitre dédié¢ au matériel et méthodes utilisés.
Les résultats seront traités et discutés dans le dernier chapitre.

Enfin, une conclusion générale ainsi que des perspectives de recherche avenir

viendront achever ce travail.



Chapitre | :

Geénéralités et données

bibliographiques



Généralités et données bibliographiques Chapitre |

I. Introduction

Dans le présent travail, quatre composés 1,5 Benzodiazépines ont été synthétisées a
partir d’une réaction qui combine I’acide déhydroacétique, une molécule de diaminobenzéne
et un 4R-benzaldéhyde substitué en position 4 par des groupements : OCHs, OH, H ou ClI, les
produits de cette addition sont dits Benzodiazépines, et dans ce qui suit un rappel succinct sur

les propriétés chimiques et biologiques de chaque acteur de cette réaction.

I.1. Acide déhydroacétique

L'acide déhydroacétique (3-acétyl-4-hydroxy-6-méthyl-2H-pyrane-2one)
commercialement abrégé en DHA (Kashmiri et al., 2018) est un composé hétérocyclique
d’une masse moléculaire de 168,15 g/mol, souvent utilisé en synthése organique (Prakash et
al., 2004) et trouve ses applications principalement comme fongicide et bactéricide (Miller et
al., 2001).

OH O

= CHy

H,c” 07 o

Figure 1: Acide déhydroacétique (DHA) (Rassweiler et Adams, 1924).

La réaction entre une lactone (DHA) et wun composé aromatique :
I’orthophénylénediamine ou 1, 2 diaminobenzéne aboutit a la formation d’un composé dit

Benzodiazépine qui renferme une base de Schiff
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|.2. Orthophénylénediamine (Diaminobenzéne)

Orthophénylénediamine (OPDA) est un composé aromatique de formule CeHa(NH2)2,
trés utilisé en synthése hétérocyclique et joue le réle d’intermédiaire important dans plusieurs

composés biologiquement actifs dont les fongicides (Layer, 1976).

NH-
NH,

Figure 2: Orthophénylénediamine (OPDA) (Guisnet et al., 1991).

1.3. Bases de Schiff

Ce sont des Composés ayant une fonction imine ou azométhine (-C=N-) et sont
connus sous le nom de bases de Schiff. Elles ont été citées pour la premicre fois en 1864 par
le chimiste allemand Hugo Schiff (Chaturvedi et Kamboj, 2016).

On appelle base de Schiff tout produit comportant une double liaison (-C=N-) (Da
Silva et al., 2011 ; Mugherli, 2017). Elles sont a I’origine le produit de la réaction entre un
amine primaire (R-NH3) et un composé carbonylé (R1-CO-R2) ou R1, Rz est un aldéhyde ou
une cétone, I’eau est un sous-produit de cette réaction (Chaturvedi et Kamboj, 2016)

(Figure 3).
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R, R
g o _/ + HyO
R—NH, + —— N
R

0 2
Amine primaire Aldéhyde ou cétone Base de Schiff Eau

Figure 3: Schéma de réaction de I’amine primaire avec un aldéhyde ou une cétone (Schiff,
1864).

1.3.1. Classification des ligands bases de Schiff

Les ligands base de Schiff sont classés selon le nombre de site de fixation :

monodentates, bidentates, tridentates, tétradentates et pentadentates (Battin, 2019).

1.3.1.1. Base de Schiff monodentate

C’est une molécule qui possede un seul site de fixation.

C/ H
\, R

Rl == H ; 2‘CH3 ’ 3“0H3; 4'0H3

Figure 4: Base de Schiff monodentate (Garcia-Vazquez, 1984).

1.3.1.2. Base de Schiff bidentate

Ce genre de base de Schiff peut exister sous forme de plusieurs types. Les bidentés

peuvent étre O, N donneurs tel que le composé suivant :
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O H

OH

\

CHs  CHs O-ChHs

Figure 5: Base de Schiff bidentate (Suresh et Prakash, 2011).

1.3.1.3. Base de Schiff tridentate

Les ligands tridentates qui peuvent étre synthétisé a partir de la figure suivante sont de
type : ONN ou ONO ligands.

X= NH> oy X=OH

Figure 6: Base de Schiff tridentate (Jayarajan et al., 2010).

1.3.1.4. Base de Schiff tétradentate

e Type NNOO (N202) donneurs
Cette classe de ligands qui présente bis-base de Schiff (NNOO) est nommée
par le terme H2Salen.
Les deux protons associés au Salen sont des protons des fonctions hydroxyles greftés

sur des cycles aromatiques qui deviennent des substances acides (Zoubeidi, 2017).



Généralités et données bibliographiques Chapitre |

0 H H
: \ o )
- sl
2| T HN—CH),—NH,
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Salicyladéhyde Ethyiéne diamine Base de Schiff (imine}

Figure 7: Schéma d'obtention d'une base de Schiff tétradentate (NNOO donneurs) (Diehl et
al., 1950).

1.3.1.5. Base de Schiff pentadentate

e Type NNOOO donneurs (N203)

(=

Figure 8: Base de Schiff pentadentate de type N2O3z donneurs (Mahapatra et al., 2019).

e Type NNNOO donneurs (N30O2)

L

Figure 9: Base de Schiff pentadentate de type N3O donneurs (Kriiger et al., 2015).
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I.4. Applications Biologiques des bases de Schiff

Les bases de Schiff sont largement utilisées dans plusieurs domaines : biologique
(Imran et al., 2007), inorganique (Pouralimardan et al., 2007), analytique (Cimerman et al.,

2000) et en synthése organique (Abu-hussen, 2006).

L'importance des bases de Schiff réside dans leurs utilisations comme antibactériens,
antifongiques, ainsi que leurs capacités a capturer des ions métalliques (Dutta et Chakravorty,
1994).

1.4.1. Antioxydante

Les ligands de base de Schiff ont montré une excellente activité antioxydante (DPPH,
FRAP). Par ailleurs, le but de la combinaison de groupes fonctionnels est d’augmenter le
potentiel antioxydant afin d’améliorer leurs propriétés et synthétiser de nouveaux complexes

portants des groupes fonctionnels antioxydants (Tadele, 2017 ; Zaranappa et al., 2012).

1.4.2. Antibactérienne

Il a été démontré que les bases de Schiff présentent une large gamme d’activités
biologiques, y compris antifongiques, antibactériennes, antipaludiques, antiprolifératives,
anti-inflammatoires, antivirales et antipyrétiques (Dhar et Taploo, 1982 ; Przybylski et al.,
2009).

L'augmentation du taux de mortalité associé aux maladies infectieuses est droitement
liée aux bactéries présentant une résistance aux antibiotiques (Da Silva et al., 2011). La
synthése de nouveaux agents antibactériens renfermant de mécanismes d'action nouveaux et

plus efficaces est devenue incontestablement un besoin médical prompt (Rice, 2006).

Les bases de Schiff ont été désignées comme des agents antibactériens prometteurs,
par exemple, la N-(salicylidéne)-2-hydroxyaniline est efficace contre le Mycobacterium
tuberculosis, présentant une valeur de concentration minimale inhibitrice de 8 pg/mL (de

Souza et al., 2007).
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>
N

OH

OH

Figure 10: N-(Salicylidene)-2-hydroxyaniline (Da Silva et al., 2011).

Les bases de Schiff avec une portion de 2,4-dichloro-5-fluorophényl sont également
efficaces dans 1'inhibition de la croissance bactérienne. Cette classe des bases de Schiff inhibe
complétement la croissance de S. aureus, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, et Klebsiella
pneumoniae. Les valeurs de concentrations minimales inhibitrices pour cette classe des

composés varient entre 6,3 et 12,5 pg/mL (Karthikeyan et al., 2006).

NH Nﬂx
N~ '
| =g N -
F N N
1 [ )=s 5
N N R” = 4-N(CH;), and X = CH,
Cl cl N
cl cl
R® = Cland X = NCHj;
OCH; R’=Cland X = CH,
RE

Figure 11: Différentes Classes de 2,4-dichloro-5-fluorophényl ayant une activité
antibactérienne (Da Silva et al., 2011).

1.4.3. Antifongique

Les infections fongiques sont de plus en plus résistantes aux traitements utilisés
(Sundriyal et al., 2006), le développement de nouveaux agents antifongiques est devenu donc
nécessaire, et fait 1’objet de plusieurs études (Martins et al., 2009 ; Martins et al., 2009).
Plusieurs complexes de bases de Schiff sont décrits pour leur pouvoir antifongique important

(Da Silva et al., 2011).
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Les bases de Schiff avec une portion de 2,4-dichloro-5-fluorophényle (Figure 11)
ainsi que les composés (1-2) (Figure 12) inhibent la croissance de champignons d'intérét
clinique, comme Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Trichophyton mentagrophytes, et
Penicillium marneffei. Les concentrations minimales inhibitrices de ces composés varient
entre 6,3 et 12,5 ng/mL (Karthikeyan et al., 2006).

N
NrJ R?
N-
B .
N
[
Cl cl \\R1
R = 4-F-CgH; et R? = 4-CI-CgHs (1)
R = 3-Cl-4-F-Cz;H, et R? = Piperonyl (2)

Figure 12: Composés bases de Schiff ayant une activité antifongique (Da Silva et al., 2011).

1.5. Benzaldéhyde

Le benzaldéhyde (BZ) est un aldéhyde aromatique (C7HeO), d’une masse moléculaire
de 106,1 g/mol, liquide transparent a légérement jaunatre lors du stockage et a odeur
d’amande ameére. Il est utilis¢é comme réactif et intermédiaire dans les industries

pharmaceutiques (Bishop, 1990).

0
\

H

Figure 13: Structure du benzaldéhyde (Bishop, 1990).

1.5.1. 4-Méthoxybenzaldéhyde

Le P-méthoxybenzaldéhyde, ou anisaldéhyde appartient a la classe des benzaldéhydes,
portant un substituant méthoxy (OCHz3) en position 4. Sa formule générale est (CgHgOz), de
masse moléculaire de 136,15 g/mol.

10
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C’est un composé chimique commercial, d’un état liquide huileux, volatile dans la
vapeur (O’neil, 2013), de couleur jaune (Govindarajan et Nagabalasubramanian, 2015) et
d’une odeur d’aubépine (Lewis, 2012), insoluble dans 1’eau, miscible dans 1’éthanol et trés

soluble dans le chloroforme (Haynes, 2015).

L'anisaldéhyde commercial est largement utilisé dans l'industrie chimique comme
intermédiaire dans 1a préparation de parfums, aromatisants, colorants, produits

pharmaceutiques et agrochimiques (Kirchner et al., 2011).

H e

Figure 14: Structure du 4-méthoxybenzaldéhyde (Kirchner et al., 2011).

1.5.2. 4-Hydroxybenzaldéhyde

Le 4-hydroxybenzaldéhyde est un benzaldéhyde solide substitué par un groupe
hydroxyle (OH) en position 4. Sa formule chimique est (C7HeO2), d’une masse molaire de
122,12 g/mol.

Le 4-hydroxybenzaldéhyde est un constituant actif majeur du Gastrodiae Rhizoma,
une plante médicinale chinoise utilisée pour le traitement médical des maux de téte, de
1'épilepsie, des rhumatismes, des névralgies, de la paralysie et d'autres troubles névralgiques et

nerveux (Tang, 1992).

11
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H

Figure 15: Structure du 4-hydroxybenzaldéhyde (Jasinski, 2008).

1.5.3. 4-Chlorobenzaldéhyde

Le p-Chlorobenzaldéhyde, également connu sous le nom de 4-chlorobenzaldéhyde est
une poudre cristalline incolore en paillettes ou jaune pale. Son poids moléculaire est de
140,56 g/mol et d’une formule générale (C7HsCIO). Il est insoluble dans I'eau, facilement
soluble dans I'alcool, I'éther, le benzéne et I'acétone.

