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Résumeé

Dans ce travail, nous rapportons la synthese et la caractérisation aux moyen des méthodes
spectroscopiques usuelles (*H RMN, *C RMN, MS-ESI) d’une série de quatre conjugués:
sulfonamides-acide lipoique candidats potentiels pour I’inhibition sélective de I’Anhydrase
Carbonique ACIX. Cependant, la présence du fragment lipoyle au sein de ces molécules leur
confére une faible hydrosolubilité et une instabilité envers la lumiére, la chaleur et les
conditions alcalines.

Pour palier a ces inconvénients majeurs, nous nous sommes donc intéressés a une étude
théorique et expérimentale de la complexation avec lap -cyclodextrine (B-CD) du composé le
plus actif parmi ces conjugués a savoir : le N-[(4-sulfonamidophenyl) ethyl]-5-(1,2-dithiolan-
3-yl)pentanamide(SULPA).

Ainsi, & I’aide de la spectrophotométrie UV-visible, la steechiométrie du complexe obtenu a
été trouvée égale & 1: 1 et sa constante de stabilité se chiffre & 1.3415.104 (mol /1) ™.

Par ailleurs, les méthodes de calcul théorique, comme la méthode semi-empirique PM3, les
méthodes quantiques (“'single point" HF et (B3LYP/6-31G (d) de la théorie de la densité
fonctionnelle DFT, la méthode hybride ONIOM2 et I’analyse NBO, nous ont permis
d'analyser deux orientations possibles de la molécule invitée SULPA dans la cavité hydrophobe
de la B-CD et nous indiquent que le processus de I’inclusion est thermodynamiquement
favorable et que le complexe d'inclusion B-CD/SULPA est assez stable.

D’autre part, le complexe A dans lequel I’hétérocycle 1-2-Dithiolane de la molécule SULPA
est inséré dans le coté large de la p-CD s’est montré plus favorisee par rapport au complexe B.
Par ailleurs, les investigations théoriques par les orbitales frontieres HOMO, LUMO et les
résultats structuraux de I’analyse fonctionnelle par spectroscopie IR, montrent que dans le
vide et en solution, I’hétérocycle 1-2-Dithiolane de la molécule qui est particulierement
sensible aux attaques chimiques ou physiques a été piégé dans la cavité de la B-CD et donc a

été suffisamment protégé.

Mots-clés
Anhydrase Carbonique IX, Cancer, Sulfonamides, Acide Lipoique, Complexe d’Inclusion,
Solubilité, Stabilité, B-cyclodextrine, Modélisation moléculaire, PM3, DFT, ONIOM2, NBO,

Spectrophotométrie.



Abstract

In this work, we report the synthesis and characterization with usual spectroscopic methods
(1H NMR, C NMR, MS-ESI) of a series of four sulfonamide-lipoic acid conjugates potent
candidates for selective inhibition of carbonic anhydrase CAIX.

However, the presence of lipoyle moiety within these molecules gives them poor water
solubility and instability to light, heat and alkaline conditions.

To overcome these main disadvantages, we're interested in a theoretical and experimental
study of the complexation with pB-cyclodextrin (B-CD) of the most active compound namely
the N-[(4-sulfonamidophenyl) ethyl] - 5- (1,2-dithiolan-3-yl) pentanamide (SULPA).

Thus, by using UV-Vis absorption, the stoichiometric ratio of the complex was found to be
1:1 and the stability constant was evaluated as 1.3415.104 (mol/L)-1.

Furthermore, methods of theoretical calculation like the semi-empirical method PMS3,
qguantum methods (“single spot™ HF and (B3LYP / 6-31G (d) level of density functional
theory (DFT), the hybrid method ONIOM2 and the NBO analysis, enabled us to analyze two
possible orientations of the SULPA guest molecule into the hydrophobic cavity of B-CD and
indicate that the process of inclusion is thermodynamically favorable and the inclusion
complex p- CD / SULPA is enough stable.

