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Résumé :

Ce mémoire présente , I’étude d' interaction de 'acide anthranilique CeHa(NH2) (CO2H) avec
I'ADN, aprés la synthése et I'étude structurale du composé " Acide Anthranilique, et étude in
vitro et in silico de I'interaction de I'acide ortho anthranilique avec I'ADN, a partir des calculs
la constante de liaison, I'énergie libre , taille du site de liaison , coefficient de diffusion et étude
d'amarrage moléculaire, les résultats indiquent que le ligand OAA interagit avec I'ADN par les
deux hydrogéne de I'atome d'azote via une liaison hydrogene avec les atomes d'oxygene de
DG10 et par les atomes d'oxygeéne via une liaison hydrogéne avec les atomes d'hydrogéne de
DG10..
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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

La cristallographie est la science qui se consacre a 1'étude de la matiére condensée a L’échelle
atomique. Une large partie de cette matiere existe sous forme cristalline: minéraux et Minerais,
métaux et alliages, céramiques et ciment, dents, os et pratiquement tous les produits Chimiques

inorganiques et organiques, vitamines, protéines, Virus..............ccocoee.... etc.

Le présent mémoire comprend trois chapitres, généralités sur les différentes méthodes
théoriques, généralités sur les acide aminées et I'acide anthranilique (acide non naturel), le dernier
chapitre sur l'interaction de l'acide ortho anthranilique avec I’ADN, enfin une conclusion générale

et une annexe.

Le premier chapitre concerne des genéralités sur les différentes méthodes de calculs
théoriques, commencant par la méthode Hartree-Foc et la méthode de la fonctionnelle de la densité
(DFT) qui est actuellement le choix naturel pour les calculs de la structure électronique de nombreux

systémes chimique. [01,02]

Le deuxieme chapitre, généralités sur les acide aminées : définition fondamentales et
classifications des acides amines et Roles des acides aminées dans la chimie et en science de la vie ,
Notre travail il va se basé sur 1’amino-2-acide benzoique (acide anthranilique ) comme ce type d'acide
non naturel : d'étude sur les propriétés chimiques , physiques ,toxicologiques et leur structure et

Biosynthese ,enfin [' utilisation de Il'acide anthranilique.

Le troisieme chapitre , comprendra donc deux parties qui concerneront successivement,
synthese et étude structurale du composé " Acide Anthranilique ": Etude cristallographique
,Description de la structure et de l'unité asymétrique ,et d'autre partie : Etude en vitro et en silico de
I'interaction de I'acide ortho anthranilique avec I'ADN a partir de calcul constante de liaison , I'énergie
libre et taille du site de liaison et coefficient de diffusion et leur étude d'amarrage moléculaire ,pour

confirme I' interaction de l'acide anthranilique avec 'ADN.

Enfin, les perspectives de ce travail de recherche sont données dans la conclusion générale.
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CHAPITRE I : Généralités sur les méthodes de calculs quantiques.

I.1.Introduction

L’évolution des outils informatiques dans les derniéres années, a augmenter largement
les études théoriques des différents systemes chimiques. En effet, les méthodes de la chimie
quantiques sont des techniques fiables et utiles pour 1’étude de la structure et de la réactivité
des systemes moléculaires. Ces méthodes fondées sur les principes de la mécanique quantique,
pointent sur L'équation fondamentale & résoudre pour décrire la structure électronique d'un
systeme, a plusieurs noyaux (de masse M) et électrons (de masse m), est I'équation établie par
Erwin Schrodinger en 1925. Appelée depuis équation de Schrddinger, elle s'écrit pour des états
stationnaires [1]

HY = EWY I.1.

Ou : H : hamiltonien moléculaire. Il est l'opérateur associé a I'énergie E du systeme

considéré,

W¥: fonction d’onde qui dépend des coordonnées des noyaux ET des électrons. Elle

contient
Toutes les informations du systeme moléculaire étudié.
E: I’énergie de 1’état stationnaire

Rappelons que cette équation ne peut étre résolue exactement que dans le cas des
systémes tres simples et ce, a cause de la présence du terme de répulsions électroniques figurant
dans I’hamiltonien. Dans le cas général, on doit donc se contenter de solutions approchées,
lesquelles doivent cependant étre suffisamment précises pour étre utilisables et permettre

I'interprétation des phénomenes étudiés.

Donc avec I'utilisation des calculs quantiques, on peut déterminer les propriétés

moléculaires suivantes :
Visualisation et dessin des molécules a partir de donnees structurales.
Déterminer les propriétés moléculaires et les distances interatomiques.
Utilisation de banques de données pour identifier les systémes moléculaire.
Spectres UV-visible, IR et micro-onde.

Déplacements chimiques et constantes de couplage de RMN.



CHAPITRE I : Généralités sur les méthodes de calculs quantiques.

Larésolution de I’équation (I.1) s’effectue soit dans le cadre dit de la théorie de Hartree-
Fock (HF) basé sur un modeéle a particules indépendantes [2], soit de maniére plus précise en
tenant compte de la corrélation instantanée existant entre les mouvements des électrons
(calculs post-HF notamment). Dans ce cadre, on se heurte souvent a des problémes d’ordre

technique, le temps de calcul pouvant étre prohibitif.

Les théoriciens préférent alors se tourner vers des methodes moins lourdes et donc

moins onéreuses telles que la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT).
I.2.Prncipe et approximation des méthodes calculs quantiques

L’équation (I.1) ne peut pas étre résolue exactement pour les systemes moléculaires,

on doit donc effectuer un certain nombre d’approximations.
1.2.1.Approximation de Born —Oppenheimer

L'approximation de Born-Oppenheimer [3] est utilisée pour simplifier le probleme
moléculaire en séparant les mouvements électroniques et nucléaires. Cette approximation est
basée sur le fait que les électrons, beaucoup moins lourds que les noyaux, peuvent s'adapter
quasi instantanément aux déplacements nucléeaires. Ainsi, la distribution électronique au sein
d'une molécule dépend surtout de la position des noyaux et non pas de leurs vitesses. L.’équation

de Schrodinger pour les ¢lectrons s’écrit :
HelWea =Eel¥el 1.2
Ou
Hel :L’hamiltonien électronique
Y el: La fonction d’onde

E el : L’¢énergie effective qui dépend des Coordonnées des noyaux, R 1’hamiltonien
défini dans 1’équation (I.3) est pour une molécule contenant n électrons, ayant une masse
me et N noyaux avec les indices iet o respectivement comme indices de sommation sur
tous les électrons et les noyaux.

NN Ze e’
ZZ +3) 1.3

i 18 m i=1l o= 147[80I‘ 1(J 47[(90r”

la

Energie cinétique Attraction électrons Répulsion électrons

Electrons noyaux électrons



CHAPITRE I : Généralités sur les méthodes de calculs quantiques.

C’est le dernier terme qui empéche la séparation de 1’équation (I.1) enn équations
a un électron qui seraient plus simples a résoudre . L’équation (I.3) peut s’exprimer d’une
facon simple en introduisant les unités atomiques.
n n N
LD Y W IS I 14
it 2 i-1a-1lip, 10 T
La plupart des méthodes de calculs quantiques utilisent l'approximation de Born
Oppenheimer (BO).

1.2.2.Approximation orbitaire

L'approximation orbitale est valable pour un systéme de particules indépendantes. Elle
consiste a écrire la fonction d'onde multiélectronique w sous la forme d'un produit de fonctions
d’ondes mono électroniques i (i) (associées aux électrons i) dénommeées orbitales

moléculaires (OM).
w=(1)y2(2)yP3(3).....(n) .5

Le produit de la fonction d’onde spatiale (orbitale atomique) ®(r) et de la fonction
d’onde de spin a (&) ou B (&) est appelée Spin orbitale avec la notation y(r, &). Pour un
systéme ayant n électrons la fonction d’onde la plus simple sera sous la forme d’un

produit de spin orbitales [4].

Ici x; (1) = 7,(X,V,,2,,<;) représente le spin orbital de ’électron i. La fonction
d’onde représentée par 1’équation 1.5 n’est pas cependant compléte, parce qu’elle ne prend
pas en compte I’indiscernabilité des électrons. L’équation 1.2 satisfait le principe de Pauli qui
impose que si les coordonnées des électrons i et j sont inter changées dans la fonction d’onde

ci-dessus, cette fonction d’onde doit changer de signe. Pour prendre en compte

cette indiscernabilité et assurer I’antisymétrie, les spin orbitales pour un atome a

couche fermée sont écrites sous la forme d’un déterminant de Slater.
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Le facteur de normalisation pour la fonction est : y , n’étant le nombre d’électrons.
n!

I .2.3. Approximation relativité.

Cette approximation consiste a négliger la variation de la masse des particules du

systéme avec leurs vitesses ainsi que les termes de couplage dus aux spins.
1.3.La théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT)

La prise en compte de la corrélation €électronique nécessite la mise en ceuvre de calculs
post HF élaborés. Lorsque les systémes etudiés sont de tres grande taille, ceci devient quasiment
impossible. Une alternative a toutes ces méthodes est la théorie de la fonctionnelle de la densité.
En plus la précision des résultats obtenus ainsi que les performances calculatoires de la méthode
DFT en font actuellement un outil incontournable pour le calcul des proprietés moléculaires.

Elle est basée sur deux théorémes établis par Hohe berg et Kohn (1964). [5]

Le premier s’énonce comme suit : Pour un état fondamental non dégénéré, la densité
électronique p(F)détermine le potentiel extérieury/ , (). Ce théoréme indique donc que toute

observable moléculaire découle de la connaissance de la densité électronique car elle détermine

I’hamiltonien du systeme...

- Le deuxieme théoréme indique que toute densité électronique approchée d’un état
fondamental non dégénéré conduit & une borne supérieure de 1’énergie exacte du systéme. Le
principe vibrationnel (minimisation de [’énergie totale du systéme) peut étre appliqué

relativement a p(r)tout comme il I’est pour la fonction d’onde ¥ dans le cadre des méthodes

de type ab initio, semi-empiriques ou empiriques.
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I .4.La théorie de Hartree-Fock (HF) et les méthodes post-HF

A partir de I’hamiltonien électronique, I’équation 1.4 et de la norme de la fonction d’onde
1.6, on peut déterminer I’énergie effective électronique en utilisant la méthode des variations.
Dans la méthode vibrationnelle la meilleure fonction d’onde est recherchée en minimisant
I’énergie effective électronique par rapport aux paramétres de la fonction d’onde. En
utilisant cette idée, Fock. et Slater ont développés de facon simultanée et indépendante
ce qui est maintenant bien connu comme les équations de Hartree Fock . sionse limite a
des systemes a couche fermée en anglais (closed shell), c’est a dire sans électron
célibataires, le systeme d’équations de Hartree Fock va se simplifier sous la forme qui

suit, qui ne prend en compte que les orbitales spatiales .