Il peut étre utilisé pour la production de médicaments, aussi comme modulateur de propriété
des fluides incluant les agents antimousses, les agents de coagulation, les agents de dispersion
et les émulsifiants. 1l rentre aussi dans la production de produits chimiques agricoles utilisés
sur une variété de cultures et dans la fabrication de produits chimiques de laboratoire,
d’engrais a usage domestique ou industriel. Il sert également comme substance pour prévenir,

détruire ou atténuer les effets des parasites.

12
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Figure 16: Structure du 4-chlorobenzaldéhyde (Sampath et al., 2010).

Des études préliminaires sur la relation structure-activité ont révélé que les composés
ayant un fragment donneur d'électrons (OH-OCHz3) sont d'excellents antioxydants et que les
composés ayant un fragment électrodonneur (CI) sont d'excellents agents anti-inflammatoires

(Taqui Khan et al., 1992).

En plus de leurs activités antioxydantes, la littérature a rapporté aussi que le 4-
méthoxybenzaldéhyde posséde une propriété antifongique contre plusieurs souches

(Fitzgerald et al., 2005).

1.6. Benzodiazépines

Les Benzodiazépines constituent une classe importante de composés bioactifs. Elles
comptent parmi les médicaments du psychisme et sont largement utilisées dans le traitement
des syndromes anxieux. Elles présentent des propriétés anti-convulsivantes, myorelaxantes,
sédatives (Katrizky et Rees, 1984 ; Barton et al.,1979), anti-inflammatoires, analgésique
(Satyanarayana et Rao, 1993) et inhibitrices de synthése des prostaglandines (Nawrocka et al.,
2004) ainsi que des activités antibiotiques (Kamal et al., 2001).

Certaines de ces structures ont été utilisées dans 1’industrie comme pigments pour les fibres

acryliques (Harris et Straley, 1968).

Elles doivent leurs noms a leur structure chimique comme : le noyau Benzodiazépine
associe un motif de benzéne (benzo-) plus un hétérocycle dont deux atomes sont des azotes (-

diaz), présents en position 1,4 ; 1,5; 1,2 ;1,3 ;2,4 et 2,3. Les 1,4 et 1,5- Benzodiazépine ont

13
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trouvé une large application comme agents thérapeutiques a forte diffusion biologique :

hypnotiques, sédatifs, anxiolytiques...etc (Marks, 1991).

N—-r

—

N

Figure 17: Structure chimique d’une 1,5 Benzodiazépines (Rida et al., 2018).

Cette structure accepte des modifications importantes sans perte sensible de son
activit¢ pharmacologique, ce qui permet de comprendre la multiplication des produits

commercialisés (Landry et Gies, 2014).

Les Benzodiazépines sont d’une importance essentielle dans le domaine médical et

dans le tableau qui suit, quelques Benzodiazépines a usage fréquent sont citées :

14
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Tableau 1: Exemple de quelques Benzodiazépines commercialisées a usage fréquent
(Urman et Kaye, 2012).

Pédiatrique Adulte

Bolus Initiale : 0,5-2,5
incrémentiel : mg, lentement,
0,05-0,1 mg/kg pendant 2
Titrage : minutes
0,25mg/kg tous Titrage : 1-5min 1-25h
les 5 min incréments de
Max : 0,2 mg/kg 0,5mg
Max : 5 mg
Bolus Initiale : 2,5-10
incrémentiel : mg lentement

0,1-0,3 mg/kg par Titrage : 2-5 mg
tranches de 3 min  toutes les5-10 30Ss—5 min 2-6h

minimum min
Max: 0,6 mg/kg Max: 20 mg
Bolus Initiale : 0,02-
incrémentiel : 0,05 mg/kg sur
0,05 mg/kg sur 2 2 min ; peut
min répéter > dose
Peut répéter /2 toutes les 10-15  5-10 min 4-6h
dose toutes les min
10-15 min Max : 2 mg
Max : 2 mg

1.6.1. Synthése des Benzodiazépines

La synthése des Benzodiazépines a été largement étudiée. Elle consiste en une action
de ’OPDA sur des composés carbonylés a, B-insaturé, les f-halocétones, ou avec des cétones
(Reid et Torinus, 1959) en présence des catalyseurs acideS qui sont essentiels pour améliorer

le processus de condensation (Abdul Majid et al., 2012).

Dans ce qui suit, quelques méthodes de synthése des Benzodiazépines.

1.6.1.1. Chalcones

Synthése de 2,4-disubstitués-1,5-Benzodiazépines de chalcones, avec un bon
rendement (70 a 88 %) (Bhatia et al., 2008).

15
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Figure 18: Schéma de synthése de 2,4-disubstitués-1,5-Benzodiazépines de chalcones (Bhatia
et al., 2008).

Une nouvelle série de 2,4-disubstitués-2,3dihydrosubstitué-1,5-dérivés  des
Benzodiazépines de divers chalcones substituées a été synthétisée sous irradiations micro-
ondes (Sharma et Joshi, 2012).

Figure 19: Schéma de synthése de dérivés Benzodiazépines (Sharma et Joshi, 2012).

Synthése de quelques nouveaux benzimidazoles assemblés 1,5 Benzodiazépines

dérivées de chalcones substituées (Yadav et Srivastava, 2011).

16



Généralités et données bibliographiques Chapitre |

HN

Rz NHz —
-t O o
A
>—c:—r:=t: Ry @:
H H NH;
N
H Ra MW

N
H

R3 R4

Figure 20: Schéma de synthése de benzimidazole assemblé 1,5-Benzodiazépine (Yadav et
Srivastava, 2011).

1.6.1.2. Cétones

La synthése de 2,3-di hydro-1H-1,5-Benzodiazépines de diverses cétones a été
effectuée en présence d'un catalyseur solide super acide polyvalent, et les rendements obtenus

¢taient de 80 a 96 % (Reddy et Sreekanth, 2003).

NH2 D H R'I R
[ N

! S0,/Z10,
NH ¥ R~ TCHR; R;
2

Figure 21: Schéma de synthése de 2,3-di hydro-1H-1,5-Benzodiazépines (Reddy et
Sreekanth, 2003).

La synthese de 1,5-Benzodiazépines dérivés de cétones énolisables en utilisant 2,4,6-
trichloro-1,3,5-triazine comme catalyseur. Les produits ont été obtenus avec d'excellents

rendements a travers les conditions de la réaction simples et douces (Kuo et al., 2008).
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Figure 22: Schéma de synthése de Benzodiazépine a partir de Diamine (Kuo et al., 2008).

1.6.1.3. Pyrones

Une méthode originale de synthése de la Benzodiazépine a été mise au point €en

utilisant comme précurseur les dérivés de la pyrone (DHA) et ’OPDA (Ballo, 2008).

0
OH
w4
NHE Y n-BuQH
-
+
NH, 0" Yo \ S

Figure 23: Schéma de synthése de Benzodiazépine a partir de Pyrone (Ballo, 2008).

1.6.2. Pharmacologie des Benzodiazépines

La pharmacocinétique (détermination du début de 'action et de la durée de I'effet du
médicament) est affectée par la voie d'administration, l'absorption et le volume de
distribution. Les BZD peuvent étre administrées par voie intramusculaire, intraveineuse,
orale, sublinguale, intranasale ou rectale sous forme de gel. Les caractéristiques du
médicament notamment la liposolubilité, la liaison aux protéines plasmatiques et la taille

moléculaire influent sur le volume de distribution. La pharmacodynamie et les effets

18
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pharmacologiques du médicament sont décrits en termes de courbes dose-réponse qui
décrivent la relation entre la dose et I'effet pharmacologique résultant. Les courbes dose-
réponse permettent de prédire l'effet du médicament sur le patient lorsque les doses
augmentent. Le titrage d'un médicament doit se faire en fonction de la pharmacodynamique
attendue. Les principales considérations lors du titrage des médicaments comprennent le
choix approprié a 1'état du patient (par exemple : insuffisance rénale, insuffisance hépatique,
exposition antérieure aux médicaments), le choix approprié¢ du dosage progressif (c'est-a-dire,

temps et quantité) et la surveillance périodique (Kaye, 2012).

1.6.2.1. Pharmacocinétique

D'un point de vue pharmacologique, les BZD sont généralement bien absorbées par le
tractus gastro-intestinal aprés administration orale. Aprés une administration par voie
intraveineuse, les BZD se distribuent rapidement au cerveau et au systéme nerveux central.
L'activité des BZD est interrompue par une redistribution similaire a celle des barbituriques
liposolubles. Aprés une injection intramusculaire, l'absorption du diazépam ou du
chlordiazépoxide est lente et irréguliére, tandis que l'absorption de I'administration
intramusculaire de lorazépam ou de midazolam semble rapide et compléte. Le lorazépam est
bien absorbé apreés une administration sublinguale, atteignant son niveau maximal en 60

minutes (Fox et al., 2011).

Certaines BZD exercent une action supplémentaire par la production de métabolites
actifs, un élément important a prendre en compte lors de la prescription de ces agents. Le
midazolam, I'un des BZD a courte durée d'action, ne produit aucun métabolite actif (Fox et
al., 2011).

Le métabolisme hépatique des médicaments peut étre de phase I (oxydation) et de
phase II pour former des glucuronides, des sulfates et composés acétylés. Les
Benzodiazépines peuvent étre soumises a la fois a la phase I et a la phase II du métabolisme
comme le diazépam ou seulement a la phase II comme le lorazépam. Les médicaments
métabolisés par les seuls processus de la phase II sont mieux tolérés que ceux de la phase |
/phase 1l par certains patients, tels que les alcooliques souffrant d'une insuffisance hépatique.

En outre, la phase I du métabolisme ralentit avec I'dge, de sorte que les personnes agées sont

19



Généralités et données bibliographiques Chapitre |

plus susceptibles de souffrir les effets indésirables lors de la prise des médicaments de phase I

/phase II plutdt que la prise des médicaments de phase II uniquement (Lader, 1987).

Cependant, le diazépam, une BZD a longue durée d'action, produit les métabolites
actifs, desméthyldiazépam, témazépam et oxazépam (Figure 24), ces métabolites augmentent
encore la durée d'action du médicament et devraient étre sérieusement pris en considération
dans certains groupes de patients, en particulier les personnes agées et celles souffrant d'une

maladie hépatique étendue (Fox et al., 2011).

Le lorazépam se condense avec 1’acide glucuronique afin de donner une molécule

inactive éliminée dans les urines (Figure 25) (Greenblatt, 1981).

La plupart des BZD sont excrétées presque entiérement dans les urines (Griffin et al.,

2013).

Diazepam M-Desmethyl diazepam
CH 3 H

1 7.0 I o

N N—X
CHOH  s— ﬁ CHOH
Cl e Pj cl = N-"
3-Hydroxydinzepam Oxazepam
{Temazepam)

Figure 24: Schéma de la dégradation métabolique du diazépam en oxazépam (Ohnhaus et al.,
1987).
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Figure 25: Schéma de la dégradation métabolique du lorazépame en lorazépame glucuronide
(Van Hulst et al., 2018).

1.6.2.2. Pharmacodynamique

Les BZD agissent comme des modulateurs allostériques positifs sur le récepteur de
I'acide gamma-amino-butyrique (GABA)-A. Le récepteur GABA-A est un canal ionique
sélectif pour les chlorures, activé par un ligand.
Le GABA est le neurotransmetteur le plus courant dans le systéme nerveux central, que l'on
trouve en forte concentration dans le cortex et le systeme limbique. Le GABA est de nature
inhibitrice et réduit donc I'excitabilité des neurones. Le GABA produit un effet calmant sur le

cerveau (Fox et al., 2011).