On the other hand, the complex A in which the 1-2-Dithiolane heterocyclic ring of the
SULPA molecule is inserted into the wide Face of the B-CD, was more favored over the B
complex. Moreover, theoretical investigations by the HOMO, LUMO frontier orbitals and
structural results of functional analysis by IR spectroscopy, show that in vacuum and solution,
the 1, 2-dithiolane ring in the molecule that is most sensitive to chemical or physical attacks

was entrapped into the B-CD cavity and therefore was sufficiently well protected.

Keywords

Carbonic Anhydrase 1X, Cancer, sulfonamides, Lipoic Acid, Inclusion Complex, Solubility,
Stability, B-cyclodextrin, Molecular Modeling, PM3, DFT, ONIOM2, NBO,
Spectrophotometry.
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INTRODUCTION GENERALE

Au cours de ce nouveau siecle, I'importance croissante des maladies non transmissibles,
y compris le cancer, représente pour le développement mondial I'un des défis majeurs
en matiére de santé.

Le «cancer» est le nom donné a un groupe de maladies qui se caractérisent par la
multiplication et la prolifération anarchiques de cellules anormales, qui aboutissent ala
formation de tumeurs, et sont susceptibles de coloniser d autres organes pour générer
des cancers secondaires, les fameuses métastases.

La multiplicité des causes du cancer explique qu’aujourd’ hui, les malades sont pris en
charge par des équipes multidisciplinaires (chirurgiens, radiologues, oncologues, €tc)
qui mettent en ceuvre et combinent différentes approches et stratégies thérapeutiques
(chirurgie, radiothérapie, chimiothérapie...) pour vaincre la maladie, ou a tout le moins
retarder son dével oppement.

Alors que la chirurgie et la radiothérapie ont une action locale, la chimiothérapie est une
combinaison de traitements médicamenteux dont |'action est systémique: elle opere
dans tout le corps, ce qui engendre souvent des effets secondaires ou méme des
phénomenes de résistance. C'est la raison pour laguelle de nouvelles stratégies et
techniques médicales ont é&é dével oppées au cours de ces derniéres décennies.

On a ainsg vu apparaitre |’hormonothérapie, I'immunothérapie, les premiers vaccins
anti-cancers et les thérapies biologiques ciblées a savoir : les anticorps monoclonaux,
les inhibiteurs de tyrosine kinases, les inhibiteurs de I'angiogenése ou encore les
inhibiteurs de I’ Anhydrase Carbonique, qui exploitent les différences biologiques entre
les cellules cancéreuses et les cellules saines pour s attaquer préférentiellement aux
premieres.

En effet, les cellules au centre de la tumeur deviennent hypoxiques, ce qui favorise la
progression tumorale, la radio et/ou la chimiorésistance et entraine la libération
d’enzymes comme |’ Anhydrase Carbonique IX (ACIX). Cette enzyme tres peu
exprimée dans les cellules saines est en partie responsable de [|'acidification plus
importante de |’environnement extracellulaire des cellules tumorales (pHe 6,8) en
catalysant la réaction de formation de protons. Par conséquent, I’'inhibition de I’ activité

de cette enzyme par I'intermédiaire d’inhibiteurs pharmacologiques spécifiques et



sélectifs pourrait constituer une nouvelle approche pour le management des tumeurs
hypoxiques.

Divers composés, inhibiteurs potentiels de I’ Anhydrase Carbonique IX appartenant a
diverses familles chimiques telles que les sulfonamides, les coumarines, les phénols, les
polyamines et les anticorps ont éé concus et synthétisés. Certains de ces inhibiteurs
peuvent avoir des constantes dinhibition (Ki) de I’ ordre du nanomolaire.

Ces dernieres années, de nombreux dérivés de sulfonamides affins pour I’ ACIX ont été
identifiés. La majorité de ces inhibiteurs sont insolubles dans I’ eau et tres peu sélectifs
vis-a-vis des différentes isoformes de I’AC, provoquant ains d innombrables effets
indésirables. Donc, le développement d’inhibiteurs plus sélectifs constitue un grand
challenge pour I’ obtention de nouveaux types d’ inhibiteurs.