La seule fois ou nous faisons référence au spin est lors du remplissage des
orbitales ou nous placons deux électrons par orbitales spatiales (principe de

complémentarité) .
|:I (1)CI)i (1) = &D; (1) L7
Ici & estl’énergic de Iorbitale i et Fi est 'opérateur de Fock donnée par

F =h() +Z[2‘]j - Kj(l)] 1.8

Dans I’équation 1.8 le terme h (1) est 1’opérateur pour un électron :

1 N, 7
h@ = -Jvi-3 = L9

la

Ce terme prend en compte le mouvement de I’¢lectron et les interactions électron-

noyaux le terme Jest I'opérateur Coulombien auquel correspond I’intégrale de Coulomb.

J = j ;)P (2)%c1>i(1)c1> [(2)dz, 1.10

ij

OuKi qui 'opérateur d’échange auquel correspond I’intégrale d’échange suivante.

Ky = [ 000,20, 03z, 111

ij
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L’intégrale de coulomb a un analogue classique alors que l’intégrale d’échange
provient de la nécessité d’anti symétriser la fonction d’onde. Les intégrales de coulomb et
d’échange décrivent les interactions entre Electrons. L’énergie électronique totale est
obtenue par les sommations sur toutes les orbitales occupées, et s’écrit dans I’hypothése de
couches Fermées.

E=2) 1+ Y @I, -K,)

j=1 i=1 j=1 1.12

Ou

I

| =fo,0-3v; —ZJ Wiz, 113

Les équations de Hartree Fock sont donc wun jeu d’équations intérgro-
diffirantielles Couplees et peuvent étre résolues seulement par méthode itérative. On peut
voir le couplage par le fait que les intégrales jj et Kj sont définies en fonction des orbitale
®; et ;. Ce que veut dire que pour determiner F;i (1) dans 1.8 on a besoin de connaitre le
résultat pour les autres d’orbitales ®i. Pour résoudre les équation d’Hartree-Fock, un jeu
d’orbitales d’essai est choisi , on construit ensuite I’opérateur de Fock, I’équation 1.7 est
résolue de fagcon a obtenir un nouveau jeu d’orbitales. Cette procédure est la méthode a
champ auto cohérent en anglais (SCF= Self Consistent Fiel), car les itérations sont continuées
jusqu’a ce que le champ électrostatique ressenti par un électrons (champ provoqué par les
autres électrons dans les autres orbitales) reste stationnaire. L’équation 1.7 a été résolue

numériquement.

De facon a obtenir les orbitales atomiques des atomes en utilisant la symétrie sphérique.
Pour les molécules quiont des degrés de symétrie plus bas on utilise une méthode

proposée par Roothaan et Hall.

Hall et indépendamment Roothaan ont démontrés qu’en introduisant un Jeu de
fonctions spatiales connues 1’équation intégré- différentielles peut étre transformée en un
systéme d’équations algébriques et ainsi étre résolu en utilisant la méthode habituelle des
matrices. Donc, les orbitales moléculaires, W(r) seront exprimées comme une combinaison
linéaire de N fonctions mono électronique atomiques, lesquelles seront elles-mémes
exprimées en une combinaison linéaire de m fonctions atomiques appelées f «les fonctions

de bases ».



CHAPITRE I : Généralités sur les méthodes de calculs quantiques.

M
\Ili (r) = zc,ui®y
n=1 .14

Avec :im siil y a N atomes

Ici ¢ sont les coefficients des orbitales moléculaires développées sur les fonctions
de base @ . Le probléeme pourtrouver une orbitale a été réduit ala détermination seulement
un jeu de coefficients d’un systéme linéaire fini pour chaque orbitale moléculaire au
lieu de la description complete de la fonction tridimensionnelle ¥;. Le développement
est appelé combinaison linéaire d’orbitales atomique (LCAO: linear combinassions of
atomique orbital). Si I’on substitue 1’équation 1.14 dans 1’équation. 1.7, en multipliant de
chaque c6té par @ v en intégrant on obtient les équations de Hall -Roothan.

FC =SC¢ .15

Ici F est la matrice de Fock avec les éléments de matrice suivants :

F. =ICD#FCDVdT L16

S est la matrice de recouvrement avec les éléments suivants :

S, = [©,®,dr 17

C’est une matrice carrée des coefficients du développement et & est un vecteur
des ¢énergies de l'orbitale. L’équation 1.15 est résolue d’'une mani¢re identique a celle
utilisée pour les équations de Hartree- Fock Un premier essai est fait en prenant a
priori une valeur pour les Coefficients, la matrice de Fock est construite puis elle est
diagonalisée pour obtenir de nouveaux coefficients et de nouvelles énergies. Les nouveaux
coefficients sont utilisés pour construire une nouvelle matrice de Fock et la procédure est

répétée jusqu’a convergence des énergies ou des coefficients.
1.5. Méthodes semi empiriques

Les méthode semi-empirique [6] sont des méthode dans laquelle une partie des
calculs nécessaire aux calculs Hartree-Fock est remplacé par des parameétres ajustés sur des
valeurs expérimentales (I’hamiltonien est toujours paramétre par comparaison avec des

composés références ) En générale toutes ces méthodes sont tres précisés pour la familles

10
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Des produits donnés voisines de celles utilisées pour la para métrisation

(AM1,PM3,NDDO........).
1.6.Bases des fonctions atomiques utilisé

Il existe deux types de fonctions de bases:
1.6.1.Les fonctions de Slater [7]

L’expression générale d’une fonction de Slater [8] est donnée par la relation suivante:
Zoam(,0,90) = N.r" e <Y (0, p) 1.18

Dans laquelle est I’exposant de Slater ; c’est un nombre positif qui dépend du numéro
atomique et qui peut étre déterminé a I’aide des regles empiriques de Slater ou par optimisation.
Sont respectivement les nombres quantiques principal, secondaire et magnétique. rA, 0A, oA

sont les coordonnées sphériques qui reperent 1’électron par rapport au centre A portant la STO

m
Y (QA’(DA) . Et représente une harmonique sphérique. En coordonnées cartésiennes.
1.6.2.Les fonction gaussiennes

L’utilisation des fonctions gaussiennes dans les calculs quantiques ont été proposées

pour la premiére fois par Boys [9]. Leur forme générale normalisée est la suivante:

vCik (%, ¥, 2) = N. x .y 1. 2 ¥ expo (-ar?) .19

Les bases gaussianas, par contre ont une représentation des orbitales atomique assez
pauvre car elles n’ont pas le comportement exact a 1’origine (dérivée non nulle ) ni aux
grandes distances (decroissance trop rapide avec r) par contre leur intérét est que toutes les
intégrales impliquées dans les calculs peuvent étre calculées explicitement sans recours
a une intégration numérique. Pour compenser cette représentation incompléte des orbitales
atomiques par les fonctions gaussiennes, on utilise des combinaisons linéaires de gaussiennes
comme fonctions de bases. Ces fonctions sont appelées fonction gaussiennes contractées. Il
y a une multitude de bases de gaussiennes possibles pour effectuer un calcul SCF les plus

communément utilisées sont celles développées par Pople et al.

.Labase plus simple est STO-3G encore appelée base minimale. ceci signifie que

les orbitales de type Slater sont représentées par trois fonctions gaussiennes.

. Le niveau suivant développé par Pople comprend les bases split-valence telles
que 3-21G, 4-31G et 6-31G ou le premier nombre représente le nombre de gaussiennes
11
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utilisées pour représenter les orbitales 1s .les orbitales de valence sont représentées par deux
fonctions qui sont composes des nombres de gaussiennes donnée dans la seconde partie

des deux numéros de la dénomination de la base.

Ainsi la base 6-31G aura six gaussiennes pour I’orbitale 1s. Trois gaussiennes pour une
fonctions représentant I’orbitale 2s et 1s gaussienne pour I’autre fonction ,et I’orbitale 2p
aura aussi trois gaussiennes pour une des fonctions et une gaussienne pour I’autre .pour

une plus grande flexibilité on peut rajouter les fonctions de polarisation .

La dénomination la plus ancienne pour I’ajout de ces fonctions de polarisation est
I’ajout d’un astérisque sur la base en question par exemple 6-31G* ; dans une désignation
plus récente le caractére de la fonction ajoutée est explicitement donné 6-31G (d). La
base 6-31 G* ou 6-31G (d) signifie qu’un jeu de fonction d a été ajouté a tous les
atomes (sauf H) dans la molécule, alors que 6-31G** ou 6-31G (p, d) signifie qu’ jeu de
fonctions P a été ajouté aux hydrogénés et que des fonctions d ont été ajoutés aux Autres

atomes.

Pour démultiplications de la cauche de valence on utilise plusieurs ensembles
d’orbitales pour chaque sous-couche de valence. On peut la dédoubler (double zéta) «
CC-PVDZ » en utilisant, par exemple , pour les atomes de la deuxieme période ,deux
orbitales 2S et deux ensembles d’orbitales 2P . Des bases encore meilleures sont de
qualité triple zéta « CC-PVTZ », quadruple zéta « CC-PVQZ » [10] .

1.6.3.Les fonction diffuses

Ces fonctions sont généralement non contractées et dotées d’un faible exposant qui leur
permet de recouvrir I’espace diffus situé a grande distance du noyau. Elles posseédent le méme
nombre quantique | que les orbitales de valence des atomes considérés. Leur rble est
déterminant dans 1’étude des propriétés d’espéces anioniques ou de tout phénomeéne impliquant
ces derni¢res, comme la détermination de I’affinité électronique, par exemple. Elles sont
également nécessaires pour le traitement de molécules comportant des liaisons fortement
ioniques, pour la détermination de grandeurs spectroscopiques, pour I’é¢tude d’états de valence
excités, d’états Rydberg atomiques ou moléculaires et aussi pour I’étude d’interactions

moléculaires.