Le complexe du récepteur GABA-A est composé€ de 5 sous-unités glycoprotéiques,
chacune ayant de multiples isoformes. Les récepteurs GABA-A contiennent deux sous-unités
a, deux sous-unités B et une sous-unité y. Chaque complexe de récepteurs possede deux sites
de liaison GABA mais seulement un site de liaison BZD. Le site de liaison des BZD se trouve
dans une poche spécifique a I'appariement (intersection) des sous-unités a et y. Dans la sous-
unité o des isoformes 1, 2, 3 et 5 se trouve un résidu d'histidine (H101, H101, H126 et H105,
respectivement) qui posséde une forte affinité pour les BZD (Kelly et al., 2002). Les
isoformes 4 et 6 de la sous-unité a contiennent un résidu d'arginine et n'ont pas d'affinité pour
les BZD (Kelly et al., 2002). Les BZD se lient a la poche créée par les sous-unités o et y et
induisent un changement de conformation dans le récepteur GABA-A, permettant au GABA
de se lier. Cette altération, a son tour, induit un changement conformationnel dans le canal
chlorure du récepteur GABA-A qui hyperpolarise la cellule et explique I'effet inhibiteur du
GABA dans tout le systéme nerveux central (Kelly et al., 2002).
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Figure 26: Sites de liaisons fonctionnelles sur le récepteur GABA (Spadone et Glikman,
2008).

22



Chapitre 11 :

Rappels theoriques sur les
applications testees



Rappels théoriques sur les applications testées Chapitre 11

I1.1. Activités antioxydantes

11.1.1. Radicaux libres

Un radical libre est un atome ou une molécule qui porte sur sa couche électronique
périphérique un ou plusieurs électrons non appariés, c’est-a-dire non couplés a un électron de
spin opposé. Cela entraine une trés haute réactivité chimique avec les éléments voisins

(Rochette, 2008 ; Leverve, 2009).

Les especes radicalaires sont ¢électrophiles et vont chercher a arracher un électron a
une molécule voisine afin d’apparier leur électron célibataire. Cet état est donc seulement
transitoire, de 1’ordre de la microseconde (Gambini et Granier, 2013) car le radical va soit
accepter un autre électron, soit transférer le ou les électrons libres sur une autre molécule
(lipide, protéine, acide nucléique) afin de rapparier son ou ses ¢€lectrons célibataires et

d’obtenir ainsi un état plus stable (Fontaine et al., 2002).

Le tableau qui suit représente les différentes espéces réactives de I’oxygéne produites

par sa réduction :

Tableau 2: Origines des especes réactives de I’oxygene (Migdal et Serres, 2011).

Réduction tétravalente de I’oxygéne O2+4e+4H" — 2H0
O2* Anion superoxyde O+1le —» 0O
H202 Peroxyde d’hydrogéne 02 +02*+2H" —>» H)02 +0O2

H202 + Fe?* —  °OH + Fe®* + OH"
*OH Radical hydroxyle H202+H:0, —> 2H:0+0:

H,O0,+2GSH —» 2 H,0 + GSSG

RO:* Radical peroxyle R*+0, — RO:*
RO:zH Hydroperoxyde RO,*+RH — RO:H +R*
RO* Radical alkoxyle RO;H + Fe?* —>  RO®+ Fe3'+ OH
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11.1.2. Principales espéces réactives de I’oxygéne

Il existe deux sortes d'espéces réactives de 1'oxygene ERO : radicalaires et non
radicalaires ; autrement dit, qui agissent selon un procédé direct ou indirect et qui sont aussi

déléteres les unes que les autres pour la santé humaine.

11.1.2.1. ERO radicalaires

Voici quelques exemples d’ERO radicalaires reportés selon Guillouty, 2016.
- Radical superoxyde Oz-".
- Radical perhydroxyle HOxe.
- Radical hydroxyle OHs.
- Radical peroxyle ROze.

Parmi lesquels le piégeage du radical hydroxyle OHe a ¢été étudié dans la présente

étude.

a. Radical hydroxyle (OH")

C’est le radical le plus toxique, son role physiologique n’est pas connu. Dans la chaine
respiratoire mitochondriale, le peroxyde d’hydrogéne peut réagir avec des ions métalliques
(fer ou cuivre) par la réaction de Fenton. Il s’agit d’une réaction d'oxydation avancée qui
permet la formation du radical hydroxyle OH". Le radical hydroxyle est le deuxiéme oxydant

le plus puissant présent dans la nature apres le Fluor (Guillouty, 2016).

Au cours de la réaction de Fenton, le peroxyde d'hydrogene (ou eau oxygénée) oxyde

le fer ferreux (ou ion fer II) selon la réaction d'oxydo-réduction (1) (Guillouty, 2016) :

Fe’*(aq) + H20, ===  Fe¥*(aq) + OH (aq) + OHe (1)
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11.1.2.2. ERO non radicalaires
Voici quelques exemples d’ERO non radicalaires reportés par Belkheiri, 2010.
- Le peroxyde d’hydrogene H20o.
- L’acide hypochloreux HOCI.
- L’oxygeéne singulet *02.
- Le peroxynitrite ONOO'.

Parmi lesquels la réduction du peroxyde d'hydrogéne (H202) a été étudié dans la
présente étude, ce qui est un trés bon exemple, car il conduit a la génération de I'espéce

radicalaire hydroxyle OHe via le processus indirect.

a. Peroxyde d’hydrogéne (H202)

Le peroxyde d’hydrogéne est obtenu a partir de I’anion superoxyde par dismutation
spontanée ou par 1’enzyme superoxyde dismutase selon la réaction (2) (Deby et Goutier,
1990).

SOD
O20+ 020" + 2 HY ey H202+ 02 (2) (Gardes-Albert et al., 2003)

H202 n’est pas un radical au sens propre mais permet la formation du radical
hydroxyle en présence de métaux de transition (réaction de Fenton). Le radical hydroxyle est
trés toxique car tres réactif et présente une grande probabilité de réagir a proximité immédiate

de son lieu de production (Guillouty, 2016).

11.1.3. Stress oxydatif

Dans le systeme vivant, le stress oxydatif entraine la production des especes réactives
de I’oxygéne (ERO) comme le superoxyde radical (O?*), radical hydroxyle (OH*®), Radical
peroxyle (RO2¢) et le peroxyde d’hydrogéne H20o.

Ces radicaux hydroxyles oxydent les protéines, les lipides et les acides nucléiques, ce qui
entraine des mutations au niveau cellulaire (Halliwell et Gutteridge, 2007).
Il est donc caractérisé par un déséquilibre entre la production des espéces radicalaires

et les capacités de défense antioxydante de 1’organisme (Bonnefont-Rousselot, 2007).
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11.1.3.1. Effets du stress oxydant sur ’organisme

Les ERO réagissent avec de nombreuses molécules, ce qui entraine certaines
modifications de ces derniéres. Elles perdent alors leur activité au sein de la cellule et cela a

un impact sur le fonctionnement cellulaire physiologique (Guillouty, 2016).
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Figure 27: Altérations cellulaires induites par les radicaux libres (Zerargui, 2015).

a. Altération des membranes lipidiques

L’oxydation enzymatique ou non enzymatique des lipides polyinsaturés des
membranes ou des lipoprotéines conduit a la formation de nombreux composés impliqués
dans le développement des maladies cardiovasculaires comme 1’athérosclérose et les
accidents vasculaires cérébraux.

L’oxydation non enzymatique des lipides (via les ERO) ou dite « peroxydation
lipidique » (PL), est un processus complexe qui débute de la formation des produits primaires

(hydroperoxydes) jusqu’a celle des produits terminaux (aldéhydes, isoprostanes) (Michel et
al., 2008).
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La PL provoquée principalement par les radicaux hydroxyles (*OH) et hydroperoxyles

(HOOe) se déroule en trois étapes : I’initiation, la propagation et la terminaison (Cillard et
Cillard, 2006).

Initiation : La PL commence par 1’abstraction d’un atome d’hydrogéne (H") de I’acide
gras situé sur un carbone placé entre deux doubles liaisons, ¢’est-a-dire le groupe
méthyléne (-CHz-) portant des hydrogénes hautement réactifs (Wagner et al., 1994).
La molécule résultante subit un réarrangement moléculaire pour former un diéne plus

stable (Young et McEneny, 2001).

Propagation : Le diéne conjugué¢ formé dans I’étape d’initiation réagit facilement
avec I’oxygéne pour donner un radical peroxyle (Young et McEneny, 2001). Puisque
ce dernier est extrémement fragile, il affecte immédiatement une autre molécule
d’acide gras libre afin de créer une molécule d’acide gras différente. Le radical
existant poursuit ce cycle en créant un nouveau radical, c’est la propagation ou le

phénomene dit réaction en chaine (Black, 2002).

Terminaison : Aprés un certain temps, 1’0xydation diminue une fois les radicaux
lipidiques interagissent entre eux pour donner des produits non radicalaires, plus ou
moins stables (Cillard et Cillard, 2006) tels que des aldéhydes (malondialdéhyde, 4-
hydroxynonénal) (Young et McEneny, 2001).
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Figure 28: Schéma de la séquence réactionnelle basique de la peroxydation lipidique (Young
et McEneny, 2001).

b. Altération de ’ADN

Le radical hydroxyle peut s’additionner sur les doubles liaisons des bases de I’ADN ou
arracher un atome d’hydrogéne des groupements méthyles ou des résidus désoxyribose
(Chatgilialoglu et O’Neill, 2001). Le radical hydroxyle réagit avec les purines en
s’additionnant sur la double liaison en 7,8 et en formant le 8-0x0-7,8-dihydrodésoxyguanosine
(8-0x0-dG) qui est plus abondant que 8-o0x0-7,8-dihydrodésoxyadénosine (8-0x0-dA) (Cadet,
1999) ce qui implique des mutations qui conduisent a un développement du cancer (Pincemail
etal., 1999).

C. Altération des protéines

Les radicaux libres produits au cours du stress oxydant peuvent modifier la chaine
polypeptidique et générer des protéines carbonylées (Dean et al., 1997). Ces derniéres
peuvent aussi étre formées par oxydation de la chaine latérale de plusieurs acides aminés

comme la lysine, I’arginine et la proline. Bien que la plupart des acides aminés puissent étre
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modifiés, certains d’entre eux comme la cystéine, la tyrosine et la méthionine sont
particulierement sensibles a 1’action des radicaux hydroxyles. Par exemple, ’oxydation
réversible du groupement thiol de la cystéine conduit a la formation d’un acide sulfénique qui
peut, dans un deuxiéme temps, réagir avec un autre thiol ou subir une oxydation irréversible

en formant respectivement un disulfure ou un acide sulfonique (Claiborne, 1999).

Les acides aminés aromatiques (phénylalanine, tyrosine) sont également la cible des
agents oxydants. La phénylalanine est sensible aux radicaux hydroxyles et aux métaux de

transition qui provoquent sa conversion en ortho et méta-tyrosine (Podrez et al., 2000).

Les modifications des protéines de structure, des enzymes ou des facteurs de

transcription conduisent a les désactiver (Marnett et al., 2003).

11.1.4. Antioxydants

Définis comme toute substance présente a faible concentration par rapport au substrat

oxydable, et capable de ralentir ou d’inhiber I’oxydation de ce substrat (Halliwell, 1995).
I1 existe des antioxydants naturels et synthétiques :

- Antioxydants naturels : a-tocophérol (Vitamine E), acide ascorbique (Vitamine C),

palmitate ascorbyle (Hilton, 1989).

- Antioxydants synthétiques : hydroxyanizole butylé (BHA), 2,6-di-tert-butyl-4-
méthylphénol (BHT), butylhydroquinone (TBHQ) (Desmier, 2016).

Ces antioxydants naturels et/ou synthétiques interagissent différemment selon leurs
structures et donc un effet antioxydant plus ou moins important est obtenu selon qu'on utilise

I'une ou l'autre de ces substances.

L'acide ascorbique a été utilis€é comme controle positif pour cette étude car il présente
une certaine analogie structurale et fonctionnelle avec les composés synthétisés et une bonne

activité antioxydante pour la plupart des essais.
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11.1.4.1. Acide ascorbique

L’acide ascorbique ou la vitamine C, 1’'un des principaux antioxydants hydrosolubles
présent dans les fluides intracellulaires et extracellulaires. La vitamine C peut directement

réagir avec des espéces réactives de 1’oxygéne comme HO® ou O2°* (Vertuani et al., 2004).

HO

HO

HO OH

Figure 29: Structure chimique de ’acide ascorbique (Vertuani et al., 2004).