Les recherches actuelles dans le cadre de la chimiothérapie S orientent vers la
découverte de nouvelles molécules mais aussi vers I’amélioration de | efficacité des
mol écul es existantes.

Aucun médicament ne peut exercer une activité thérapeutique s la molécule
biologiqguement active quil renferme n'est pas capable de franchir les barriéres
biologiques qui séparent le site d'administration du site d'action. Par exemple, certaines
molécules sont inefficaces car elles ne diffusent pas spontanément a l'intérieur de la
cellule aors que leur cible thérapeutique est alocalisation intracellulaire.

La forme d'une drogue, la topologie de ses motifs structuraux, en d’ autres termes sa
configuration et sa liberté conformationnelle sont des éléments clés du contrdle de son
interaction avec son récepteur et, par conséquent des réponses biologiques et
thérapeutiques qui peuvent en résulter. De nombreuses études expérimentales et
théoriques ont été réalisées pour mieux prédire et comprendre les structures, les
propriétés et les interactions moléculaires des systemes moléculaires et
supramoléculaires.

Notre travail de thése a été consacré a lafois a la synthése d’' une série de sulfonamides
candidats potentiels pour I'inhibition sélective de I’anhydrase carbonique IX et
également a I’ éude de leur complexes d'inclusion avec | -cyclodextrine dans le but
d’améliorer leur solubilité et leur sélectivité.

Le travail présenté dans ce mémoire est scindé en trois parties distinctes qui
commencent par une introduction générale et se terminent par une conclusion.

Les deux premiéres parties sont découpées en plusieurs chapitres, la troiséme

concernant la Partie Expérimentale.



La premiére partie présente une mise au point bibliographique sur les différents
aspects du théme de sujet de thése a savoir :

- Les Anhydrases Carboniques comme nouvelle cible thérapeutique

- La solubilité et la vectorisation des principes actifs

- Les Cyclodextrines

- Lamodélisation moléculaire

La deuxieme partie du mémoire rapporte les résultats obtenus au cours du travail
réalisé. Cette partie est divisée en trois chapitres:

Le premier chapitre présente les travaux sur la reprise de la synthése et la
caractérisation d’'une série de sulfonamides couplés al’ acide lipoique.

Le deuxiéme chapitre décrit une étude expé&imentale par spectroscopie UV-Visible et
IR de la Complexation du conjugué le plus actif en I’occurrence le N-[(4-
sulfonamidophenyl)ethyl]-5-(1,2-dithiolan-3-yl)pentanamide(SULPA) avec la -
cyclodextrine.

Le troisieme chapitre rapporte une étude théorique par modéisation moléculaire de la
complexation du conjugué (SULPA) avec la B-cyclodextrine.

La troisiéme partie est réservée a la description de |'appareillage utilisé et des
protocol es théoriques et expérimentaux que nous avons conduits au cours de ce travail,

ains que les caractéristiques des produits obtenus.
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Chapitre |

L’ Anhydrase Carboniques, une Nouvelle
Cible Thérapeutique



|.1. Introduction

Toutes les molécules des étres vivants sont formées et dégradées en permanence par des
réactions chimiques dont elles sont presque toutes catalysées par des enzymes (les
réactions spontanées, se produisant sans intervention d’ une enzyme chez un étre vivant
sont rares). Il y a au moins une enzyme différente par réaction catalysee et chaque
enzyme ne transforme spécifiquement qu'une seule structure chimique, qu’un seul type
de molécule. Ce qui représente des milliers d'enzymes pour chaque organisme.

L'activité de nombreuses variétés d'enzymes peut étre également régulée par voie externe
aux moyens d activateurs ou d'inhibiteurs d’ enzymes. En effet, on peut concevoir une
molécule qui ressemble fort au substrat naturel et qui est capable de semboiter dans le
site actif de I’enzyme, mais en sy attachant plus fortement. Cette molécule serait en
outre concue de maniére a ce qu'elle ne puisse subir aucune réaction dans le ste actif.
Mais tant qu'elle y réside, elle empéche au substrat naturel d'y accéder, de sorte que la
réaction enzymatique est arrétée [1].