Plusieurs méthodes de détermination des exposants des fonctions diffuses ont été

proposées, notamment la minimisation de I’énergie des aminos, ou par extrapolation en utilisant

12
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la propriété des exposants des fonctions d’une symétrie donnée, lesquels constituent une
progresion géométrique [11]. Il est communément admis que I’exposant d’une diffuse est

généralement quatre fois plus petit que le plus petit exposant d’une fonction de valence.

Dans la nomenclature de Pople, une fonction diffuse est représentée par le signe + alors

que dans les bases de Dunning, elles sont indiquées par le préfixe «aug».

Ainsi, utiliser une base 6-31+G** signifie que les électrons de cceur sont décrits a 1’aide
d’une combinaison linéaire de 6 gaussiennes, les électrons de valence 1’aide de deux fonctions,
I’une combinaison linéaire de 3 gaussiennes et 1’autre constituée d’une seule gaussienne; de
plus, chaque atome porte une fonction de polarisation, les atomes lourds portant également une
fonction diffuse.

1.6.4.La méthode post Hartree Fock

La méthode poste Hartree Fock a été proposée pour améliorer la représentation du
systeme eélectronique [12] elle est Basé sur un modeéle a particules indépendantes, donc
approché, la méthode HF conduit & une fonction d’onde et une énergie qui ne sont Pas
totalement satisfaisantes. Comme indiqué plus haut (principe variationnel) L’énergie de HF est
toujours supérieure a 1’énergie exalt¢ du systéme. On appelle énergie de corrélation la

différence entre I’énergie exacte E et I’énergie HF, EHF de la molécule: Ec = E - EHF.

L’origine de cet écart réside dans la structure de la fonction d’onde trotale, qui ne
s’annule Pas lorsque deux electrones de spin opposés sont situés au méme point de I’espace. La
théorie d’HF souffre de I’absence d’un «trou» de Coulomb. De ce fait, les répulsions

électroniques sont surestimées.

Dans la théorie d’HF on ne tient pas compte des répulsions instantanées existant entre
les electrones, du fait que leurs mouvements des electrones sont corrélés, dans leurs
déplacements ils s’évitent. Considérons I’exemple simple de ’atome d’hélium. L’énergie, a la
limite HF, de ce systeme a deux électrons est de -2, 86168 u. a (1 u. a = 27,21 eV) alors que
I’énergie exacte est de -2,90372 u. a. L’énergie de corrélation, différence de ces deux énergies,
est égale a 0,04204 u. a. (~26 Kcal mol-1). Bien que cette énergie de corrélation ne représente
au maximum que quelques pourcents de 1’énergie totale d’un systéme, sa prise ne compte est
nécessaire pour I’étude des réactions chimiques et d’autres phénomenes physicochimiques. En
effet, la variation de I’énergie de corrélation dans une réaction chimique peut étre du méme

ordre de grandeur que I’énergie de la réaction. Par exemple, pour la réaction de dissociation du

13
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diazote N2 — 2 N, la variation de I’énergie de corrélation est de 0,1660 ua = 4,62 eV, alors que
I’enthalpie de la réaction vaut 9,8 ¢V. La théorie d’HF ne peut donc étre appliquée pour étudier
ce type de processus. Il est clair de plus que 1’énergie de corrélation sera de plus en plus
importante a mesure que la taille des systemes étudiés croit.

Différents types de méthodes, qualifiées de méthodes post-HF, permettent la prise en
compte de la corrélation électronique:

- La méthode d’interaction de configuration (Cl) qui consiste a décrire le systeme étudié
a ’aide d’une fonction d’onde ¥ combinaison linéaire de déterminants de Slater représentant
I’état fondamental (fonction de référence) et différents états excités obtenus en excitant des

électrons des orbitales occupées ver des orbitales virtuales:

¥ = %O P 1.20

Ce développement de la fonction d’onde exacte est rigoureux si le nombre de
déterminants K est infini. Dans la pratique, le nombre d’excitations considéré est souvent limité

(CISD, simples et double excitations incluses dans le développement, CISDT (Q)...).

- La méthode Multi-Configuration SCF (MCSCF) qui consiste aussi a décrire le systeme
par une fonction analogue a celle utilisée dans le cas d’une interaction de configuration.
Cependant, dans ce type de méthode, on optimise non seulement les coefficients apparaissant

dans le développement de la fonction W mais aussi les orbitales moléculaires elles-mémes.

- La méthode MCSCEF la plus utilisée est la méthode CASSCF (Complete Active Space
SCF) dans laquelle les OM entrant dans I’écriture des déterminants de Slater sont séparées en
deux catégories: les OM inactives qui restent doublement occupées ou vacantes dans toutes les
configurations, les autres OM définissant 1’espace actif. La fonction est alors une C.L de tous
les déterminants des configurations obtenues en excitant les électrons appartenant a I’espace
actif de toutes les maniéres possibles; on effectué donc une IC complété dans cet espace. Les
OM constituant 1’espace actif proviennent généralement des combinaisons des orbitales
atomiques de valence des atomes constituant le systéme étudié. Pour des molécules de grande
taille, le nombre de configurations considérées est trés élevé; un tel calcul devient rapidement
prohibitif.

- La méthode Many Body Perturbation Theory (MBPT) basée sur la théorie des
perturbations utilisant le formalisme de Moller-Plesset [13], généralement noté MPn, n’étant

un entier représentant 1’ordre de perturbation considéré qui varie généeralement de 2 & 6. Cette
14
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méthode consiste a écrire I’hamiltonien, la fonction et ’énergie du systéme étudié sous la forme

d’une somme de termes d’ordre zéro et de termes de perturbation de différents ordres.
I.7.Succés et limite de la DFT

Les travaux qui ont été effectués ces derniéres années, a ’aide de la méthode DFT
donnent de bons résultats sur les différents type de systémes chimiques, cela par la prise en
compte des effets de corrélation électronique. De nombreuses propriétés (structures
moléculaires, fréquences de vibration,...) sont bien reproduites. Toutefois, la méthode DFT
souffre encore de quelque défauts, dont le manque de Véritables critéres qui permettent

d’améliorer les fonctionnelles et les propriétés moléculaires [14.15].
1.8. Logiciel utilisés
1.8.1 Gaussien

Gaussien est un programme utilisé par les chimistes, ingenieurs chimistes, biochimistes,
physiciens et autres pour la recaché dans des domaines attablais et émergents d'intérét chimique.
A partir de lois fondamentales de la mécanique quantique, Gaussien prédit les énergies,
structures moléculaires et les fréquences de vibration des systéemes moléculaires, ainsi que de
nombreuses propriétés moléculaires et électroniques issus de ces types de calcul de base. 11 peut
étre utilisé pour etudier les molécules et les réactions en vertu d'un large éventail de conditions,
y compris des espéces stables et des composés qui sont difficiles ou impossibles a observer
expérimentalement, como de courte durée et des structures intermédiaires et de transition. Notes
gue nous avons utilisées dans ce mémoire la version gratuite 2003[16]. Notons que la derniére
version utilisée actuellement par les laboratoires et les centres de recherche est celle de ’année
2009. Le code Gaussien est rapidement devenu un programme de structure électronique tres

populaire et largement utilisé.

Conclusion

Les méthodes dérivant de la mécanique quantique sont nombreuses et chacune présente
avantages et inconvenients. Choisir la plus exacte n'est pas nécessairement une garantie de

succes : il convient d'identifier celle qui se prétera le mieux aux études envisageées.
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CHAPIIRE II : Généralités sur les acides aminés.

I1. les acides aminés

11.1. introduction

La connaissance des acides aminés est importante, car ils sont a la base de la

construction des protéines, classe majeure parmi les macromolécules du vivant [1]

En genérale les acides aminés devisé a deux catégorie : acides amines naturels et non
naturels, dans ce chapitre il va se basé sur les acides aminés non naturels, cette dernier classifié
deux type principales : Les acides aminés aliphatiques non naturels : Acides aliphatique
acyclique et Acides aliphatiques cycliques, Les acides aminés aromatiques non naturels

Notre travail il va se basé sur I’amino-2-acide benzoique (acide anthranilique) (Figure
I1) joue un réle tres important dans les processus chimiques et biologiques .1l est largement
impligué en tant que matiére premiére pour la synthese des composes biologiquement .Acide
anthranilique produit chimique intermédiaire utilisé pour fabriquer des colorants, des produits
pharmaceutiques et des parfums ainsi que dans la préparation de produits avifuges et

insectifuges.

Figure Il. Amino-2-acide benzoique.

I1.2.Définition et structure

Les acides aminés sont des molécules constituées d’une fonction amine (-NH2) et
d’une fonction carboxylique (-COOH), portées par un carbone a, et d’une chaine latérale .Le
carbone a est asymétrique sauf pour la glycine ou il posseéde deux substituant hydrogéne .La
distinction entre les différents acides aminés se fait par la chaine latérale plus ou moins

complexe qui leur conféere des propriétés physico-chimiques différentes.
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H
Groupement amine

Groupement acide

Chaine latérale

Figure IL. 1: Structure commune a tous les acides o -aminés. [2]

La chaine latérale(R) peut étre :

. simple(Alanine),

. Ramifiée (Leucine, isoleucine, valine),

. Hydroxylée (Sérine, Thréonine)

. Soufrée (Cystéine, Méthionine),

. Di carboxylique (asparagine, aspartate, glutamate),

. Un groupement amine supplémentaire (glutamine, lysine, arginine),

. Aromatique (phénylalanine, tyrosine, tryptophane)

. Un groupement imine (histidine et proline).

. La glycine est ’acide aminé le plus simple avec un atome d’hydrogéne pour
. substituant latéral. [3].