11.1.5. Activités antioxydantes testées
11.1.5.1. Pouvoir réducteur de fer (FRAP)

Le pouvoir réducteur est une méthode de criblage pratique et rapide pour mesurer le

potentiel antioxydant (Oyaizu, 1986).

Ce test mesure la capacité des composés antioxydants a ramener le complexe ferrique
de la tripyridyl-s-triazine 2.4.6 [Fe (11) - (TPTZ) 2] intensément au complexe ferreux coloré
par le bleu [Fe (11) - (TPTZ) 2]** dans un milieu acide (Benzie et Strain, 1999).

Le Fe?* résultant sera évalué en mesurant I’augmentation de la densité de la couleur

bleue cyanée dans le milieu réactionnel a 700 nm (Chung et al., 2002).
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Figure 30: Schéma de réaction du test FRAP (Ferric reducing antioxidant power) (Prior et al.,
2005).

11.1.5.2. Activité de peroxyde d’hydrogéne

Une des méthodes les plus communes pour évaluer la capacité du piégeage du
peroxyde d’hydrogéne est basée sur I’absorption de cette molécule dans le domaine de ’'UV.
Comme la concentration du H20. diminue par les composés piégeurs, 1’absorbance de ce
dernier a 230 nm diminue également. Néanmoins il est tout a fait normal que les échantillons
absorbent également a cette longueur d’onde, exigeant ainsi I’exécution d’une mesure blanche

(Malgalhaes et al., 2008).

H202 + 2H* + 2 ¢ == 2 H,O (Wang et al., 2007)

11.1.5.3. Activité du piégeage du radical hydroxyle

Le radical hydroxyle (OHe) est un radical libre extrémement réactif formé dans les
systemes biologiques a partir d'anion superoxyde et le peroxyde d'hydrogéne en présence des
ions métalliques comme le fer et le cuivre suivant la réaction de Haber Weiss (Burr et al.,
1976). Ce radical posséde un électron libre avec un potentiel de réduction plus élevé lui
permet de réagir avec les lipides, les protéines, les polypeptides et 'ADN particuliérement la
thiamine et la guanine (Siddhuraj et Becker, 2007). Le systéme Fe?*/H,0; a été utilisé pour
générer des radicaux hydroxyles et mesurer les activités de picgeage des antioxydants. Les
activités du piégeage du radical hydroxyle augmentent rapidement avec I’augmentation de

concentration. L'absorbance a été mesurée a 510 nm (Zhou et al., 2020).

H202+ Q2¢ === (QHe+ OH "+ O2 (Beaudeux et al., 2006)
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11.2. Activité antibactérienne

11.2.1. Généralités sur les entérobactéries

Les entérobactéries appartiennent a la famille des enterobacteriaceae, elles sont
ubiquitaires mais sont pour la plupart des hotes du tube digestif de 1’homme et de certains
animaux d’ou leur nom. Dans la famille des enterobacteriaceae sont groupés des bacilles a
Gram négatif qui sont ; soit mobiles avec une ciliature péritriche, soit immobiles ; non
sporulés ; aérobies et anaérobies facultatifs ; qui cultivent sur les milieux ordinaires a base
d’extrait de viande ; qui fermentent le glucose avec ou sans production de gaz ; qui possedent
une nitrate réductase a I’exception de certaines souches ; leurs cultures donnent toujours une

réaction négative des oxydases et une réaction positive des catalases (Le Minor et Véron,
1989).

Selon leur pouvoir pathogene, les entérobactéries peuvent étre opportunistes (ne
disposent pas d'un pouvoir pathogeéne suffisant pour déclencher une pathologie chez un hote
sain, mais sont susceptibles de déclencher une infection chez un sujet immunodéprimé comme
des septicémies surtout en milieu hospitalier) comme Klebsiella pneumoniae ou spécifiques
(leur présence dans l'organisme est anormale quel que soit leur nombre et entrainent souvent
une infection dont la gravit¢ dépend de leur point d'entrée) comme salmonella et shigella.

Les entérobactéries sont a I’origine d’infections diverses :

e Infections urinaires (a I’origine de plus de 70 % de ces infections).
e Méningites.

e Infections abdominales.

e Suppurations péritonéales.

e Suppurations biliaires.

e Suppurations appendiculaires ou génitales.

e Syndromes diarrhéiques.

e Bactériémies (Nauciel et Vildé, 2005).
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11.2.1.1. Escherichia coli
a. Définition

Escherichia coli appartient a la famille des Enterobacteriaceac. Ce sont des bacilles a
coloration de Gram négatif, non sporulés, anaérobies facultatifs et qui ne possédent pas

d’oxydase (Freter et al., 1983).

b. Habitat

E. coli appartient a la microflore commensale de 1’homme et de nombreux animaux.
C’est une bactérie colonisatrice du tube digestif des animaux a sang chaud (carnivores,
omnivores, herbivores et oiseaux) mais également des reptiles. Le tractus digestif constitue

son habitat primaire (Gordon et Cowling, 2003).

L’environnement constitue 1’habitat secondaire des E. coli. Il est contrairement 2

I’habitat primaire plutét défavorable a leur survie (Smati et al., 2013).

c. Physiopathologie

E. coli est la bactérie la plus souvent isolée dans les laboratoires de microbiologie
clinique, elle est trés complexe et représente une cause majeure des contaminations de
I’appareil urinaire. Elle est aussi capable d’infecter I’ensemble du systéme extra-intestinal
provoquant des méningites, des infections de la peau, des myosites, des ostéomyélites, des
épididymo-orchites et peut méme entrainer le syndrome de réponse inflammatoire systémique

lors des infections graves par cette bactérie (Vila et al., 2016).

11.2.1.2. Klebsiella pneumoniae
a. Définition

Les bactéries appartenant a I’espéce Klebsiella pneumoniae sont des bacilles a Gram
négatif, immobiles, non flagellés, anaérobies facultatifs et appartiennent a la famille des

Enterobacteriaceae (El Fertas-Aissani et al., 2013).
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b. Habitat

Klebsiella pneumoniae est une espéce pathogéne opportuniste (Brisse et Duijkeren,
2005). Elle est fréequemment rencontrée dans la nature : eaux de surface, du sol, du bois et des
végétaux, présente dans le tube digestif de ’homme et des animaux, et elle est commensale

des voies respiratoires (El Fertas-Aissani et al., 2013).

c. Physiopathologie

Klebsiella pneumoniae est un agent classique et majeur d’infections nosocomiales en
général et néonatales particulicrement (Boukadida et al., 2002). Elle est I’une des principales
especes bactériennes impliquées dans les infections urinaires (Ben Haj Khalifa et Khedher,
2012 ; Stahlhut et al., 2012). Elle fait partie du groupe KES (Klebsiella, Enterobacter,

Serratia) qui est d’une grande importance en clinique hospitaliere (Nedjai et al., 2012).

11.2.2. Généralités sur le genre Pseudomonas

Les Pseudomonas se distinguent des entérobactéries principalement par leur ciliature
polaire, 1’absence de métabolisme fermentatif des sucres et un habitat habituellement extra-
intestinal. Les Pseudomonas sont des bactéries ubiquitaires que 1'on rencontre dans les sols,
sur les végétaux et surtout dans les eaux douces et marines. Les Pseudomonas ubiquistes ont
souvent une versatilité nutritionnelle trés large, ce qui leur permet de vivre dans des niches
écologiques naturelles trés diverses. A cause de la richesse de leurs voies métaboliques, elles
sont souvent capables de résister a de nombreux antiseptiques ou antibiotiques, ce qui
explique leur présence de plus en plus fréquente en milieu hospitalier. Ils peuvent aussi, grace
au caractere psychotrope de nombreuses souches, détériorer des denrées alimentaires, des

médicaments ou des réactifs biologiques conservés au froid (Le Minor et Véron, 1989).

11.2.2.1. Pseudomonas aeruginosa

a. Définition

Pseudomonas aeruginosa, autrement connue sous le nom de bacille pyocyanique, est

un bacille a Gram négatif du genre Pseudomonas. Les bacilles sont fins, droits et trés mobiles
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grace a un flagelle polaire : ciliature monotriche, dépourvus de spores et de capsules. Ils

apparaissent la plupart du temps isolés ou en diplobacilles (Le Minor et Véron, 1989).

b. Habitat

Pseudomonas aeruginosa est trés répandu dans I’eau et les milieux humides, il peut

aussi coloniser I’homme (Nauciel et Vildé, 2005).

c. Physiopathologie

P. aeruginosa est I’espéce du genre Pseudomonas la plus fréquemment isolée en
pathologie infectieuse. Elle peut étre rencontrée au niveau du tube digestif, de la gorge, du nez
ou de la peau. L’infection par P. aeruginosa augmente de fagon significative avec le temps
d’hospitalisation. L. origine de 1’infection peut étre endogeéne : le malade est colonis¢ par le
germe et devient porteur chronique. La colonisation peut étre antérieure a 1’hospitalisation du
malade en raison du caractére ubiquiste de P. aeruginosa. Mais le plus souvent il s’agit d’une
infection nosocomiale acquise lors de I’hospitalisation. L’infection est manuportée par le

personnel ou transmise a partir de matériels ou de fluides contaminés (Freney et al., 2007).

11.2.3. Groupe des cocci Gram+
11.2.3.1. Staphylococcus aureus
a. Définition

Les staphylocoques sont des bactéries sphériques (coques) aérobies-anaérobies
facultatives a Gram positif, trés résistantes dans le milieu extérieur et peu exigeantes en
culture. S. aureus, communément appelé staphylocoque doré, En 1880, il a été décrit pas Sir
Alexander Ogston comme grappes de raisin, puis nommé ainsi par un physicien allemand
Rosenbach en 1884 en raison de la production des molécules ubiquitaires donnant a la

bactérie sa pigmentation de surface caractéristique (Licitra, 2013).
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b. Habitat

Staphylococcus aureus est une des bactéries les plus fréquemment retrouvée en
pathologie humaine. C’est un germe commensal des flores cutanées et digestives, il est
retrouvé au niveau des fosses nasales de maniere persistante chez environ 20% des individus

et de maniére transitoire chez 30% de la population générale (Wertheim et al., 2005).

c. Physiopathologie

S. aureus est typiquement porté de fagcon asymptomatique par ’homme et les animaux.
Cependant, il est responsable d’une large gamme d’états pathologiques nécessitant un
traitement. La nature et 1'étendue de la maladie dépendent des caractéristiques de la souche
infectante, la susceptibilité de 1’hote et la voie d'entrée. Les infections les plus courantes sont
les infections de la peau et des tissus mous « Skin and soft tissu Infections » incluant : la
folliculite, le furoncle, ’anthrax, 1’abces, la cellulite, I’impétigo, les plaies chirurgicales
postopératoires (Cohen, 2007), et les ostéomyélites (Cunningham et al., 1996). Les souches
portant des toxines particuliéres peuvent étre associées a des états pathologiques spécifiques,
y compris le syndrome staphylococcique de la peau ébouillantée « Staphylococcal scalded
skin syndrome » (Ladhani et al., 1999), le syndrome du choque toxique « Toxic shock
syndrome » (Novick et Subedi, 2007), la toxi-infection alimentaire (Le Loir et al., 2003) et la

pneumonie nécrosante (Labandeira-Rey et al., 2007).

I1.2.4. Généralités sur les antibiotiques

11.2.4.1. Mode d'action des antibiotiques

Les antibiotiques agissent habituellement soit comme bactéricides (ils tuent les
bactéries) soit comme bactériostatiques (ils inhibent la croissance bactérienne et détruisent les
bactéries). Par exemple, une béta-lactamine est bactéricide parce qu'elle inhibe la synthése de
la paroi bactérienne. Sans cette paroi, la bactérie meurt. D'autres antibiotiques interférent avec
les processus chimiques internes de la cellule, ce qui entraine la mort de la bactérie. Les
nouveaux types d'antibiotiques, comme les quinolones, provoquent le déroulement de 'ADN

de la bactérie en interférant avec une enzyme bactérienne qui permet a la molécule d'ADN de
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se loger dans une petite cellule. En conséquence, la bactérie ne pouvant pas se diviser ou

produire les enzymes nécessaires a son activité normale, meurt (Chetley, 2000).