Le meilleur moyen de concevoir un inhibiteur enzymatique est d'éaborer un
analogue du substrat naturel de I'enzyme ou de son état de transition qui présente
une affinité plus importante pour cette enzyme. On parle dinhibition compétitive
puisgue la molécule médicamenteuse est réellement en compétition avec le substrat
naturel pour occuper le Site actif.

Le défi actuel consiste donc a trouver un produit chimique qui serait capable
d'interagir avec des enzymes cibles en vue de comprendre quel est leur role et si on

pourrait les mettre & profit comme cibles de médicaments.

En médecine, un grand nombre d’ enzymes propres aux malades peuvent étre inhibées
par des médicaments en vue de modifier les réactions chimiques intervenant au cours
des processus métaboliques. Ainsi, les sulfonamides inhibent les enzymes des bactéries,
tandis que les anticholinestérases inhibent une enzyme qui Sappelle
I'acétylcholinestérase. Et il en va de méme pour certains autres médicaments spécifiques

ainhiber d autres enzymes|[2,3].



[.2. Lesanhydrases car boniques et leursrélesdans |’ or ganisme

Les anhydrases carboniques (ACs) sont des métalloenzymes omniprésentes impliquées
dans de nombreux processus physiologiques et pathol ogiques.

En plus du réle bien établi des inhibiteurs de I’ AC comme diurétiques et médicaments
anti-glaucome, il a été montré récemment que les inhibiteurs de I anhydrase carbonique
pourraient étre une cible potentielle pour la découverte d’ anticancéreux [4,5].

Jusgu’ici 16 isoformes de I’ AC ont été mises en évidence. Elles se distinguent par des
localisations subcellulaires et tissulaires différentes, aing que par une variation de leurs
activités cataytiques. Plusieurs ACs sont cytosoliques (AC I, II, 111, VII, XIII), cing
sont transmembranaires (AC 1V, IX, XII, X1V, XV), deux mitochondriales (AC VA et
VB) et une est sécrétée (AC VI). Les anhydrases carboniques catalysent la réaction
d’ hydratation du dioxyde de carbone en anion bicarbonate et proton, selon la réaction

suivante :

CO, + H,0 = ~ HCOy + H'

Schéma.l.l: Réaction réversible d’ hydratation du CO,,

Elles sont impliguées dans plusieurs processus biol ogiques comme la régulation des
échanges gazeux, la respiration, la cacification, la résorption osseuse, la sécrétion de
fluides ou encore la régulation des échanges ioniques rénaux.

Les isoformes | et 1l sont principalement responsables des réles physiologiques aors
gue d’ autres isoformes sont impliquées dans des phénomenes pathol ogiques comme, le
cancer (AC IX et XI1), I’épilepsie (AC VII), I’obésité (AC 1X), ladiurése (AC I, AC
IV, AC XIl and AC X1V) ou I’ ostéoporose (AC IV et AC XIV) [6].

.2.1. Structure
La structure globale des isoformes des anhydrases carboniques est similaire. Le site
actif est en forme de cbne avec a son sommet I'ion zinc |1, coordonné a trois résidus

d histidine (Figure.l.1). A proximité du zinc, une poche a résidus hydrophiles et une



poche a résidus hydrophobes sont définies. Leur composition en acides aminés est

proche d’ une isoforme a une autre [ 7].
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Figure.l.2.La Spermine (Saumon) en complexe avec CA I (grise)[8]

On peut constater que pour une interaction optimale avec le site actif, des interactions
électrostatique de type liaisons hydrogenes ou liaisons de Van der Waas




complémentaires avec les sites hydrophiles et hydrophobes du site actif de I’enzyme

semblent étre un atout pour une bonne inhibition del’ CA.