11.3 .Classification des acides aminés

| classer les acides aminés en fonction du caractére de leurs chaines latérales, ils entrent
a peu pré dans quatre catégories: polaire chargés, polaire non chargés, non polaires, et acides

aminés doués de propriétés particuliéres.
11.3.1.Polaires chargés

Les acides aminés de ce groupes ont I’acide aspartique, I’acide glutamique, la lysine et
I’arginine, ces quatre acides aminés possedent des chaines latérales dont la charge peut devenir

compléte parce qu’ils renferment des acides et bases relativement forts. En prenant un pH égal
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a 7 comme référence .Les acides aminés « acides » comme I’acide aspartique et L’acide
glutamique ,possédent des groupements carboxyle supplémentaires qui sont habituellement
ionisés (chargés négativement).Les acides aminés «basique » possédent des groupements

chargés positivement.
11.3.2.Polaires non chargeés

Celles-ci contiennent des groupements qui forment des liaisons hydrogéne avec I’eau.
Associe aux acides aminés chargés, elles sont souvent décrites comme hydrophiles (attirant
I’eau), ces acides aminés sont souvent assez réactifs, se trouvent dans cette catégorie
I’asparagine et la glutamine (amides des acides aspartique et glutamique), la thréonine, la serine

et la tyrosine.
11.3.3.Non polaires

Les chaines latérales de ces acides aminés sont hydrophobes et ne sont pas capables de
formés des liaisons électrostatiques ni de réagir avec 1’eau. Les acides aminés de cette catégorie
sont ’alanine, la valine, la leucine, I’isoleucine, le tryptophane, la phénylalanine et la
méthionine. Les chaines laterales des acides aminés non polaires sont généralement dépourvues
d’oxygeéne et d’azote, ces acides aminés différent surtout par leur taille et leur forme qui
donnent a 1’un ou I’autre la capacité de s’insérer avec précision dans une espace particulier au
cceur d’une protéine, ou ils s’associent entre eux par des forces de Vander Wales et des

interactions hydrophobes.
11.3.4.Les acides aminés aux propriétés particulieres

La glycine, proline et cystéine ont des propriétés particulieres qui les distinguent des
autres .La chaine latérale de la glycine ne contient qu’un atome d’hydrogene etc.” Est pour cela

que la glycine est un acide aminé tellement important. A cause de I’absence de chaine latérale.

[4]
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Polaires non chargeés
00 3
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Figure I11.2: Les structures chimiques des acides aminés.
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11.4.R0les des acides aminés dans la chimie et en sciences de la vie

11.4.1. Acides aminés en chimie

L'importance physiologique du a-acides aminés assure un intérét soutenu pour leur
chimie, en particulier dans I'exploration pharmaceutique pour de nouvelles drogues ,et pour leur
synthése ,réactions et propriétés physiques .De méme que souvent le cas quand la chimie d'une
classe biologiquement importante des composés est vigoureusement développée ,une gamme
croissante des utilisations a été identifiée pour le a—acide aminé dans le contexte plus large de
la synthése stéréo-sélective de laboratoire (études y compris des itinéraires synthétiques

biomimétique).
11.4.2. Acides aminés en sciences de la vie

Indépendamment de leurs rdles principaux, en particulier leur utilisation en tant que
blocs constitutifs pour la condensation dans des peptides et protéines ,les a-acides aminés sont
employés par des usines ,des mycétes et des bactéries en tant que blocs constitutifs bio
synthétiques .Beaucoup d'alcaloides sont derivés de la phényle alanine et de la tyrosine ,par

exemple les pénicillines et les céphalosporines sont bio synthétisés des tri peptides [5].
11.4.3.Importance biologique

Le role des acides aminés est multiple:

11.4.3.1.Structural

Les acides aminés sont les monomeres des protéines: leur nature, ’ordre dans lequel ils
s’enchainent, leurs rapports spatiaux mutuels sont les déterminants de la structure et de la

fonction des protéines.
11.4.3.2.Energétique

Les acides aminés peuvent étre, comme le glucose, les acides gras et les corps

cétoniques, substrats énergétiques.
11.4.3.3.Métabolique

Les acides aminés sont des précurseurs plus ou moins directs de molécules d’intérét
biologique, leur catabolisme fournissant des atomes et groupements d’atomes utilisés lors de
réactions de synthése (exemple : histidine et histamine, aspartate ou glycocolle et synthése des

nucléotides purigues et pyrimidiques).
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11.4.3.4.Fonctionnel

Certain sa ci des aminé sont en soi des propriétés biologiques importantes tel que la

transmission de I’influx nerveux parla glutamine. [6]

I1.5.Les acides aminés non naturels

Généralement, le terme acide aminé doit impliquer d’autres acides aminés qui ne sont
pas mentionnés dans la figure et couvrant également des f3, v, etc...Acides aminés. Donc le

terme acide aminé peut couvrir une large variété d’acides résumés dans la Figure 11.3

Acides Aminés

! '

Acides aminés naturels Acides aminés non-naturels

ﬁ N/

N

a
R——C——(CIn—Cco.H

R Ry

n=0, 1, 2,3, etc.

Figure 11.3 : type des acides aminés

Les acides aminés non naturels peuvent étre représentés par la formule générale
précédente .lIs peuvent paraitre similaires aux acides aminés naturels quand n=0, mais ils sont

différents dans le R, R’ et les groupes aminés.
11.5.1. Les acides aminés aliphatiques non naturels

Tout acide aminé possédant un groupe(s) aminé et un groupe(s) carboxylique attaché a

des atomes de carbones cycliques ou acycliques mais non aromatiques [7]

23



CHAPIIRE II : Généralités sur les acides aminés.

I1.5. 1.1Acides aliphatique acyclique

CH, NH, NH

” Hp | H, H; H; Hp |
OH—c—c—c—<|:H COH——Cc——c—c— —c|:H
OH OH

Figure 11.4:0-méthyléne acide glutamique [8] .Figure 11.5: a-acide Amin adipique. [9]
11.5.1.2. Acides aliphatiques cycliques

Sont représentés sous différentes formes quand le groupe aminé fait part du cycle ou

quand le groupe amine et /ou le groupe carboxylique est relié au cycle.

Exemple

Figure 11.6 : Azetidine-2-acide carboxylique [10] Figure 11.7 :2-Amino-1cyclooctane
acide carboxylique [11]

11.5.2.Les acides aminés aromatiques non naturels

Pour cette classe d’acides aminés, le groupe aminé fait partie du cycle aromatique
portant le groupe acide carboxylique, ou le groupe aminé est relié directement au cycle

aromatique comme le montre les catégories suivantes [12]

Figure 11.8 : Acides aminés aromatique non naturelles.
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I1.6.L’importance des acides aminés non naturels

La littérature en chimie organique est riche dans le domaine des propriétés et utilisations
des acides aminés non naturels. Vu pue les acides aminés non naturels sont distribués en un
grand nombre de classes, leurs importances dans leurs applications sont tés variées ; est relié a
chaque composé séparément. Quelque types d’acides, comme les o ou 3 cycliques et les acides
aminés aromatiques ont une grande tendance a une complexassions métallique comme le

montre I’exemple suivant:

M=Mg, Ca, Sr, ou Ba
Figure 11.9: complexation des alcalin eux-terreux avec I’acide quinaldinique

Quelques acides aminés ont des activités biologiques comme : I’acide nicotinique
(vitamineB6). Notre travail il va se basé sur I’amino-2-acide benzoique (acide anthranilique)
(Figure 11.10) joue un role trés important dans les processus chimiques et biologiques .11 est

largement impliqué en tant que matiere premiere pour la synthése des composés biologiquement

e
P

(]

S AN

“COOH

NH:

Figure 11.10 : Amino-2-acide benzoique
I1.7.Acide Anthranilique

I1.7.1.1dentification

Est un acide aromatique de la formule brute C6H4(NH2) (CO2H) et a un godlt sucré.
[13].La molécule est constituée d'un cycle benzene substitué, par conséquent, est classé comme
aromatique, avec deux adjacents, ou (ortho) groupe fonctionnels, un acide carboxylique et une
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amine. Le composee est donc amphotere. En apparence, I'acide anthranilique est un solide blanc
a I'état pur, bien que échantillons commerciaux peuvent apparaitre jaune. 1l est parfois appelé
vitamine L1 et a un gout douceétre. L'anion(C6H4) (NH2) (CO2) obtenus par la déprotonation
de l'acide anthranilique, est appelé anthranilate. L'acide anthranilique était autrefois considéré
comme une vitamine et etait appelé vitamine L 1 dans ce contexte, mais il est maintenant connu

pour étre non essentiel dans la nutrition humaine. [14]

I1.7.2.principaux synonymes
1-AMINO-2-CARBOXYBENZENE
2-AMINOBENZOIC ACID
2-CARBOXYANILINE
ACIDE AMINO-2BENZOIQUE
ACID AMINOBENZOIQUE /ORTHO-/
ACIDE O-AMINOBENZOIQUE
ACIDE ORTHO -AMINOBENZOIQUE
AMINO-1CARBOXY-2BENZENE
BENZOIC ACID .2-AMINO-
O-AMINOBENZOIC ACID
O-CARBOXYANILINE
ORTHO-AMINOBENZOIC ACID
VITAMINE L1

I1.7.3.Structure

Bien qu'il ne soit généralement pas désigné comme tel, il s'agit d'un acide aminé. L'acide
anthranilique solide se compose a la fois de l'acide Amin carboxylique et des formes
carboxylate d'ammonium zwitterionique [15]. De nombreuses voies vers l'acide anthranilique
ont été décrites. Industriellement elle est produite a partir de l'anhydride phtalique, en

commencant par amination:

C6H4 (CO) 2 O+NH3+NaOH—C6H4(C (0) NH2) CO2Na+H20
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Le sel de sodium résultant de l'acide phtalamique est decarbonylated par I'intermédiaire d'un

réarrangement de Hofmann du groupe amide, induite par I’hypochlorite [16]:
CsH4(C(O)NH2) CO2Na+HOCI—-CegHsNH>CO2H+ NaCl+ CO»

Un procedé associé consiste a traiter le phtalimide avec de I' hypobromite de sodium
dans de I'hydroxyde de sodium aqueux, suivi d'une neutralisation. [17] A I'époque oui le colorant
indigo était obtenu a partir de plantes, il était dégradé pour donner de l'acide anthranilique
.L'acide anthranilique a d'abord été obtenu par dégradation induite par une base de I'indigo. [18]

I1.7.4.Biosynthése
L’acide anthranilique est synthétisée a partir de I'acide chorismique .11 est le précurseur

de l'acide aminé tryptophane via la fixation du pyrophosphate de phosphoribosyle au groupe
amine

-------- Gy B ) - =]
Ghiamine Py . ¥ P ¥ =] eI P
r Had &4 o MH - - ]
Foa a] — - S— a L o - INI 2 r L) ) -
5 a & s st At ekt Y BH PRA oM OH (=]
-
ith = b st F.omne ferm®  phosphonibo Wl anthran lss T [ b s
thi Tl ¥ i Lk a it
= -
o o
- g B o ® -
Oy It .
6 e e - oH —"
WO Serine oy -
Hah . " — a7 mynhme
- —_ - - ¢ ,

Figure. II.11. Biosynthése de I’acide anthranilique a partir de 1’acide chorismique.