11.2.4.2. Mécanisme de résistance aux antibiotiques

Quelques bactéries sont naturellement résistantes a certains antibiotiques. Mais la
résistance est souvent acquise. Les bactéries deviennent résistantes par l'incorporation dans
leurs génes d'un "facteur résistant” qui rend les antibiotiques inefficaces. Cette résistance peut
étre transmise rapidement a d'autres bactéries par l'intermédiaire de petits fragments de
matériel génétique, appelés plasmides. Les génes résistants peuvent parfois étre englobés dans
les unités d'ADN appelées transposons qui leur permettent de sauter d'un site d'ADN a un

autre (Jacoby et Archer, 1991).

11.2.4.3. Gentamicine

La gentamicine est un antibiotique de la classe des aminoglycosides, réservée surtout
au traitement des infections a bacille Gram négatif, néphrotoxique et ototoxique (Boudia et
al., 2017). Elle est produite naturellement par Micromonospora purpurea (Cleophax et al.,
1977) et capable d’inhiber la synthése des protéines par liaison rapide aux ribosomes

bactériens (Meenavilli et al., 2008).

Figure 31: Gentamicine C1 (Cleophax et al., 1977).
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11.2.4.4. Acide nalidixique

L'acide nalidixique (NA) est crucial chez les agents antibactériens qui ont une

utilisation clinique. Il s’agit d'un inhibiteur d’ADN des bactéries (Crumplin et Smith, 1975).

Goss et al., 1964 ont démontré que le NA a un effet mortel sur la prolifération des

cultures d’E. coli associé a la formation de formes allongées et serpentines.

Figure 32: Acide nalidixique (Sharma et al., 2017).

11.3. Activité antifongique

11.3.1. Généralités sur Trichoderma

Le terme « Trichoderma » a été utilisé pour la premiére fois par le mycologue
sud-africain Christiaan Hendrik Persoon en 1794. C’est le premier qui a décrit le genre

Trichoderma a partir des échantillons collectés en Allemagne.

En milieu terrestre, leur production de substances bioactives et leur
développement rapide font des Trichoderma des agents potentiels en agroalimentaire et
une matiére de choix pour l'exploitation industrielle (Prieto et al., 1997) ; utilisés comme
agents de lutte biologique en raison de leur antagonisme vis-a-vis d'autres espéces

fongiques (Roquebert, 1996).

11.3.2. Morphologie

Depuis la révision du genre Trichoderma par Rifai en 1969 (Rifai, 1969), les
caractéristiques morphologiques sont utilisées pour caractériser et distinguer les espéces

de Trichoderma (Gams et Bissett, 2002).
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L'aspect macroscopique des Trichoderma sp est apprécié a partir de cultures sur
géloses nutritives appropriées, réparties en boites de Pétri. Les colonies fongiques peuvent
étre légerement floconneuses ou bien compactées en touffes. Entre ces deux extrémes,
existent des aspects intermédiaires. Les colonies sont colorées en fonction de la pigmentation
des phialides. Cinq jours aprés sa germination, la conidie donne naissance a un mycélium
d'abord blanc et stérile en forme de cercle. Deux jours plus tard, une couleur verte est visible
sur les parties aériennes du mycélium, correspondant a la conidiogenése. D'autres cercles
concentriques réguliers se forment par la suite, et entre le 16°™ et le 20 jour un feutrage
épais se superpose a la culture (phialospores ou bien conidies) (Cournut, 1984 ; Landreau,
2001 ; Kubicek et al., 2003).

11.3.3. Mode d’action

Le Trichoderma harzianum a fait I’objet de nombreuses études dans le cadre de la
protection des plantes vis-a-vis des maladies parasitaires. Il est capable d’attaquer différents
agents pathogénes par des mécanismes variés dont les principaux sont le parasitisme,

I’antibiose et la compétition (Howell, 2003 ; Vinale et al., 2006).

11.3.4. Métabolites de Trichoderma harzianum

Les espéces de Trichoderma sont capables de produire plus de 180 métabolites
secondaires différents, selon les conditions environnementales, le sol, la plante et 1’agent
pathogene auquel elles sont confrontées. Ces métabolites appartenant a différentes classes de
composés chimiques (Reino et al., 2008), volatiles, diffusibles et des peptaiboles (Ghisalberti
et Sivasithamparam, 1991).

11.3.5. Généralités sur les antifongiques

Actuellement, il est reporté dans la littérature que quatre classes d’antifongiques :

e Les polyenes (Amphotéricine B): L’amphotéricine B interagit directement avec
I’ergostérol qui est un constituant essentiel de la membrane plasmique des

champignons nécessaire au maintien de la structure. Cette interaction forme des pores

39



Rappels théoriques sur les applications testées Chapitre 11

perméables provoquant la fuite du matériel cytoplasmique a travers la membrane de la

levure. L’amphotéricine est donc fongicide.

Les azolés (Miconazole, Fluconazole) : L’activité antifongique des dérivés azolés
repose sur ’inhibition de la synthése de I’ergostérol par inhibition de la stérol 14-
déméthylase nécessaire a la synthése de I’ergostérol membranaire par interactions
avec le cytochrome P-450. Il en résulte dans la membrane, une déplétion en ergostérol

et une accumulation de stérols aberrants. IIs sont essentiellement fongistatiques.

Les dérivés pyrimidiques (5-fluorocytosine) : Certains antifongiques tels que les
dérivés pyrimidiques peuvent inhiber la biosynthése d’ADN une fois transformée en

5-FU (5-fluorouracile), I’origine d’erreurs de codage lors de la synthése protéique.

Les échinocandines (Caspofungine, Micafungine) : La paroi fongique est la cible des
échinocandines. Elles inhibent la biosynthése des glucanes de la paroi par inhibition de
la (1,3) -p-D-glucane synthase. Cela entraine I’arrét de la synthése de la paroi
cellulaire, ce qui constitue un effet fongistatique, suivi de sa destruction, elles
deviennent alors fongicides (Lacroix et al., 2003 ; Gales, 2009 ; Mesbah, 2018).

Site d'action des échinocandines Site d'action des polyénes
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Figure 33: Sites d'action des antifongiques (Mesbah, 2018).
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I1.3.6. Mécanisme de la résistance aux antifongiques

Chez les champignons, la résistance aux antifongiques est naturelle. Elle peut étre due
a une absence de concentration de I’antifongique dans la cellule ou a une faible affinité de
I’antifongique pour sa cible. Mais, elle peut étre aussi acquise et induite par un processus de
sélection génétique sous I’effet de I’application répétée d’un antifongique.

Les mécanismes moléculaires qui rendent compte de ce mode de résistance incluent :

e La modification de la cible de I’antifongique (li¢e a une ou plusieurs mutations du

gene codant pour la cible).

e La surexpression de la cible de I’antifongique (par exemple liée a une modification du

promoteur du géne).

e La surexpression de pompes membranaires d’efflux (qui réduisent rapidement la
concentration d’antifongiques dans la cellule fongique) (Cuenca-Estrella, 2014 ;
Mesbah, 2018).
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La partie expérimentale du présent travail s’est déroulée au niveau du :
- Laboratoire de Physicochimie Analytique et Cristallochimie des Matériaux
Organométalliques et Biomoléculaires, Université des Fréres Mentouri Constantine 1, pour la
synthése organique des Benzodiazépines.
- Laboratoire de Biochimie RDC, Université des Fréres Mentouri Constantine 1, pour

les applications antioxydantes.

1.1. Matériel et consommable utilisés

1.1.1. Matériel

Le matériel consommé pour réaliser la synthése ainsi que les activités biologiques des

différents composés synthétisés est reporté dans la liste suivante :

- Bécher.

- Papier filtre.

- Spatule.

- Balance analytique.

- Ballon.

- Pipettesde 1 et 2 mL.

- Tubes a essai.

- Chauffe-Ballon de laboratoire avec agitateur magnétique.
- Systeme de refroidissement.

- Spectrophotomeétre infrarouge.

- Spectrophotometre UV.

- Bain Marie.

- Appareil de mesure de point de fusion.
- Boites de Petri.

- Rateau.

- Bec bunsen.

- Disques de papier whatman.

- Une pince.

- Anse de platine.
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1.1.2. Réactifs

Les réactifs chimiques utilisés pour la synthése des différents composés de
Benzodiazépines et les activités biologiques sont de qualité analytique et sont mentionnés

dans le tableau suivant :

Tableau 3: Réactifs utilisés pour la synthése organique et les activités biologiques.

- Acide déhydroacétique  -Ethanol -Escherichia coli (ATCC
(CsHgOx) (C2HsOH) 25922)
-Orthophénylénediamine  -Dichlorométhane -Pseudomonas aeruginosa
(CeHsN2) (CH2Cly) (ATCC 27853)
-4R-Benzaldéhyde -Eau distillée -Klebsiella pneumoniae
(C7HsOR) (H20) (ATCC 700603)
-Acide trifluoroacétique ~ -DMSO -Staphylococcus aureus
(CF3COOH) ((CHs)20H) (ATCC 25923)

- Gélose Mueller  -Trichoderma harzianum

Hinton Rifai

-Gélose

Sabouraud

1.2. Synthése chimique des composés

Le présent travail reporte l'acces facile et efficace a une famille de 1,5-
Benzodiazépines en deux étapes : la premiere consiste a la formation de la base de Schiff par
la condensation de l'acide déhydroacétique (DHA) et ’OPDA, la deuxiéme étape, c’est la
synthése de la famille de 1,5 Benzodiazépines a partir de la base de Schiff obtenue et un 4R-
benzaldéhyde (R= OCHgs, OH, H, Cl), qui est une réaction de formation de cycle substitué en

position 1 et 5 et ce afin de voir I'effet de la substitution sur l'activité biologique.

43



Matériel et méthodes Chapitre |

1.2.1. Procédure générale de la synthése des 1,5 Benzodiazépines

Etapel : Dans un ballon 1,68 g de DHA (1) sont dissouts dans 20 mL d'éthanol puis 1,08 g de
1’OPDA sont ajoutés, le tout est porté au reflux pendant 1h30mn sous agitation, pour aboutir a
la base de Schiff (2) sous forme d'une poudre blanchatre, cette derniére a été recristallisée

dans 1’éthanol.

Etape 2 : A un mélange équimolaire, de la base de Schiff (2) (10mmol), et de benzaldéhyde
substitué en position 4 (10mmol), (4-méthoxy=BZ1, 4-hydroxy=BZ2, 4-H=BZ3 et 4-
chloro=BZ4), dissout dans 20 mL d’éthanol, on ajoute quelques gouttes d’acide
trifluoroacétique (CF3COOH). Le mélange réactionnel est porté a reflux pendant un temps de
réaction qui varie de 6h a 8h, pour accéder a une famille de 1,5 Benzodiazépines (3a-3d) sous

forme d'une poudre, ces derniéres ont été recristallisées dans 1’éthanol.

3a: 1,37 g (0,01 mol) de 4-OCHs-benzaldéhyde et 2,58 g (0,01 mol) de base de Schiff (2)
sont dissous dans 15 mL d’éthanol en rajoutant quelques gouttes d’acide trifluoroacétique, le

tout est laissé sous agitation et au reflux pendant 6h a 8h.

3b : Une masse de 1,23 g (0,01 mol) de 4-OH-benzaldéhyde et 2,58 g (0,01 mol) de base de
Schiff (2) ont été mélangées dans 15 mL d’éthanol en présence de quelques gouttes d’acide

trifluoroacétique. La solution est portée au reflux sous agitation magnétique de 6h a 8h.

3c : Une pesée de 1,07 g (0,01 mol) de 4-H-benzaldéhyde est rajoutée a 2,58 g (0.01 mol) de
base de Schiff (2), le tout est dissous dans 15 mL d’éthanol en présence d’acide

trifluoroacétique et agité au reflux pendant 6h.