[.2.2. L’ Anhydrase carbonique detype | X
a)-Expression

Deux isoformes d’ AC sont surexprimées dans certains cancers. La premiere est I' ACIX,
caractérisée par Pasterokeva et son équipe en 1992 ; la seconde est I'AC XII. L’AC IX
est trés peu exprimeée dans les cellules saines, par contre, elle est surexprimée dans les
cellules cancéreuses (notamment dans les tumeurs solides), suggérant la possibilité
d'une action thérapeutique sélective, Sa surexpression a éé reportée dans des
carcinomes cellulaires de plusieurs organes, dont |’ cesophage, le poumon, le rein, le

colon, lesan,... [9].

b)- Cause de surexpression

Les cellules cancéreuses formant une tumeur solide sont caractérisées par un état
d hypoxie. Les cellules situées au centre de la masse cancéreuse se retrouvent €loignées
des capillaires sanguins les approvisionnant en oxygene et en glucose. L’ hypoxie régule
ains |'expression de différents génes comme celui de I' ACIX[10]. Deux facteurs sont
impligués dans |’ expression del’AC IX :

la proté ne suppressive de tumeurs VHL (Von Hippel-Lindau : régulation négative)

et HIF-1 (Hypoxie Inducible Factor : régulation positive) .

En raison de sa surexpression en milieu hypoxique, I’ACIX a été proposée comme

marqueur de |’ hypoxie tumorale [11].

c)- Rélede |’ ACIX danslatumorigenéese

L’ACIX catalyse la réaction d hydratation du dioxyde de carbone. Lors de cette
réaction, elle favorise les phénomenes d’'invasion et de migration cellulaire. Par
ailleurs, elle participe a I’acidification du milieu extracellulaire ce qui contribue a
I"induction d’une chimiorésistance en diminuant I’ efficacité des agents anticancéreux,
comme certains inhibiteurs de topoi somérases (doxorubicine, bléomycine, mitomycine,
irinotécan,...) (12).

En effet, certains médicaments (tels que des anthracyclines) étant des bases faibles, le

milieu extracellulaire acide augmente la proportion de formes ionisées et réduit ains



leur passage membranaire passif. Une étude récente démontre que, chez des patientes
atteintes d'un cancer du sein précoce et traitées par la doxorubicine, |’expression de
I”’ACIX est corrélée a un mauvais pronostique thérapeutique.

De fagon générale, la surexpression de I’AC X est souvent associée a une réponse
faible des thérapies classiques de radiothérapie ou de chimiothérapie. Dans des modéles
de tumeurs du sein, une diminution de la croissance tumorale et du processus
métastatique a été observée lors de I’inhibition de I’ AC 1X. En conséquence, I’ACIX a
été proposée comme une cible thérapeutique potentielle et une des approches possibles
serait d'inhiber son activité enzymatique avec des « petites molécules » inhibitrices
[13].

d)- Inhibiteurs Classiques de I'anhydrase carbonique I1X dans la série des

sulfonamides

Selon les données rapportées dans la littérature, les ACs peuvent étre inhibés

essentiellement par deux classes de composes de bas poids moléculaire [14].

» La premiére classe renferme des anions susceptibles de former des complexes
métalliques comme les halides, les azides, et les thiocyanates.

» Ladeuxieme classe comprend les sulfonamides/ sulfamates/sulfamides

répondant a laformule générale suivante :RXSO,;NH,, avec: (R = aryle;

hétéroaryle; perhaloalkyl; X = rien, O ou NH).

Les sulfonamides correspondent a la famille la plus représentée d'inhibiteurs d'AC. lls

sont caractérisés par une constante dinhibition (Ki) de I’ ordre du nanomolaire.

Afin de limiter les effets secondaires, une inhibition séective est nécessaire envers les

autresisoformesdel’ AC, en particulier pour I’ ACII, qui est ubiquitaire.

Ces derniéres années, de nombreux dériveés sulfonamides affins pour I’ AC I1X ont été

identifiés, avec des Ki de I’ ordre du nanomolaire. Ces inhibiteurs sont tres peu sélectifs

et inhibent différentes isoformes de I’ AC, susceptibles de provoquer de nombreux effets

secondaires comme des cal culs rénaux et des troubles digestifs.