I1.7.5.Les propriétés d’ Anthranilique.

I1.7.5.1.propriétés toxicologiques

Absorption: ce produit est absorbé par les voies digestives
Effets aigus: Irritation possible des yeux
Effets chroniques : Animal : ingestion : possibilité de dommage a la vessie.

Effets sur le lait maternel: il n y a aucune donnée concernant I’excrétion ou la détection

dans le lait.

Effets sur le développement: les données ne permettent pas de faire une évaluation

adéquate des effets sur le développement.
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I1.7.5.2.Propriétés chimiques et physiques

Formule brute: C6H4 (NH2) (CO2H)

L'anion(C6H4) (NH2) (CO2) obtenus par la déprotonation de l'acide anthranilique, est appelé
anthranilate

Masse moléculaire:137,14 g/mol

Etat physique: solide.

Densité: 1,412g/ml a 20°c.

Solubilité dans I'eau: <3,5¢/1 a 20°c.
Densité de vapeur (air=1):4,7.

Point de fusion:146,00°c.

Tension de vapeur : négligeable.
Coefficient de partage (eau/huile):0,062.

I1.8.Utilisations

Industriellement, ’acide anthranilique est un intermédiaire dans la production de
colorants azoiques et de la saccharine. Et ses esters sont utilisés dans la préparation de parfums
a imiter jasmin et orange, les produits pharmaceutiques (par exemple, diurétiques de l'anse
furosémide) et absorbeur d'UV, ainsi que des inhibiteurs de corrosion des métaux et des

inhibiteurs de moisissures dans la sauce de soja.

L'acide anthranilique peut étre utilisé dans la synthése organique pour générer benzene.
Le benzéne dimérisation rapidement pour former biphénylene. 1l réagit avec du phosgéne pour
donner I'anhydride isatoique, un réactif polyvalent .La chloration de I'acide anthranilique donne
le dérivé 2,4-dichloro Insectifuges a base anthranilate ont été proposées en remplacement du
DEET

L'acide fenamique est un dérivé de l'acide anthranilique [19], qui a son tour est un atome
d'azote isostére d'acide salicylique, qui est le métabolite actif de I'aspirine [19]. Plusieurs
médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens, y compris l'acide méfénamique, l'acide
tolfénamique, I'acide flufénamique, et I'acide méclofénamique sont dérivés de I'acide fénamique

ou de I'acide anthranilique et sont appelés (dérivés de I'acide anthranilique) ou (fénamates). [20]
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Sivelestat par exemple, est un anthranilamide dérivé.
11.9. Techniques et moyens d'extinction

11.9.1.Moyens d’extinction

Dioxyde de carbone, mousse, poudre chimique seche, eau pulvérisée, mousse d‘alcool.
I1.9.2. Techniques spéciales
Porter un appareil respiratoire autonome.

I1.9.3.Inflammabilité et explosibilité

Ce produit est inflammable

11.9.4.Systeme d'information sur les matieres dangereuses utilisées au travail
(SIMDUT)

Classification selon le SIMDUT 2015:
Toxiciteé aigué:-orale-Non évalué.
Toxiciteé aigué:-cutanée -Non évalué.
Toxicité aigué:-inhalation-Non évalue.

Toxicité pour certains organes cibles-exposition unique-Non évalué

I1.10.Premiers secours

En cas d'inhalation des vapeurs ou des poussiéres, amener la personne dans un endroit
aéré. Si elle ne respire pas, lui donner la respiration artificielle .Appeler un medecin .Rincer
abondamment les yeux avec de I'eau et consulter un médecin, laver la peau au savon et a I'eau.
En cas d’ingestion, faire boire une grande quantité¢ d'eau. Faire vomir la personne si elle est

consciente, appeler un médecin.
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CHAPITRE IT Synthese , caractérisation et étude électrochimique .

II1.1.Introduction :

La cristallographie est la science qui se consacre a I'étude de la matiére condensée a
L’échelle atomique. Une large partie de cette matiere existe sous forme cristalline: minéraux et
minerais, métaux et alliages, céramiques et ciment, dents, os et pratiquement tous les produits
Chimiques inorganiques et organiques, vitamines, protéines, virus,...etc. Pour cela, la
cristallographie est une spécialité pluridisciplinaire qui couvre des domaines aussi diverses que
la physique, la chimie, la biologie, la médecine, les sciences des matériaux, la métallurgie ainsi
que les sciences de la terre .L’étude microscopique d’un composé solide et de ses propriétés
physico-chimiques, est devenue possible grace au RX. Une telle étude fine a I’échelle atomique
permet de donner une image plus précise de la structure de la matiére et servir comme base
pour plusieurs methodes de détermination des structures moleculaires, nécessitant deux grandes
étapes : La premiére concerne la collection et le traitement des données cristallographiques .La
deuxieme est relative a la résolution et a ’affinement de la structure.[1] et utilise le programme
WINGX pour traitements de la plupart des probléemes cristallographiques entre autres le

SHELX.( la résolution, I’analyse et I’affinement des structures. correction d’absorption......... ).

Ce chapitre comprendra donc deux parties qui concerneront successivement, synthese
et étude structurale du composé " Acide Anthranilique ": Etude cristallographique, Description
de la structure et de l'unité asymétrique, et d'autre partie : Etude in silico et in vitro de

I'interaction de l'acide ortho anthranilique avec I'ADN.
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I11.2. Matériels et logiciels utilisés
I11.2.1. Diffraction des rayons X

La diffraction de rayons X : est le phénomene de diffusion cohérente et élastique
résultant de I’interaction entre les rayons X et la matiére organisée, elle est basée sur I’analyse

de la position angulaire et de la forme de raie de diffraction.

I1.2.1. 1. Principe de la diffraction des RX

La méthode générale consiste a bombarder des échantillons avec des rayons X, et a
retenir I’intensité de rayons X qui sont diffusé selon 1’orientation dans 1’espace. Cette méthode
d’analyse permet de caractériser ’arrangement des couches d’atomes au sein des cristaux.

Cependant, cette technique ne peut generalement pas identifier les composes amorphes.

Les matériaux cristallins sont constitués d’atomes réguliérement agencés dans 1’espace. Ils
peuvent étre considérés comme un ensemble de plans réticulaires contenant une densité plus ou moins
importante d’atomes et séparés par une distance inter-réticulaire dnki caractéristique de chaque minéral
ou cristal. Les indices de Miller sont h, k et | qui permettent de désigner les plans dans un cristal. L’onde
diffractée détectée est le résultat des interférences constructives des ondes diffusées par chaque atome.

Les conditions de diffraction sont régies par la loi de Bragg [2] :
2 dhkl sin Bhkl =nA
Avec :

dnki : est la distance interarticulaire, c'est-a-dire distance séparant les plans d’indice
(hkl).

6 :L’angle d’incidence des rayons X sur la surface du matériau étudié (angle de Bragg).
n : L’ordre de la réfraction.
A : définie la longueur d’onde du faisceau de rayons X.

En considérant qu’un matériau est composé d’un ensemble de N plans atomiques
équidistants avec une distance d de séparation entre le réseau cristallin, ce matériau est excité
avec une d’onde incidente monochromatique de longueur A et faisant un angle 6 avec les plans

atomiques, figure (III.1)

34



CHAPITRE IT Synthese , caractérisation et étude électrochimique .

Figure (I11.1) : Diffraction des rayons X par une structure cristalline. [3]
II1.2.2.Le logiciel WINGX
La détermination structurale sera faite a ’aide du Programme WINGX écrit par Louis
J. Farrugia ; département de chimie, université de Glasgow. Glasgow G128QQ, UK [4]. En fait,
Wing x (boites noires) est une interface Windows qui regroupe I’ensemble des logiciels

nécessaires aux traitements de la plupart des probléemes cristallographiques entre autres le
SHELX.

I11.2.3.Le logiciel SHELLX

Est un logiciel pour la résolution, I’analyse et ’affinement des structures. Il utilise

Les données expérimentales de la diffraction des rayons X ou des neutrons, par les

monocristaux, les cristaux maclés et les poudres cristallines.

Les algorithmes et leurs améliorations sont bien slre rigoureusement corrects et

conformes

Avec les méthodes modernes de pratique cristallographique. SHELLX est largement

utilisé et peut aussi servit comme une interface a d’autres programmes. [5]
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II1.3.partiel: synthése et étude structurale du composé Acide Anthranilique

II1.3.1. Synthese

Le composé acide anthranilique est obtenu par une évaporation lente dune solution
aqueuse d’acide anthranilique (2-aminobenzoique), préparée en faisant dissoudre l'acide
anthranilique dans l'eau distillée & une température de 25 °C, I'ensemble du mélange est
maintenu en agitation pendant 20 minutes, aprés quelque semaine, des cristaux sous formes de

plaque sont formés

I11.3.2. Etude cristallographique

II1.3.2.1.Enregistrement des intensités

La collection des données d’un monocristal de dimensions 0.02 X 0.04 X 0.03 mm a été
réalisée sur un diffractomeétre a géométrie kappa équipé d’un détecteur bidimensionnel de type

CCD, utilisant la radiation Ko de Mo (A =0.71073 A).

Les données cristallographiques et les conditions d’enregistrement sont présentées dans

le (tableau III.1).