3d: 1,41 g (0,01 mol) de 4-Cl-benzaldéhyde a été dissous dans 15 mL d’éthanol avec 2,58¢g
de base de Schiff (2) en présence d’acide trifluoroacétique, le tout est laissé sous agitation au

reflux durant 6h.
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|.3. Analyse structurale des composés synthétisés

1.3.1. Calcule du rendement

Le rendement de la synthése des composés est calculé comme suit : le rapport exprimé
en pourcentage entre le nombre de mol du composé effectivement obtenu et le nombre de mol
théorique.

Nombre de mol obtenu
Nombre de mol théorique

Rdt (%) = 100 X

1.3.2. Point de fusion

Le point de fusion représente la température nécessaire a la transformation de 1’état

d’un corps solide a un état liquide sans aucun changement chimique (Franchimont, 2010).

Les points de fusion ont été déterminés a l’aide d’un appareil numérique banc
chauffant de Banc Kofler. Ce dernier est une plaque chauffante présentant un gradient de

température, sur laquelle on déplace un échantillon.

1.3.3. Spectroscopie Infrarouge

La spectroscopie infrarouge (IR) est une technique basée sur les vibrations des atomes
d'une molécule. Un spectre IR est généralement obtenu en faisant passer un rayonnement IR a
travers un échantillon et en déterminant quelle fraction du rayonnement incident est absorbée
a une ¢énergie particuliere. L'énergie a laquelle tout pic dans un spectre d'absorption apparait
correspond a la fréquence d'une vibration d'une partie de la molécule de 1'échantillon (Stuart,

2005).

Les analyses en IR ont été réalisées sur un spectrophotométre Perkin-Elmer 1000 FT-
IR a double faisceau, équipé d’un systéme d’acquisition a transformer Fourier. Le bromure de
potassium est utilis¢ comme support pour la préparation des pastilles. Les spectres sont tracés

entre 450 cm™ et 4000 cm™.
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|.4. Evaluation des activités Biologiques

1.4.1. Activités antioxydantes

L’activité antioxydante de chaque composé synthétisé a ¢été évaluée par trois
méthodes : piégeage du radical hydroxyle OH®, réduction du fer (FRAP) et réduction du
peroxyde d’hydrogeéne H20,.

Les BZD synthétisées ont été testées in vitro, une gamme de concentration de 7,8125 a
1000 pg/mL a été suivie durant ces tests.
Quant au témoin positif, 1’acide ascorbique, une gamme de concentration de 1,953 a 250

pg/mL a été mise au point.

1.4.1.1. Protocole de I’activité du piégeage du radical hydroxyle

Ce test qui permet d’évaluer la capacité des composés synthétisés a piéger les radicaux

hydroxyles a été conduit selon un protocole décrit par Smirnoff et Cumbes, 1989.

Un volume de 0,24 mL de sulfate de fer FeSO4 [8 mM Sulfate de fer (FeSO4, 7H20):
111,2 mg de (FeSOs, 7H20) dans 10 mL H20], 0,2 mL de peroxyde d’hydrogéne [20 mM
H20: (30 uL H202 + 99,7 mL H20)] et 0,80 mL d’acide salicylique (3mM acide salicylique :
4 mg d’acide salicylique dans 10 mL H>O) ont été ajoutés aux composés a tester. Apres
incubation a 37°C pendant 30 min, 36 mL H2O est ajouté aux mélanges. L’absorbance est

mesurée a 510 nm.

1.4.1.2. Protocole de I’activité du pouvoir réducteur de Fer (FRAP)

Le pouvoir réducteur (PR) des différents composés synthétisés a été évalué en

appliquant le protocole décrit par Oyaizu, 1986.

Un volume de 0,4 mL de tampon phosphate (pH 6,6) et 0,5 mL de potassium
ferricyanide (1%) KsFe (CN)s (1 g de KsFe (CN)e dans 100 mL H20) ont été mélangé a 0,1
mL de composés a tester a différentes concentrations. Aprés incubation de 20 min dans le
bain marie a 50°C, 0,5 mL d’acide trichloroacétique (TCA) (10%) (1 g de TCA dans 10 mL
H20) et 0,4 mL H20 ainsi que 0,1 mL de ferric chloride FeClz (0.1%) (0,1 g de FeCls dans

100 mL H20) ont été rajoutés aux différentes concentrations. La lecture de I'absorbance du
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milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc, le contrdle positif est représenté par une
solution d’un antioxydant standard, 1’acide ascorbique. Une augmentation de I'absorbance
correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des composés testés (Singleton et Rossi,

1965).

1.4.1.3. Protocole de I’activité peroxyde d’hydrogéne
Cette activité a été estimée par la méthode de Ruch et al., 1989.

Un volume de 0,1 mL H20: solution [40mM dans phosphate buffer Ph 7,4 (63 pL
H202 + 19,94 mL phosphate buffer, Ph 7,4)] est ajouté a 0,1 mL de composé a tester a
différentes concentrations. Le mélange obtenu est incubé pendant 10 min. L’absorbance du
mélange est mesurée a 230 nm. Les résultats obtenus ont été comparés a celui de

I’antioxydant standard (acide ascorbique).

1.4.2. Activité antimicrobienne

D’apres une recherche bibliographique effectuée sur les bases de Schiff ainsi que les
dérivés du DHA et aprés un rappel a propos des souches bactériennes et la souche fongique
testées, ’activité antimicrobienne in vitro des benzodiazépines synthétisées Vvis-a-vis d’un
type fongique (Trichoderma harzianum Rifai) et quatre types de bactérie : trois bactéries a
Gram négatif (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603) et une bactérie a Gram positif (Staphylococcus aureus
ATCC 25923).

A cet effet, Les composés synthétisés (3a-3d) ont été soumis & des tests de sensibilité
antimicrobienne en suivant la méthode de diffusion des disques sur milieu solide (Parekh et
Chanda, 2007 ; Dulger et Gonuz, 2004), ces derniers mesurent 6 mm de diametre, de papier
Whatman stérilisé, imbibés de volumes de solutions des composés testés puis déposés dans
des milieux gélosés préalablement préparés (la gélose de Mueller Hinton pour les bactéries et
la gélose Sabouraud qui est un milieu d’isolement des Fungi (levures et moisissures))
ensemencés par les suspensions bactériennes et fongiques. L’incubation des milieux de
cultures dure 24h a 37°C, si les composés testés possédent un pouvoir antimicrobien, des

zones d’inhibition autour des disques seront observées.
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1.4.2.1. Protocole de I’activité antimicrobienne
a. Préparation des solutions

1 mg de chaque composé synthétisé ont été pesés et solubilisés dans 1 mL de DMSO

afin d’obtenir les solutions meéres de 1000 pg/mlL.

b. Préparation de la suspension microbienne

En utilisant une culture pure des bactéries a tester sur un milieu d'isolement
(Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853) et Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603)) et une culture fongique
(Trichoderma harzianum Rifai) et en suivant la méthode des stries, quelques colonies bien

séparées ont été repiquées par une anse de platine stérile.

Décharger l'anse dans 10 mL de bouillon nutritif et porter la suspension a I’incubation
pendant (18-24) heures a 37°C.

C. Préparation des milieux de cultures

Afin de tester ’activité antibactérienne des composés synthétisés, nous avons préparé
des milieux de cultures en coulant la gélose (Mueller Hinton) dans des boites de Pétri stériles.
La gélose spécifique aux champignons dite Sabouraud, a été coulée dans des boites de Pétri
stériles afin de tester le pouvoir antifongique des composés synthétisés.

Avant d’entamer le travail, il faut attendre qu’elles se solidifient.

d. Ensemencement

Prés du bec bunsen, les milieux de cultures préalablement préparés sont ensemencés
par étalement a 1’aide d’un rateau stérile. L’ensemencement s’effectue de telle sorte a assurer

une distribution homogene des bactéries et des champignons.
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e. Préparation des disques

Cette étape consiste a imprégner des disques en papier Whatman stérilisé de 6 mm de
diamétre dans 10 pL de solutions meéres contenant les composés synthétisés, puis les poser
délicatement sur la surface de la gélose de Mueller Hinton pour les bactéries, et sur la gélose

de Sabouraud pour les champignons.

L’activité antimicrobienne est déterminée en termes de diamétre de la zone d’inhibition
produite autour des disques apreés 24 h d’incubation a 37°C et est mesurée a I’aide d’une

regle.
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Résultats et discussion

I1.1. Résultat de la procédure de synthése des 1,5 Benzodiazépines

11.1.1. Premiére étape de la synthése des 1,5 Benzodiazépines

La base de Schiff (2) a bien été obtenue comme produit intermédiaire (Figure 34).

NH; Ethanol NH2
at-alh30
MH3
(1) )
Figure 34: Schéma de la premiére étape de la Synthése des 1,5 Benzodiazépines a partir du
DHA.

11.1.2. Deuxiéme étape de la synthése des 1,5 Benzodiazépines

La famille de Benzodiazépines (3a-3d) a été obtenue avec de bons rendements 80%,

85%, 76%, 82% respectivement (Figure 35).

CHO OH M
MH
Ethanol 3gouttes
de CE3CO0OH
- —
A refelux §h
" ) R

R= OCH; (3a), OH (3h), H (3c), Cl (3d)

Figure 35: Schéma de la deuxieéme étape de la synthése des 1,5 Benzodiazépines.
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La synthese générale des 1,5 Benzodiazépines (3a-3d) est récapitulée dans le schéma

qui suit :
0
= CH; EtOH
I + -
atalh30
HJE D H;.N NHE
(1)
EthOH. 3 gouttes

CF,COOH
i reflux Sh R CHO

(3)

R= OCH, (32), OH (3b), H (3¢), Cl (3d)

Figure 36: Schéma de la synthése générale des 1,5 Benzodiazépines (3a-3d).

11.2. Propriétés physico-chimiques des composés synthétisés

Tous les composés obtenus a partir du DHA se présentent sous forme d’une poudre

colorée insoluble dans 1’éthanol mais soluble dans le dichlorométhane a température

ambiante. La couleur de chaque composé ainsi que le rendement et la température de fusion

sont mentionnés dans le tableau suivant.

Tableau 4: Données analytiques des Benzodiazépines synthétisées.

3a Jaune 80 224
3b Jaune 85 237
3c Blanc 76 209-110
3d Jaune 82 219
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11.3. Analyse spectroscopique infrarouge

Les spectres IR des quatre composés ont permis de sélectionner et discuter des

différentes bandes de vibrations des groupements fonctionnels constituants ces molécules.

e Composé 3a

L’analyse du spectre IR de ce composé montre une bande d’absorption aux

environs de 3325,81 cm* attribuable au (OH) d’alcool. La bande a 3000,28 cm™ est

caractéristique de la liaison C-H des alcanes. Une bande intense et fine vers 1703,47

cm™? indique la présence d’une liaison C=O (carbonyle Cétone) ainsi que la liaison

indiquant la fonction imine C=N vers 1642,46 cm™. Une bande caractéristique de la

liaison C-OH d’un alcool primaire est apparue a 1030,89 cm™, une autre bande est

apparue de 1200 a 1300 cm™ attribuée a la liaison C-N de la fonction amine,

I’absorption enregistrée a 1595,46 correspondants a la double liaison C=C du cycle

aromatique, une autre absorption située de 1642,46 a 1703,47 cm™ attribuable au

benzoide tetrasubstitution. Les bandes d’absorption indiquant la disubstitution ortho et

la substitution méta apparaissent respectivement a 629,91 cm™ et 710,57 cm™,

Tableau 5: Données spectrales du composé 3a.