L'inhibition de l'isozyme transmembranaire 1X associé aux tumeurs a éé d'abord éudiée

avec une rie de sulfonamides aromatiques et hétérocycliques [15], y compris les Sx dérivés

utilisés en clinique l'acetazolamide(AZA) 1, le methazolamide 3, I'ethoxzolamide 4, le

dichlorophenamide 5, et le dorzolamide 6 (figure.l.3).
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Figure.l.3: Exemples de sulfonamides utilisés en clinique.

Ces composés phares manifestent un profil pharmacologique trésintéressant pour I'inhibition
du CAIX avec des congantes d'inhibition. Ki Stuées dans la gamme de 14-50 nM. lls
peuvent étre conddérés comme des chefs de fils intéressants pour le développant de
nouvealx dérivés anticancéreux. Aind, I'Indisulam 2, (E7070), qui es parmi les
sulfonamides anticancéreux les plus efficaces, avec une congante d'inhibition Ki de I’ ordre
de 24 nM contre le ACIX, a été d§adéve oppé jusgu’ aux stades des essais cliniques en Europe
et au EtatsUnis[16].

Par allleurs, une approche sucre tres prometteuse qui sest dével oppée récemment dans le
but de cibler s@lectivement les différentesisoformesdel’ AC, consiste a greffer des parties
osidiques aux sulfonamides / sulfamides / sulfamates aromatiques ou hétérocycliques,
En effet, la synthése d'une série de dérivés incorporant une partie protégée de fructopyranose
présente dans le topiramate (Figure.l.4) et éant liée aux arylsulfonamides via une fonction
thiourée , a été rapportée [17]. Laméme é&ude montre que cette pharmacomodulation conduit
a des inhibiteurs efficaces de I’AC (Kis=10*500 nM) parmi lesquels on peut citer les
composes 36 et 37 (Fgurel.4) intervenant comme inhibiteurs potentiels efficaces contre
I'i'soforme transmembranaire hCAIX.
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Ki(hCAIX)=11 nM Ki (hCA IX) =10 nM

Ki (hCA 1I) / Ki (hCA IX) = 0.72 Ki(hCAID /Ki (hCAIX) =1

Figure.l.4 : Exemple d'inhibiteurs liés & des sucres via une fonction thiourée



Pour rester toujours dans la pharmacomodulation des sulfonamides récemment rapportée
[18], on se doit de citer une s&rie de dérivés de sulfonamides incorporant une partie
hydrazine en leur structure (figure .1.5). Tous les composés de cette série se sont révélés
posseder une activité inhibitrice contre le hCAIX meilleure ou égale a celle de I’indisulam
qui se trouve actuellement au stade des essais cliniques. Trois composes de cette s&rie
possedant des congtantes dinhibition situées dans la gamme de 3.2-5.4 nM, é&ant consdérés
parmi lesinhibiteurs du hCA 1X les plus efficaces et leur pouvoir d’inhibition comparé a celui

del'indisulam est de cing a sept foi pluséevé.
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Figurel.5: Sulfonamides incorporant une partie hydrazine en leurs structures.

Récemment, | affinité exceptionndle de divers benzenesulfonamides incorporant des parties
triazinyle a é¢é indiquée dans les travaux rapportés par Gargj et a [19].Trois composes tetes
de sries Le chlorotriazinyl-sulfanilamide 13  auss bien que les dérivés bis
éthoxytriazinyle du sulfanilamide 14 et I’homosulfanilamide 15 (figure .1.6) étaient parmi
lesinhibiteurs du hCA les plus efficaces et les plus sdlectifs pour le ACIX jamais obtenus

jusgu’ a présent avec des Kis dans |a gamme subnanomolaire de 0.12-0.34 nM.
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Figure.l.6 : Benzenesulfonamidesincorporant des partiestriazinyle en leurs structures.