II1.3.2.2. Résolution et affinement de la structure

La résolution de la structure a été effectuée en utilisant ’ensemble des programmes
disponibles dans le logiciel Wingx [ 6 ] Le modeéle structural a été proposé par les méthodes
directes a I’aide du programme Sir92 [7] et SHELXL97 [8].La structure définitive est alors
obtenue apres I’affinement des coordonnées atomiques et des coefficients d’agitation thermique
anisotrope des atomes non hydrogenes menant a la valeur finale R1 = 0.1579. Une synthese de
Fourier différence finale de I’affinement ne montre pas de pics résiduels significatifs. Les
facteurs de diffusion introduits dans le programme sont ceux donnés dans les Tables
internationales de cristallographie. Toutes les données cristallographiques et conditions

d’enregistrement sont mentionnées dans le tableau suivant
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Donneées cristallographiques
C7H7NO2

Mr =137.14
Orthorhombique Phca
a=1163(15) A

b= 7.17(5 A
c=16.042) A
=90

B =90

v=90

V =1338.371
Z=8

Radiation Ka du Mo
La maille a partir de 36461 réflexions
0 =3.078 - 32.305°

h=-14 17
k=-105
| =-2023

Condition d’enregistrement
Diffractometre Enraf-Nonius Kappa CCD
T=293(2) K

5510 réflexions mesurées.

2150 réflexions indépendantes.

1262 réflexions avec [>20(1)

Affinement :
R =0.1579
Rw = 0.5028
S=1.807

(A/6) max = 0.144
AP max = 1.377 ¢ A3
ApPmin = -0.823 ¢ A3

Tableaulll.1 : Donnees cristallographiques et conditions d’enregistrement.

I11.3.2.3. Description de la structure

La détermination structurale du 2-aminobenzoique (2-AB) a permis d'établir le modele

structural, dont I'unité asymétrique est constituée d’une seule entité de I’acide 2-3QAQAA

La cohésion de la structure est assurée par une liaison hydrogene moyenne qui relient

notre acide de type O-H...O. Le réseau tridimensionnel des liaisons hydrogéne assure la

cohésion de la structure. (Figure III .2).
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\
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Figure (III .2): ORTEP-3 (Farrugia 1997). L'unité asymétrique du 2-aminobenzoique.

L'empilement cristallin de la molécule est constitué par une succession de couches sous

forme de zig zag suivant I'axe a et se déploient le long de I’axe ¢ (Figurelll.3).

Figure II1.3: L'empilement cristallin de couche suivant I’axe a.

La projection de la structure suivant I’axe b et ¢ est montrée dans (les Figures I11.4 et I1L.5).
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Figure I1II .4 : L'empilement cristallin de couche suivant I’axe b.

38



CHAPITRE IT Synthese , caractérisation et étude électrochimique .

Figure II1 .5 : L'empilement cristallin de couche suivant I’axe c.

I11.3.2.4.Description de I’unité asymétrique:

Le cycle benzénique de I’acide 2-aminobenzoique (0-AB) posséde une bonne planéité,
les liaisons C-C sont comprises entre 1,361(3) A et 1,413(3) A avec une valeur moyenne <C-
C> de 1,3868(3) A et la moyenne des angles du cycle est de 120(2) °. Ces valeurs sont en bon
accord avec celles admises pour un cycle benzénique. Les liaisons C-OH et C=0 ont pour

longueurs respectives 1,317(2) et 1,229(2) A.

Les angles autour de C1 montrent une hybridation sp2. Les distances et les angles de
liaison de I’acide sont comparables a leurs homologues cités dans la littérature [9] Nous
remarquons que les deux groupements exo cycliques sont situés dans le méme plan que le cycle
benzénique. Dans les Tableaux 1.2, III.4 et III.5 on trouve les principales distances

interatomiques et les angles des liaisons de 1’acide anthranilique ainsi les distances de torsions.

Atome Atome Distances
1 2 (A°)

01 H1 0.820(2)

01 C1 1.317(2)

02 C1 1.229(2)

Cc1 c2 1.456(3)

c3 c2 1.413(3)
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c3 N 1.360(2)
3 ca 1.400(3)
C2 c7 1.398(3)
C5 H5 0.930(3)
C5 Ca 1.361(3)
C5 cé6 1.383(3)
N HOA 0.860(2)
N HOB 0.860(2)
C4 H4 0.930(2)
c7 H7 0.930(2)
c7 c6 1.366(4)
Cé6 H6 0.930(2)

Tableau III. 2 : Longueurs des liaisons (A°) de I'acide 2-AB.

Atome Atome Atome Angles
1 2 3 (°)

H1 01 c1 109.4(1)
01 c1 02 121.3(1)
01 c1 c2 114.5(1)
02 c1 c2 124.2(1)
c2 c3 N 123.0(2)
c2 c3 ca 117.7(2)
N c3 ca 119.4(2)
c1 c2 c3 121.1(1)
c1 c2 c7 119.5(2)
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c3 2 c7 119.3(2)
H5 cs ca 119.5(2)
H5 cs 6 119.5(2)
ca cs c6 121.0(2)
c3 N HOA 120.0(2)
c3 N HOB 120.0(2)
HOA N HOB 120.0(2)
c3 ca cs 121.5(2)
c3 ca H4 119.2(2)
cs c7 H4 119.3(2)
c2 c7 H7 121.4(2)
c2 c7 c6 121.4(2)
H7 c7 6 119.3(2)
cs 6 c7 119.1(2)
c3 N HOB 120.0(2)
HOA N HOB 120.0(2)
c3 ca cs 109.4(1)
c3 ca H4 121.3(1)
cs ca H4 114.5(1)
2 c7 H7 124.2(1)
2 c7 6 123.0(2)
H7 c7 6 117.7(2)
cs 6 c7 119.4(2)
cs c6 H6 121.1(1)
c7 c6 H6 119.5(2)

Tableau III. 3 : Longueurs des angles (°) de I’acide 2-AB.
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Atome Atome Atome Atome4 Torsion

1
H1 o1 c1 02 -2.2(2)
H1 o1 c1 C2 177.7(1)
o1 c1 c2 c3 179.6(2)
o1 c1 C2 c7 -2.4(2)
02 c1 C2 c3 -0.5(3)
02 c1 C2 c7 177.5(2)
N c3 C2 c1 -1.1(3)
N c3 C2 c7 -179.1(2)
ca c3 C2 c1 177.7(2)
ca c3 C2 c7 -0.3(3)
c2 c3 N HOA 178.8(2)
c2 c3 N HOB -1.3(3)
ca c3 N HOA 0.1(3)
ca c3 N HOB 180.0(2)
c2 c3 ca c5 -0.1(3)
c2 c3 ca H4 179.8(2)
N c3 ca c5 178.7(2)
N c3 ca H4 -1.3(3)
c1 C2 c7 H7 2.8(3)
c1 C2 c7 c6 -177.2(2)
c3 C2 c7 H7 -179.2(2)
c3 C2 c7 c6 0.9(3)
H5 c5 ca c3 -179.9(2)
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H5 cs ca H4 0.2(4)
c6 cs ca c3 0.1(3)
c6 cs ca H4

-179.9(2)
H5 (o] cé6 c7 -179.6(2)
H5 cs c6 H6 0.3(4)
ca cs cé6 c7 0.5(3)
ca cs cé6 H6 -179.6(2)
c2 c7 cé6 cs5 -0.9(3)
c2 c7 6 H6 179.1(2)
H7 c7 6 c5 179.1(2)
H5 c5 ca H4 0.2(4)
(3 (] ca c3 0.1(3)
(3 (] ca H4 -179.9(2)
H5 (] cé6 c7 -179.6(2)
H5 (] cé6 H6 0.3(4)
ca (] cé6 c7 0.5(3)
ca (] cé6 H6 -179.6(2)
c2 c7 cé6 cs5 -0.9(3)
c2 c7 cé6 H6 179.1(2)
H7 c7 cé6 cs5 179.1(2)
H7 c7 cé6 H6 -0.8(4)

Tableau III .4 : Longueurs de la torsion de I’acide 2-AB
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II1.4. partie IT: étude en silico et en vitro de I'interaction de I'acide

ortho-anthranilique avec ’ADN.

I11.4.1. Etude en vitro
I11.4.1.1. Etude d'interconnexion d'ADN électrochimique

Des voltammogrammes d'ortho-anthranilique acide dans une solution tampon de
phosphate (KH2PO4 / K2HPO4) montrent un potentiel de pic anodique & 934,4 mV en 'absence
d’ADN. Un décalage apparemment négatif de 35,1 mV dans le potentiel de créte anodique pour
atteindre les valeurs de 899,3 mV tandis que 12,22 uM d’ADN ont été ajouté a cette résolution
Figure TI1.6 .Ces résultats indiquent que l'ortho-anthranilique acide interagit avec I'ADN en
mode électrostatique [10.11]. Montrent une baisse de la densité de courant de créte anodique.
Cette baisse peut étre attribuée a une diffusion lente de I'adduit ADN-OAA formé

200

—— 00 pM DNA
{——12.22 uM DNA

150 -

100 ~
50
R —

0_

.. /
_100 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-0.2 00 02 04 06 08 10 12 14 16

Potential [V]

Current density [pA/cm?Z]

Figure III. 6: Voltammogrammes cycliques d'une solution d'OAA (10 mg) dans 12 ml
de solution tampon phosphate 0,1 M (KH2PO4 / K2HPO4, pH = 7,2) enregistrés 2 0,1 Vs — 1
taux de balayage potentiel sur I'électrode a disque de platine a 298 K en I'absence et en présence

de 12,22 uM d'ADN respectivement avec I'électrolyte support 0,1 M Bu4NBF4.

Le décalage négatif du potentiel de créte anodique provoqué par I'ajout d'ADN a 'OAA
est causé par l'interaction électrostatique du médicament anionique et du squelette d'ADN

[12.13], donc le décalage de potentiel de créte négatif évident (décalage anodique) dans le
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comportement CV de I'OAA par l'addition d'’ADN peut étre attribuée a l'interaction
électrostatique (liaison H) entre 'OAA et 'ADN. Ce décalage de potentiel de pic négatif indique

en outre qu'il est plus facile d'oxyder OAA left en présence d'un environnement positif d’ADN.

I11.4.1.1.1. Constantes de liaison

La constante de liaison de Il'interaction de I'OAA avec I'ADN peut étre calculée sur la
base de la diminution de la densité de courant anodique de I'adduit ADN-OAA par rapport a
I'OAA libre en utilisant I'équationl suivante [14]:
1 i
log———=1og Kb+log¢ 1
[DNA] ip, —ip
Ou est la concentration d'’ADN (M); représente la constante de liaison (M-1); et dénoter
la densité de courant anodique de pointe du composé libre et lié a I'ADN, respectivement
(LA.cm-2).