Fonction
OH (alcool)
C-H alcane
C=0 (carbonyle cétone)
C=N (imine)
C-OH (alcool) primaire
C-N (amine)

C=C (aromatique)
Benzoide tetrasubstitution
Disubstitution ortho
Disubstitution méta

Bande d'absorption (cm™)

3325,81
3000,28
1703,47
1642,46
1030,89
De 1200 a 1300
1595,46
1642,46 - 1703,47
629,91
710,57
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Figure 37: Spectre infrarouge du composé 3a.

e Composé 3b

Le spectre IR de ce composé comprend une bande d’absorption courte et fine vers
3334,20 cm™ attribuée a la fonction (NH). L’absorption enregistrée a 3233,37 cm? est
attribuée a la fonction OH d’alcool. La bande longue et fine enregistrée aux environs de
1674,18 cm® correspond a la fonction imine C=N. A 1596,27 cm™, 1a bande d’absorption
est attribuée a la fonction C=C du cycle aromatique. La bande d’absorption de 1648,10 a
1674,18 cm™ est attribuable au benzoide tetrasubtitution. L’absorption enregistrée de
1223,17 a 1347,62 cm™ est attribuée & la fonction amine C-N. La bande d’absorption
située vers 1054,09 cm™ est caractéristique a la liaison C-OH d’un alcool primaire. Les
bandes d’absorption indiquant la disubstitution ortho et para apparaissent respectivement a

667,73 cm™ et 821,90 cm™.

Tableau 6: Données spectrales du composé 3b.

Fonction Bande d'absorption (cm™)
N-H (amine) 3334,20
OH (avec liaison H : alcool) 3233,37
C=N (imine) 1674,18
C=C (aromatique) 1596,27
Benzoide tetrasubstitution De 1648,10 a 1674,18
C-N (amine) De 1223,17 a 1347,62
C-OH (alcool) primaire 1054,09
Disubstitution ortho 667,73
Disubstitution para 821,90
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Figure 38: Spectre infrarouge du composé 3b.

Composé 3¢

Le spectre IR correspondant au composé 3c enregistre deux bandes
d’absorption courtes et fines attribuées aux (OH) d’alcool a 3462,69 cmteta3291,71
cm?, une bande a 3350,28 cm? attribuée a la fonction amine (NH). La bande
d’absorption enregistrée a 1692,82 cm™ est attribuée a la fonction carbonyle cétone
C=0, celle enregistrée a 1632,69 cm™ indique la présence de la fonction imine C=N.
Une bande d’absorption enregistrée a 1597,33 cm™ est caractéristique a la double
liaison C=C du cycle aromatique. La bande d’absorption enregistrée vers 1316,82 cm™
attribuée a la vibration de déformation des groupement alcanes (CH). Le spectre
enregistre une bande d’absorption aux environs de 1264,71 cm™ attribuée a la fonction
amine C-N, la bande enregistrée a 1064 cm™ attribuée a la fonction C-OH d’un alcool
primaire. Les trois bandes d’absorption indiquant la disubstitution para, méta et ortho

sont enregistrées respectivement & 822,71 cm™, 707,10 cm™ et 633,12 cm™.
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Tableau 7: Données spectrales du composée 3c.

OH (Alcool)
NH (Amine)

OH (Avec liaison h : alcool)
C=0 (Carbonyle cétone)

C=N (Imine)

C=C (aromatique)

C-H (alcane : vibration de déformation)
C-N (amine)

C-OH (alcool) primaire
Disubstitution para
Disubstitution méta
Disubstitution ortho

3462,69
3350,28
3219,71
1692,82
1632,69
1597,33
1316,82
1264,71
1064,63

822,71

707,10

633,12
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Figure 39: Spectre infrarouge du composé 3c.
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11.4. Résultats et discussion des activités biologiques in vitro

11.4.1. Activités antioxydantes
11.4.1.1. Activité du piégeage du radical hydroxyle

Les résultats obtenus pour ce test sont regroupés dans les tableaux qui suivent :

Tableau 8: Résultats de I’activité du piégeage du radical hydroxyle.

0,37 0,37 0,36 0,37 0,39 0,39 0,39 0,49

3a + + + + + + + + >1000
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,36 0,36 0,39 0,36 0,37 0,37 0,39 0,47

3b + + + + + + + + >1000
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,43 0,4 0,44 0,4 0,4 0,43 0,45 0,5

3c + + + + + + + + 1000

0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,46 0,44 0,4 0,43 0,44 0,45 0,42 0,43

3d + + + + + + + + >1000
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,35 0,42 0,39 0,45 0,43 0,52 0,49 0,61

DHA + - - == + =+ == + 154,72
0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Tableau 9: Résultats du témoin positif acide ascorbique pour I’activité du piégeage du

radical hydroxyle.

Acide 0,56 0,57 0,55 0,54 0,51 0,44 0,16 0,11 1,74
ascorbique = * * + + + + +
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

D'aprés l'allure générale des courbes (Figure 40), les quatre ligands ainsi que la
molécule mére DHA commencent leurs activités du piégeage du radical hydroxyle deés la plus
petite concentration testée 7,8125 pg/mL avec une absorbance variant de 0,35 a 0,46 nm, et

stagnent pratiquement apres jusqu'a la concentration maximale.

Le dépouillement de ces données révele généralement une A 0,5 supérieure ou égale a

1000 pg/mL pour tous les composés testés sauf le DHA qui révele un taux d’A 0,5
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de 154,72 pg/mL, en comparaison avec l'acide ascorbique (Tableau 9) utilis¢é comme

contrdle positif avec une A 0,5 de 1.74 ng/mL.

Les résultats obtenus pour ce test indiquent une activité pratiguement similaire et

faible pour tous les composés testés par rapport au contrdle positif.
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Figure 40: Courbes des absorbances de 1’activité de piégeage du radical hydroxyle.
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Figure 41: Courbe d’absorbance de I’acide ascorbique de I’activité de piégeage du radical
hydroxyle.
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Figure 42: Valeurs des A 0,5 exprimées en pg/mL pour I’activité du piégeage du
radical hydroxyle.

11.4.1.2. Activité du pouvoir réducteur de fer (FRAP)

Les résultats de ce test sont reportés dans les tableaux qui suivent :

Tableau 10: Résultats de I’activité de la réduction de fer (FRAP).

1,13 1,11 1,1 1,11 1,16 1,23 1,24 1,19

3a == + + + + + + + 7,04
0,01 0,01 0,0 0,0 0,01 0,01 0,04 0,02
1,21 1,17 1,2 1,23 1,2 1,12 1,21 1,02

3b + + + + + + + + 3,22
0,01 0,0 0,02 0,02 0,02 0,01 0,01 0,01
0,99 1,15 1,17 1,16 1,21 1,19 0,18 1,12

3c + + + + + + + + 3,94
0,01 0,02 0,03 0,02 0,02 0,01 0,01 0,01
1,1 1,19 1,18 1,18 1,17 1,17 1,17 1,14

3d + + + + + + + + 3,55
0,01 0,02 0,0 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
1,14 1,12 1,15 1,09 1,12 1,12 1,14 1,13

DHA = = + + + + + + 6,97
0,01 0,0 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
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Tableau 11: Résultats du témoin positif acide ascorbique pour 1’activité de la
réduction de fer (FRAP).

Acide 187 099 099 0,78 09 093 097 1,03
ascorbique + + + + + + + +
0,0 0,01 0,0 0,0 0,01 0,0 0,01 0,01

D'aprés l'allure générale des courbes (Figure 43), tous les ligands ainsi que la
molécule mére DHA commencent leurs activités réductrices du fer deés la plus petite
concentration testée 7,8125 pg/mL avec une absorbance aux alentours de 0,99 a 1,21 nm,

pour augmenter 1égérement et atteindre leur maximum au tour de :

1,24 nm pour 3a a une concentration de 500 pg/mL.

1,23 nm pour 3b a une concentration de 62,5 pg/mL.
- 1,21 nm pour 3¢ a une concentration de 125 pg/mL.
- 1,19 nm pour 3d a une concentration de 15,625 pg/mL.

- 1,15 nm pour DHA a une concentration de 31,25 pg/mL.

Le dépouillement de ces données révéle également un taux d’A 0,5 supérieur a celui

de I’acide ascorbique (0,52 pug/mL) pour tous les composés testés (Tableau 11).

Les résultats obtenus indiquent une activité a peu pres similaire pour les trois ligands
3b, 3¢ et 3d supérieure a la molécule de départ DHA, avec une meilleure réactivité pour le 3b.
Quant au 3a, il a montré une activité plus ou moins faible par rapport a la molécule mére

DHA, l'ordre de réactivité peut étre le suivant :

3a<DHA<3c<3d<3b<Acide ascorbique
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Figure 43: Courbe des absorbances de I’activité de réduction de fer.
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Figure 44: Courbe d’absorbance de I’acide ascorbique de 1’activité de réduction de fer.
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Figure 45: Valeurs des A 0,5 pg/mL pour I’activité de réduction de fer.

11.4.1.3. Activité de peroxyde d’hydrogene

0,52
-

Acide

ascorbique

Les résultats de cette activité sont présentés dans les tableaux suivants :

Tableau 12: Résultats de I’activité de peroxyde d’hydrogéne.

3a

3b

3c

3d

DHA

58
=+
0,01
9,7
+
0,01
46
+
0,0
52
+
0,0
96
+
0,01

69
=+
0,0
24
=+
0,0
75
+
0,0
69
=+
0,01
100
+
0,02

52
+
0.0
34
+
0,0
100
+
0,01
88
+
0,02
100

0,01

94
=+
0,01
54
+
0,0
100
+
0,01
92
+
0,03
100
+
0,03

93
+
0,02
82
+
0,01
100
+
0,02
100
+
0,03
100
+
0,04

100
==

0,02
100

0,01
100

0,02
100

0,03
100

0,02

100
==

0,05
100

0,03
100

0,02
100

0,02
100

0,02

100
==

0,05
100

0,01
100

0,01
100

0,04
100

0,01

6,73

51,91

9,45

7,91

4,06
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Tableau 13: Résultat du témoin positif acide ascorbique pour ’activité de peroxyde
d’hydrogene.

Acide 45 64 77 72 91 89 100 100 2,61
ascorbique = = = + + + + +
0,01 0,01 0,01 0,0 0,01 0,01 0,02 0,01

L’allure générale des courbes (Figure 46) révéle que tous les ligands ainsi que la
molécule de départ DHA commencent leurs activités réductrices de peroxyde d’hydrogéne

dés la plus petite concentration testée 7,8125 ug/mL, avec un taux d’inhibition de :

- 58% pour le composé 3a et atteint son maximum de 100% d'inhibition a la concentration
de 250 pg/mL.

- 9,7 % pour le composé 3b et plafonne a 100% d'inhibition a la concentration de 250
pg/mL.

- 46% pour le composé 3c et atteint son maximum de 100% d'inhibition a 31,25 pg/mL.

- 52% pour le composé 3d et enregistre un maximum de 100% d'inhibition a 125 pg/mL.

Quant au DHA, son activité commence avec un taux d'inhibition de 96% ce qui le rend
trés réactif pour ce test avec une Clso = 4,06 pg/mL proche de celle du contrdle positif, 1’acide

ascorbique avec une Clsode 2,61 ng/mL (Tableau 13).

Les résultats obtenus montrent une faible activité du ligand 3b tandis que les ligands
3a, 3c et 3d semblent avoir une activité assez proche de celle de la molécule de départ DHA et

de I'acide ascorbique, I’ordre de réactivité selon les Clso peut étre :

3b<3c<3d<3a<DHA<Acide ascorbique.
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Figure 46: Courbes des pourcentages d’inhibitions de 1’activité du peroxyde d’hydrogéne.
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Figure 47: Courbe de pourcentage d’inhibition de 1’acide ascorbique de 1’activité
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Figure 48: Valeurs des A 0,5 ug/mL pour I’activité peroxyde d’hydrogéne.

11.4.2. Activités antimicrobiennes
11.4.2.1. Activité antibactérienne

Les résultats des tests de 1’activité antibactérienne réalisés sur les ligands synthétisés
sur les différentes souches bactériennes en comparaison avec les antibiotiques NA, GN sont

indiqués dans le tableau qui suit :

Tableau 14: Zone d'inhibition bactérienne (mm) du DHA et de ses dérivés
Benzodiazépines (3a-3d).

DHA 15,00+0,00 20,00+0,50 20,00+0,50 15,00+0,00

3a 10,00+0,00 N.D N.D N.D
3b 08,00+0,30 10,00+0,20 10,00+0,50 15,00+0,00
3c 12,00+0,60 N.D 12,00+0,50 N.D
3d N.D N.D 08,00+0,00 08,00 +0,00
NA 42,00 N.D 28,00 22,00
GN 38,00 24,00 18,00 =

DMSO 0,00 0,00 0,00 0,00
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Figure 49: Histogrammes des zones d’inhibition montrant I’activité antibactérienne des
ligands synthétisés.