Divers composés permettant de déterminer des reations sructure activité ont été
récemment synthétisés au sein du laboratoire de I’ Institut de Chimie Pharmaceutique Albert
Lespagnol (ICPAL) aLille[20]. Ces éudes ont permis de mettre en évidence un

pharmacophore affin pour le site actif de I'ACIX (Figure .1.7). Celui-ci possede un

sguel ette sulfonamidodiaryl pyrazol e congtitué des groupements suivants :

' ™

HO

(0]
Il /N‘---.. R
0=S N
| —
HoN
Ar

A S

Figure.l.7: Lesulfonamidodiarylpyrazole nouveau pharmacophore affin pour lel’ ACIX.

* Une fonction sulfonamide portée par un aryle qui interagira sous saforme anionique avec
lezinc.

* Un hétérocycle de type pyrazole permettant de rigidifier lastructure et aing orienter les
substituants.

* Un groupement aryle (Ar) substitué ou non par des halogenes ou des fonctions éthers,
nécessaire al’interaction avec lesrésidus de la poche hydrophobe.

* Une fonction alcool (primaire, secondaire ou tertiaire) interagissant avec |’ acide aminé
Tryptophane 5 du site actif del’ AC IX.

Différentes modulations autour de ces produits ont été réalisées afin d’amédiorer leur

activité et leur sdlectivité et d' élargir lesrelations structure activité.
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[.3. Inhibiteursnon classiquesde I’'AC
Des performances dignes d'intérét dans le domaine pharmaceutique ont permis ces

dernieres années d'identifier de nouvelles classes de composés inhibiteurs de I'AC
qualifiées comme non classiques, comprenant ; phénols, polyamines, acides carboxyliques,

coumarines et leurs dérivés, En plus de fullerenes[21] Hgurel.8).

A OH D
= =
| . " |
- ‘\ =
R

SOH

Figurel.8 (A) Phénal; (B) Polyamine;, R est un atome N ou aome C;(C) acide Carboxylique; (D)
Coumarine et produit d’ hydrolyse; (E) Sulfocoumarine
et produit d hydrolyse;(F) dérivé de Fulleréne.

[.4.Conclusion

Les ACs congtituent actuellement une nouvelle approche thérapeutique pour le ciblage de
plusieurs pathologies impliquant leur surexpression. Le meécanisme catalytique et le
mécanisme d'inhibition des ACs sont connus en détail et beaucoup de données
biochimique, physiologique et pharmacologique sont maintenant suffisantes pour justifier
la possbilité dutiliser l'isozyme transmembranaire ACIX comme cible dans le
management des tumeurs hypoxiques qui ne répondent pas, ou répondent ma alachimio et
alaradiothérapie classque.

De nombreux exemples de composés gppartenant a une variéé de classes chimiques en
particulier les sulfonamides sont actuellement digponibles pour I’inhibition de I’ ACIX. Mais
le probleme majeur de ces inhibiteurs e leur faible solubilité et manque de sdlectivité, ce
qui nécessite la mise au point de nouveaux inhibiteurs plus solubles et hautement
sl ectifs.
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Chapitre ||

Solubilité & Vectorisation

des Principes Actifs



[1.1. Introduction

Malgre I’ efficacité prouvée de certains principes actifs in vitro, des contraintes sont
rencontrées lors de la mise en place d' une application in vivo. Bien que des progres
significatifs dans la pharmacologie moderne aient été réalisés, il y a encore des
domainesou des améliorations substantielles doivent étre apportées, pour atteindre un
niveau supérieur d efficacité thérapeutique. En particulier, une faible biodisponibilité et
de mauvaises caractéristiques pharmacocinétiques sont toujours au coaur des
principal es causes d'échec du dével oppement de nouveaux medicaments.

Au fil des ans, beaucoup de principes actifs (PA) prometteurs ont ains vu leur mise
sur le marché compromise en raison de problémes au niveau de la solubilité, lataille,
la sélectivité daction et de la senshilité a la dégradation. Par exemple, le premier
obstacle majeur a contourner — une solubilité faible dans I’eau. En effet, en milieu
biologique, une concentration optimal e en molécules actives doit étre délivrée sur le site
d’ action désiré pour que lathérapie soit bénéfique au patient.