Le tracé de versus doit donner une ligne droite avec une ordonnée a l'origine «y» égale
au logarithme de la constante de liaison.

Pour obtenir lintrigue versus, des voltammogrammes d'OAA ont été obtenus en

I'absence et en présence d'une concentration croissante d'/ADN Figure IIT .7.

—— 00 UM DNA
2004 ——0.91 pM DNA
—— 1.8 UM DNA
—— 4.4 UM DNA
150 { — 6.875 UM DNA
——7.674 UM DNA
—— 7.462 uM DNA
100 4 ——12:22uM DNA

50

04

Current density [pA/cm?]

-50 4

'100 T T T T T T T T T
-02 00 02 04 06 08 10 12 14 16

Potential [mV]

Figure IIL.7: Voltammogrammes cycliques d'une solution d'OAA (10 mg) dans 12 ml de
solution de phosphate tampon 0,1 M (KH2PO4 / K2HPO4, pH = 7,2) enregistrés a une vitesse
de balayage potentielle de 0,1 V s — 1 sur I'électrode a disque de platine a 298 K en I'absence et
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En présence d'augmentation de la concentration d'/ADN avec I'électrolyte de support 0,1 M
Bu4ANBF4.

Les potentiels anodiques et les densités de courant de créte anodiques obtenus a partir
des voltammogrammes représentés sur la figure III. 7 sont résumés dans le tableau IIL.5. Le

tableau 1 montre en outre le décalage des valeurs des potentiels de créte.

Tableau II1.5 : Potentiels anodiques et pics de densité de courant anodique obtenus a
partir des voltammogrammes de la figure I11.7

[DNA]xM | E,(mV) Ip(A e AE; (V)
0 934.4 1121 :
0.91 933.1 104.1 13
1.80 9243 100.1 8.8
44 915.4 87.4 8.9
6.88 909.1 7474 6.3
7.67 902.8 7112 6.3
8.46 899.4 64.49 34
12.22 899.3 4934 | 0.0001

log1/ [DNA] o, 1091, /5 i

Tableau III .5 : présente les valeurs de P utilisée pour

logi /i ,—Ii
Tracer 1091/ [DNA] par rapport a 91, Moo =1,
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log1/[DNA] | logip/(ipg—ip)
6.0413927 1.114360743
5.7439371 0.921252831
5.3565473 0.548814479
5.1627273 0.301146226
5.1149545 0.239419794
5.0725507 0.131794195
4.9128498 -0.10448379

Tableau IIL6: présente les valeurs de logl/ [DNA] et logi /i, —i, logl/ [ DNA]
utilisée pour Tracer logi, /i —i,

Le trace de varier est illustré a la figure 3; il a donné une ligne droite avec une ordonnée

a l'origine «y» égale au logarithme de la constante de liaison.

6.2

Log 1/[DNA]
(&) (6] (&) (62} (o))
[N IN o o o
1 " 1 " 1 " 1 " 1 "

o
o
[

A
e

. —
-02 00 02 04 06 08 10 12
Log ifig

Figure II1.8: Tracés de varier utilisés pour calculer la constante de liaison du

composé OAA étudié avec I'ADN.

Les valeurs de la constante de liaison obtenues a partir de la régression de la
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Figure II1.8 sont présentées dans le tableau II1.7

Sample Equation R2 KM

OAA y =0.91751x + 4.93038 0.970 8.52x10*

Tableau I11.7 : valeurs des constantes de liaison pour I'interaction de P1 et P2 avec
I'ADN a partir des données CV de la figure T11.8

I11.4.1.1.2.Energie libre de liaison

Le changement d'énergie libre de liaison a été calculé en utilisant I'équation 2 suivante
[15]

AG =-RTInK, ,

Ou AG est I'énergie libre de liaison en KJ.mol™, R est la constante de gaz, 8,32 J.mol"

1K et T est la température absolue, 298K. Les valeurs sont répertoriées dans le tableau I11.8.

Sample

—AG (KJ.mol ™)

OAA 28.15

Tableau I11.8: Valeurs énergétiques libres de liaisona T = 298K

II1.4.1.1.3.Taille du site de liaison

L'ordre de grandeur de la taille des sites de liaison en termes de pair de bases d’ADN
peut donner des informations sur l'interaction de petites molécules avec 'ADN. La ou les tailles

de site de liaison peuvent étre calculées sur la base de I'équation 3 [16] suivante

C _ ¢ ( free base pairsj
~ b

C, S 3
Ou représente la taille du site de liaison en termes de pair de bases, est la constante de liaison,
est la concentration du composé libre et représente la concentration du composé lié a 'ADN.

Compte tenu de la concentration d’ADN en termes de nucléotide phosphate [NP], la
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concentration de la paire de bases d'’ADN sera exprimée de maniere a ce que I'équation 3 puisse
s'écrire:

G _ K[MJ

C, 2s 4

Le rapport est égal a [17], qui sont les valeurs des densités de courant de créte
expérimentales. Les graphiques de versus sont affichés dans la figure III .9

o 2 4 6 8 10 12 14
[DNA] pM
Figure II1.9 : Graphique de varier utilisé pour le calcul de la taille du site de liaison de
I'ADN OAA on.

Les valeurs obtenues de la taille du site de liaison pour les deux échantillons sont

résumées dans le tableau II1.9

Adduct Equation R2 S

DNA-OAA y=0.1018x -0.10644 0.941 0.417

Tableau II1.9 : Valeurs de la taille du site de liaison obtenues en utilisant le tracé de

varier.

La faible valeur de la taille du site de liaison de P1 indique en outre l'interaction
électrostatique de I'OAA avec 'ADN
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111.4.1.1.4.Coefficients de diffusion

Le coefficient de diffusion est un paramétre qui confirme encore l'interaction de 'OAA
avec I'ADN, I'OAA libre se diffuse plus rapidement en solution que l'adduit OAA-ADN. Cela
est dl au poids moléculaire élevé de I'adduit forme.

La figure III.5 montre le comportement électrochimique du composé OAA a différents
taux de balayage. Les voltammogrammes montraient des pics anodiques stables et clairs. Les
coefficients de diffusion de la forme libre et liée & I'ADN de I'OAA ont été déterminés a l'aide
de Randles-Sevcik Equation 5 [18].

500 400
— 100 mV — 100 mV

— 200 mVvV
3001 ——300 mv
—— 400 mV
2004 ——500 mv

400

300

200+
100 4
100 4

04
04

Current density [uUA/cm?2]

1004 -100

Current density [uA/cm?]

-200 4 A -2004 B

Y e Y e
Figure II1.10 : Comportement volt ampérometrique cyclique de I'électrode a disque de
platine OAA on en l'absence (A) et en présence de 8,46 uM (B) d'ADN dans une solution
tampon de phosphate 0,1 M (KH2PO4 / K2HPO4, pH = 7,2) a des taux de balayage de 0,5, 0,4,
0,3, 0,2 et 0,1 Vs-1 avec I'électrolyte de support 0,1 M Bu4NBF4. La pointe de fleche verticale

indique une augmentation du taux de balayage.

0 8.46
v
10.00 1121 64.49
14.14 161.9 131.9
17.32 187 176.1
20.00 254.7 247.1
22.36 356.5 271.6

Tableau II1.10: valeurs de la racine des taux de balayage et des densités de courant de

créte anodiques utilisées pour tracer la courbe de la figure I11.11.
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400

—— [DNA] = 0 pM

1 ——[DNA] = 8.642 um
350 - [DNA] p

300;
250;
& 200;
150;

100 +

50

10 12 14 16 18 20 22 24
V1/2

Figure II1.11 : Tracés de varier utilisés pour calculer la diffusion des coefficients de
I'AAA libre et de I'ADN lié.

Compound Equation R? D (cm?%/s)
OAA y =19.6865x -99.5983 0.969 8.803x107
DNA-OAA y=17.2601 x-111.1213 0.985 6.767x107

Tableau III.11 : Valeurs des coefficients de diffusion de la forme libre et liée a 'ADN
de I'OAA.

Les coefficients de diffusion de 'ADN-OAA s'ajoutent a ceux de 'OAA libre indiquant

la formation d'un complexe de haut poids moléculaire qui diffuse lentement vers I'électrode.

I11.4.1.2.Etude de I'interaction ADN par spectroscopie électronique

Pour obtenir une méthode complémentaire aux techniques de voltampérométrie, un
titrage par spectroscopie électronique a eté effectué pour étudier I'interaction de I'OAA avec la
solution de phosphate d'ADN dans le tampon (KH2PO4 / K2HPO4) a pH = 7,2. Les spectres
d'absorption d'une quantité fixe de 1 mg d'OAA en lI'absence et en présence d'une concentration
progressivement croissante de solution mére d'ADN sont présentés sur la figure I11.12 (la figure

II1.12b est un agrandissement de la figure II1.12a). Dans la région ultraviolette, 'TOAA & un pic
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d'absorption & 324 nm (figure II1.12) .Au moment de l'ajout d'’ADN, une hypochromicité
importante a été observée sans aucun changement notable dans la position du pic d'absorption
maximale qui indiquait clairement la formation du conduit OAA-ADN [18]. L'hypochromicité

suggére en outre principalement la propriété de liaison des sillons du composé OAA a I'ADN
double brin [19].

—— 00 uM DNA
—— 0524 iM DNA
—— 1uMDNA
——1.435 M DNA
——1.833 UM DNA
—— 2.2 UMDNA
—— 2538 yM DNA
—— 2.852 M DNA

—— 00 uM DNA
—— 0524 iM DNA
——1uMDNA
——1.435 iM DNA
——1.833 yM DNA
—— 2.2 UM DNA
—— 2538 yM DNA
—— 2.852 M DNA

Absorbance
Absorbance

T ¥ T T T T T T
300 400 200 300 400 500 600 700 800 900
Wavelength nm Wavelength nm

Figure III.12: Spectres dabsorption UV-visible de 1 mg d'OAA en présence de
concentrations croissantes d'’ADN dans une solution de phosphate tampon 0,1 M (KH2PO4 /
K2HPO4) apH = 7,2 et 298 K

II1.4.1.2.1.Constantes de liaison

Le changement des valeurs d'absorbance en augmentant la concentration d'’ADN a été

utilisé pour évaluer la constante de liaison en utilisant I'équation suivante 6, [21.22].