D’apres les diametres des zones d’inhibition obtenus, les souches bactériennes

investies se comportent différemment vis-a-vis des ligands testés.

- Le DHA a révélé un pouvoir inhibiteur vis-a-vis de toutes les souches bactériennes
avec un diameétre maximal de (20.00+0.50 mm) pour les souches P. aeruginosa et K.

pneumoniae suivi de (15.00+£0.00 mm) pour les souches E. coli et S. aureus.

- Le composé 3a possede un pouvoir inhibiteur modéré vis-a-vis d’une seule souche
qui est E. coli avec un diamétre d’inhibition égale a (10.00+0.00 mm), quant aux autres
souches, aucune zone d’inhibition n’a été observée ce qui peut €tre interprété par une

résistance de ces souches au ligand testé.

- Le composé 3b a présenté un effet inhibiteur pour toutes les souches bactériennes
testées avec un diameétre maximal égale a (15.00£0.00 mm) pour S. aureus suivi de
(10.00+£0.00 mm) pour les souches P. aeruginosa et K. pneumoniae et un diamétre minimal

égale a (8.00+0.30 mm) pour E. coli.

65



Résultats et discussion Chapitre Il

- Concernant le composé 3c, la présence d’une zone d’inhibition a été observée pour
deux souches bactériennes avec un diamétre égale a (12.00+0.60 mm) pour E. coli et
(12.00+0.50 mm) pour K. pneumoniae.

- Quant au composé 3d, une zone d’inhibition a été relevée pour deux souches
bactériennes qui sont K. pneumoniae et S. aureus avec un diamétre égale a (08,00+0,00
mm).
La gentamicine (10 pg/ disque) et le NA (30 pg/ disque) ont été utilisés comme

controle positif.

11.4.2.2. Activité antifongique
Les résultats de 1’activité antifongique sont mentionnés dans le tableau suivant :

Tableau 15: Zone d'inhibition fongique (mm) du DHA et de ses dérivés
Benzodiazépines (3a-3d).

3a 3b 3c

Trichoderma
harzianum N.D N.D 12,00+£0,50 10,00+0,00 N.D

Rifai
12
I 10
3a 3b 3c 3d

Figure 50: Histogrammes des zones d’inhibition montrant I’activité antifongique des
composés synthétisés.
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Les résultats des tests de 1’activité antifongique réalisés sur le DHA et les ligands (3a-
3d) vis-a-vis de la souche fongique Trichoderma harzianum Rifai, ont révélé la présence de

zones d’inhibitions de croissance pour deux composés testés :

- Le DHA ainsi que les composés 3a et 3d n’ont révélé aucune zone d’inhibition, ce

qui peut étre expliqué par une résistance et une absence de I’activité antifongique.

- Les composés 3b et 3c ont montré une activité antifongique modérée a bonne avec
des diameétres d’inhibition de (12.00+=0.50 mm) et (10.00+=0.00 mm) respectivement meilleure
que celle du DHA.
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Au terme de ce travail, quatre composés 1,5 Benzodiazépines (3a-3d) ont été
synthétisés, structuralement analysés et évalués pour leur potentiel antioxydant et

antimicrobien in vitro.

Une recherche bibliographique intensive a été conduite sur les différentes molécules
synthétiques permettant 1’élaboration de ces composés, au bout de laquelle le DHA, I’'OPDA
ainsi que les benzaldéhydes fonctionnalisés en position 4, ont été sélectionnés pour accéder a

cette famille via une synthése en deux étapes avec de trés bons rendements.

L'analyse structurale par spectroscopie FT-IR indique la présence de bandes

caractéristiques des différentes fonctions portées par les quatre composés synthétisés.

Dans le but d'évaluer leur potentiel biologique, les composés synthétisés ainsi que leur
précurseur DHA, ont été¢ soumis a une série de tests préliminaires démontrant leur potentiel
antioxydant par la capacité de piéger les radicaux libres comme : le radical hydroxyle OH®, la
réduction du fer et du peroxyde d’hydrogene. Ajouter a cela le potentiel antimicrobien dont le
principe est de tester le pouvoir d’inhibition de la croissance de quatre souches de bactéries
dont trois a gram négatif (Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603)) et une bactérie a gram positif
(Staphylococcus aureus) ainsi qu’une souche fongique (Trichoderma harzianum Rifai) a été

déterminé.
Les composés qui ont montré une activité antioxydante notable sont :

- Les composés 3b, 3c, 3d qui ont montré une bonne activité réductrice du fer avec une A
0.5 estimée a 3.22 pg/mL, 3.94 ng/mL, 3.55 pg/mL, respectivement, meilleure que celle
de la molécule mére DHA (6.97ug/mL) et relativement proche de celle de I'acide
ascorbique (A 0,5 =0,52 pg/mL).

- Une bonne réactivité pour le DHA, 3a, 3¢ et 3d avec une Clso de 4,06 pg/mL, 6,73 pg/ml,
9,45 ng/mL, 7,51 pg/mL respectivement pour la réduction du peroxyde d'hydrogene
proche de celle e I'acide ascorbique (Clso = 2,61 pg/mL).

En ce qui concerne 1'activité antimicrobienne :
- Le DHA a montré une meilleure activité antibactérienne en général, cependant, le
composé 3b a montré un pouvoir antibactérien intéressant pour toutes les souches

bactériennes, le composé 3a n’a enregistré aucun pouvoir antibactérien envers
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P.aeruginosa, K. pneumonia et S. aureus, le composé 3¢ a enregistré un pouvoir
antibactérien uniquement pour E.coli et K.pneumonia et le composé 3d a enregistré un

faible pouvoir antibactérien envers K. pneumonia et S. aureus seulement.

- Les composés 3b et 3¢ ont montré un pouvoir antifongique remarquable, contrairement au
DHA, les composés 3a et 3d.

Ainsi, ces composés représentent un point de départ pour le drug discovery et le

développement des médicaments.
Des perspectives avenir a ce travail sont proposées comme suit :

v" Une caractérisation structurale par DRX et RMN sont indispensables afin de confirmer

les structures de ces composés.

v' Initier une étude in silico afin de confirmer I'effet biologique obtenu et essayer

d'expliquer les différentes interactions moléculaires responsables de cet effet (RSA).

v' Certains de ces composés ont montré une activité antimicrobienne meilleure que celle
de la molécule mere, ce qui mérite d’approfondir la recherche dans la conception des

médicaments antibiotiques ou antifongiques et leur toxicologie.

v' La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI).
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Annexe 1 : Acide déhydroacétique.
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Annexe 2 : Composés synthétisés.

(3a) (3b) (3¢) (3d)
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Annexe 3 : Test de I’activité du pouvoir réducteur du fer.
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Annexe 4 : Tests antibactériens.

K. pneumoniae P. aeruginosa

E. coli S. aureus
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Annexe 5 : Test antifongique.

Trichoderma harzianum Rifai
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Annexe 6 : Chauffe-Ballon de laboratoire avec agitateur magnétique (Laboratoire de
Physicochimie Analytique et Cristallochimie des Matériaux

Organométalliques et Biomoléculaires, Université des Fréres Mentouri

Constantine 1).

C’est un équipement de mélange magnétique avec chauffage dont les
quip g g g

caractéristiques sont :
- La puissance de chauffe et la vitesse d'agitation sont réglables en continu.

- Avec support de thermométre réglable, tiges en acier inoxydable et barre

d'agitation.

o J
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Annexe 7 : Spectrophotomeétre a UV visible (Laboratoire de Biochimie RDC, Université

des freéres Mentouri Constantinel).

/ Le spectrophotométre a UV visible est un appareil permettant d'effectuer une\
mesure spectrométrique. Il sert a déterminer 1'absorbance d'une substance chimique en

solution en fonction d'une longueur d'onde.

En d'autres termes, la mesure de sa capacité a absorber la lumiére qui traverse la
\_ substance chimique. J
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Annexe 8 : Bain Marie (Laboratoire de Biochimie RDC, Université des fréres Mentouri

Constantine 1).

Le bain-marie est un des équipements de laboratoire permettant de chauffer un
récipient dans un bain d'eau ou d'huile (en fonction de la température souhaitée) tout en

évitant la destruction de molécules par contact avec la paroi du récipient.
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Annexe 9 : Balance analytique (Laboratoire de Physicochimie Analytique et
Cristallochimie des Matériaux Organométalliques et Biomoléculaires,

Université des Fréres Mentouri Constantine 1).

/ Les Balances analytiques sont des instruments hautement sensibles conc¢us poD
mesurer la masse avec exactitude. Leur lecture a une plage de 0.1 mg - 0.01 mg. Les
balances analytiques ont un paravent ou une chambre de pesée pour que les petits
échantillons ne soient pas affectés par les courants d'air. Elles sont faites pour détecter

des incréments infimes, donc la moindre vibration ou brise peut affecter les résultats.

kElles doivent étre supervisée avec attention et calibrée fréquemment. /
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Annexe 10 : Etuve (Laboratoire d'Obtention de substances thérapeutiques LOST)

/ Une étuve de laboratoire est un appareil de chauffage fonctionnant le plus\
souvent a la pression atmosphérique (parfois sous vide ou sous gaz neutre) et permettant
d'effectuer divers traitements thermiques a température régulée. Elle est utilisée

également en microbiologie pour maintenir les cultures de microbes a température

\constante et donc faciliter leur développement. j




Résumé

Le présent travail est une contribution a la synthése de composés Benzodiazépines en
deux étapes a partir de 1’acide déhydroacétique (3-acétyl-4-hydroxy-6-méthyl-2H-pyra-2-one)
et I’évaluation de leur potentiel antioxydant et antimicrobien. La réaction du précurseur DHA
avec I’orthophénylénediamine conduit a la formation d’une base de Schiff, ensuite, cette
derniére réagit avec un benzaldéhyde substitué¢ en position 4 par OCHs, OH, H ou ClI, afin
d'obtenir une famille polyfonctionnelle de 1,5 Benzodiazépines (3a-3d) avec de bons
rendements. Les composés obtenus sont structuralement analysés par Spectroscopie
infrarouge, et leurs propriétés physico-chimiques étudiées. Des tests biologiques in vitro ont
donné des résultats encourageants pour les activités antioxydantes suivantes : le piégeage du
radical hydroxyle, le pouvoir réducteur du fer et la réduction du peroxyde d’hydrogene, ainsi
que pour les activités antibactériennes et antifongiques. Ces résultats sont une premicre étape
qui s'inscrit dans le cadre de la valorisation des Benzodiazépines synthétisées, tant sur le plan
chimique que sur le plan biologique, et qui ouvrent le champ a des études plus approfondies

sur C€S COl’IlpOSéS.

Mots clés : Acide déhydroacétique, bases de Schiff, Benzodiazépines, activité antioxydante,

activité antimicrobienne.
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Abstract

The present work is a contribution to the synthesis of two-step Benzodiazepine
compounds from dehydroacetic acid (3-acetyl-4-hydroxy-6-methyl-2H-pyra-2-one) and the
evaluation of their antioxidant and antimicrobial potential. The reaction of the precursor
DHA with orthophenylenediamine leads to the formation of a Schiff base, then the latter
reacts with a benzaldehyde substituted in position 4 by OCH3, OH, H or ClI, to obtain a
polyfunctional family of 1,5 Benzodiazepines (3a-3d) with good yields. The compounds
obtained are structurally analysed by infrared spectroscopy, and their physicochemical
properties studied. In vitro bioassays have shown encouraging results for the following
antioxidant activities: hydroxyl radical scavenging, iron reduction and hydrogen peroxide
reduction, as well as antibacterial and antifungal activities. These results are a first step in
the upgrading of synthesized Benzodiazepines, both chemically and biologically, and open

the way for further studies on these compounds.

Key words: Dehydroacetic acid, Schiff base, Benzodiazepines, antioxidant activity,
antimicrobial activity.
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