A & N &g 1

A-Ay eyc—éc én-c—¢c Kp[DNA]

6

Ou est la concentration d'’ADN, est la constante de liaison, et sont respectivement

I'absorbance de I'OAA en I'absence et en présence d'’ADN, et sont leur coefficient d'extinction
respectivement.

Les valeurs de la concentration d’ADN et l'absorbance de 'OAA utilisées pour tracer

par rapport a sont résumees dans le tableau II1.12

[DNA](|\/|)><;|_0‘6 0 0.52 10 1.44 | 1.83 2.2 254 | 2.85

A 2.21 2.09 199 | 192 | 186 | 1.76 | 1.67 | 1.56

Tableau II1.12 : Valeurs et absorbance A de 'OAA
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La constante de liaison est obtenue a partir du rapport interception / pente du tracé de

versus, figurelll.13.

-10 -

-12 -

Ag/(A - Ag)

14 4
-16 4

-18 1

-20 — T T T T T T T T T T T T T T T
02 04 06 08 10 12 14 16 18 20
1/[DNA]

Figure III.13 : Tracés de varier utilisés pour calculer la constante de liaison du composé
OAA avec I'ADN

Sample Equation R2 K(M —1)

OAA y =-9.38599x —0.65424 0.994 6.97x10*

Tableaulll.13 : valeur constante de liaison pour l'interaction de 'OAA avec I'ADN a

partir des données UV de la figurelll.13.

I11.4.1.2.2. Energie libre de liaison.

Le changement d'énergie libre de liaison a été calculé en utilisant la méme équation 2;

les valeurs sont répertoriées dans le tableau II1.14.
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Sample ~AG (KJmol™)

OAA 27.65

Tableaulll.14 : Valeurs énergétiques libres de liaison a T = 298K

Les valeurs de I'énergie libre de liaison et de la constante de liaison obtenues par
voltampérométrie cyclique sont comparées a celles obtenues par UV-Vis, tableau II1.15.

Techniques Cv UV-Vis
Add K -AG K -AG
OAA-DNA 8.52x10* | 28.15 | 6.97x10* | 27.65

Tableaulll.15 : Comparaison des paramétres de liaison pour les espéces d'’ADN libres
et limitées (CV et UV-Vis).

Les résultats du tableau ITI.15 indiquent clairement que les techniques expérimentales
CV et UV sont en bon accord.

I11.4.2.Etude en silico

Afin d%¢lucider et de wvalider les résultats obtenus a partir des mesures
voltampérométriques et spectroscopiques et d'explorer des informations supplémentaires sur la
conformation des ligands et leurs orientations dans le site actif du récepteur, les deux ligands et
I'’ADN ont été simulés d'amarrage biomoléculaire; I'amarrage permet également de visualiser le

modeéle d'intercalation des ligands avec I'ADN.

I11.4.2.1.Etudes d'amarrage moléculaire

Les études d'amarrage moléculaire du ligand OAA dans I'ADN ont été réalisées en
utilisant le logiciel d'accueil Auto Dock 4.2 [23]. La structure optimisée de chaque ligand et
ADN a été importée dans le logiciel d'amarrage Auto Dock moléculaire. Toutes les études
d'amarrage ont été effectuées sur un micro-ordinateur Pentium 3,30 GHz et une mémoire RAM

de 4,00 Go avec un systeme d'exploitation Windows 7.
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La structure cristalline du dodécamere d’ADN synthétique:
Chaines: D (5'-D (GpApCpApTpGpYrrpTpTpGpCpCpT) -3 )
Chaines: E (5'-D (GpGpCpApApTpCpApTpGpTpCpA) -3 )

(PDB ID: 1BNK) sélectionné dans la banque de données sur les protéines
(http://www.rcsb.org./pdb) [24] a été choisi comme récepteur pour étudier la liaison du ligand
OAA. Pour la structure de I'ADN, tous les atomes d'hydrogene et les charges de gaz ont été
ajoutés a 'ADN pour I'analyse de simulation d'amarrage; de plus, des atomes d'hydrogéne non
polaires ont été fusionnés. Pour les calculs d'amarrage, des algorithmes génétiques lamarckiens
ont été utilisés et la taille de la grille a été fixée a 126 x 60 x 68, avec un point séparé par 1 000
A. Le centre de la grille était fixé a X = 0,036, Y = 24,698 et Z = 8,171. Les deux expériences
d'amarrage consistaient en 25 quais d'amarrage avec 150 individus et 2 500 000 évaluations
énergétiques. Les autres parametres ont eté laissés a leurs valeurs par défaut. La recherche a été
effectuée pour OAA dans une grille de 41 points par dimension et une taille de pas de 0,375
centrée sur le site de liaison de 'ADN. La meilleure conformation a été sélectionnée avec la

plus faible énergie d'amarrage [25-26].

A la fin des cycles d'amarrage, diverses énergies de liaison du ligand ont été obtenues
avec leurs conformations respectives; la conformation stable qui correspond a I'énergie de
liaison la plus faible a été choisie comme la meilleure pose et a été utilisée dans l'analyse de
I'amarrage. L’énergie de liaison de la structure ancrée du ligand OAA avec I'ADN s'est avérée
étre de -27,62 KJ mol — 1 a la 4e manche. L'amplitude de I'énergie de liaison calculée indique
une affinité de liaison élevée entre I'ADN et le ligand étudié Tableau III.16 La constante de

liaison K a été calculée en utilisant Equation 2

Adduct K (M-1) -AG (KJ.mol-1) Number of run
OAA-DNA 6.89 x 10* 27.62 4th

Tableaulll.16. Valeur d'énergie de liaison obtenue pour l'adduit OAA-ADN par

approche d'amarrage moléculaire.

Les résultats indiquent que le ligand OAA interagit avec I'ADN par les deux hydrogene
de l'atome d'azote via une liaison hydrogene avec les atomes d'oxygene de DG10 et par les

atomes d'oxygeéne via une liaison hydrogene avec les atomes d'hydrogéne de DG10 Figure
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II.16. Distance entre les liaisons hydrogéne et leurs énergies sont résumées dans le
tableau.Ill.17

Adduct Bonds Length A Energy Kcal
DG10-01 1.812 -7.344
DG10-02 1.693 -6.534
OAA- DNA
DG10-H2N 1.96 -1.248
DG10-H2N 2.036 -0.372

Tableaulll.17 .Longueur et énergie des liaisons hydrogene formées entre le ligand
OAA et le nucléotide d'ADN.

Figurelll.14. Pose d'amarrage d'OAA avec de I'ADN (PDB ID: 1BNK) illustrant les

interactions entre I'ADN et le ligand examiné.

Figurelll.15 : Vue en surface de 'OAA ancré avec de 'ADN
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FigurellIl.16. Liaison hydrogene entre le ligand OAA et le nucléotide d'ADN, les petites

lignes vertes montrent l'interaction de la liaison H)
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Conclusion générale

Dans le premier partie de Résolution et affinement de la structure de I'acide anthranilique a
éte faite & I’aide du programme SHELXL du logiciel WinGX et programme Sir92, il donna les
résultats cristallographiques suivant : orthorhombique a # b #c .a=p=y=90 et Affinement : R =
0.1579, Rw = 0.5028, S = 1.807. La cohésion de la structure est assurée par une liaison hydrogene
moyenne qui relient notre acide de type OH...O. Le réseau tridimensionnel des liaisons hydrogene
assure la cohésion de la structure (description de la structure), dans la description de I’unité
asymétrique : Les distances et les angles de liaison de 1’acide sont comparables a leurs homologues
cités dans la littérature. Nous remarquons que les deux groupements exo cycliques sont situés dans

le méme plan que le cycle benzénique.

Dans la deuxiéme partie, aprés I'étude en vitro (étude d'interconnexion d'ADN
électrochimique) résultats indiquent que I'ortho-anthranilique acide interagit avec I'ADN en mode
électrostatique. Attribuée a I'interaction electrostatique (liaison H) entre 'OAA et I'ADN. Ce décalage
de potentiel de pic négatif indique en outre qu'il est plus facile d'oxyder OAA le fait en présence d'un
environnement positif d’ADN. aprés calculée La constante de liaison de l'interaction de I'OAA avec
I'ADN , il a donné une ligne droite avec une ordonnée a l'origine «y» égale au logarithme de la
constante de liaison K= 8.52x10* M-1.et Valeurs énergétiques libres de liaison a T = 298K , AG
=28,15 KJ.mol-1.les Valeurs de la taille du site de liaison : R?= 0.941 S= 0.417,La faible valeur de
la taille du site de liaison de P1 indique en outre l'interaction électrostatique de 'OAA avec I'ADN.
Le coefficient de diffusion qui confirme encore l'interaction de 'OAA avec I'ADN, I'OAA libre se
diffuse plus rapidement en solution que I'adduit OAA-ADN, Valeurs des coefficients de diffusion de
la forme libre et liée a 'ADN de I'OAA successivement D (cm?/s) : 8.803x107 , 6.767x107.et d'autre
part d' étude en vitro (étude d'interaction ADN par spectroscopie électronique ) : Dans la région
ultraviolette, 'OAA a un pic dabsorption a 324 nm .Au moment de l'ajout d’ADN, une
hypochromicité importante a été observée sans aucun changement notable dans la position du pic
d'absorption maximale qui indiquait clairement la formation du conduit OAA-ADN
L'hypochromicité suggére en outre principalement la propriété de liaison des sillons du composé
OAA a I'ADN double . Le changement des valeurs d'absorbance en augmentant la concentration

d'’ADN a été utilisé pour évaluer la constante de liaison, Les valeurs de la concentration d'ADN
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augmente et l'absorbance de 'OAA diminue, la constante de liaison du composé OAA avec I'ADN

1
K=6.97x10*(M-1) , R?= 0.994. Energie libre de liaison a T = 298K —AG (KJmol™) - 27.65.

Etude en silico de l'interaction OOA et ADN (Etudes d'amarrage moléculaire) : Les résultats
indiquent que le ligand OAA interagit avec I'ADN par les deux hydrogéne de lI'atome d'azote via une
liaison hydrogene avec les atomes d'oxygéne de DG10 et par les atomes d'oxygéne via une liaison

hydrogéne avec les atomes d'hydrogéne de DG10.
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