La vectorisation, ou délivrance spécifique de principes actifs vers un organe, un tissu ou
une cdlule malade gréace a des transporteurs est un des défis majeurs de |la recherche
thérapeutique. Certains médicaments se heurtent auss a des barrieres enzymatiques
entrainant leur dégradation et métabolisation rapide. La distribution de ces molécules
actives vers les zones cibles maades peut donc étre déficiente. De plus, une
accumulation de thérapeutiques dans les tissus sains peut entrainer une toxicité
rédhibitoire, entrainant I’ abandon du traitement malgré son efficacité.

Par |"application du principe de la vectorisation, la pharmacie galénique moderne
développe donc des systémes d'administration susceptibles de promouvoir le passage
transmembranaire et/ou intracellulaire vers la cible souhaitée tout en protégeant le
principe actif de la dégradation par les enzymes.

[1.2. Définition et Importance de la solubilité des principes actifs

[1.2.1.Définition

La solubilité est la propriété d'une substance chimique solide, liquide ou gazeuse
appel ée soluté a se dissoudre sous forme solide, liquide ou gazeuse dans un solvant pour
former une solution homogéne de soluté dans le solvant. La solubilité d'une substance
dépend essentiellement du solvant utilisé, ains que sur la température et la pression. On
peut définir la solubilité comme étant la quantité d'équilibre maximum de soluté qu’on

peut dissoudre dans I’ unité de masse ou de volume du solvant dans les conditions bien
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spécifiées [1]. L'avantage d'exprimer la solubilité de cette maniere est sa simplicité,
alors gue l'inconvénient est qu'il peut fortement dépendre de la présence d'autres especes
dansle solvant.

Leprobleme principal de I’ utilisation de composés en tant qu’ agents thérapeutiques est
liée a leur manque de solubilité dans les conditions physiologiques. En effet, pour étre
de bons candidats médicaments, les dérivés doivent étre lipophiles pour permettre le
passage des membranes cellulaires et doivent également posséder une solubilité
suffisante dans les conditions physiologiques pour étre pharmacologiquement actifs.
Dans le but d'augmenter leur solubilité agueuse ains que leur biodisponibilité, en
termes d'hydrophilie (ou hydrophobie), on peut utiliser le coefficient de partage ou
partition(LogP) pour mesurer la différence de solubilité d'un composé dans un solvant
hydrophobe (Octanol) et un solvant hydrophile (eau). L'étendue de la solubilité varie
largement, de I’infiniment soluble (totalement miscible) tel que I'éthanol dans I'eau, au
peu soluble, comme le chlorure d argent dans I’eau. Le terme insoluble est souvent
appliquée aux composés faiblement ou tres faiblement solubles [2]. IUPAC définit la
solubilité comme la composition anaytique d'une solution saturée exprimée en
proportion d'un soluté désigné dans un solvant désigné. La solubilité peut étre exprimée
en unités de concentration molaire, molalité, fraction molaire, rapport molaire, et

d'autres unités[3].

[1.2.2. Corréation entre la solubilité et la biodisponibilité des principes actifs

La solubilité qui est le phénomeéne de dissolution du soluté dans le solvant pour obtenir
un systeme homogeéne, est l'un des paramétres importants pour atteindre une
biodisponibilité attendue du médicament.

La biodisponibilité se définit par la quantité de principe actif qui parvient a son site
d’action et lavitesse avec laguelle il y accede. Elle dépend de plusieurs facteurs comme

sa vitesse de dissolution, sa solubilité ou sa vitesse d'absorption intestinale.

I1.3. Systemes de classification des substances actives

Afin d’optimiser le travail de pré-formulation et de passer plus rapidement a |’ étape de
la formulation, il est intéressant de classer les substances actives en fonction de leurs
propriétés physicochimiques clés. C'est entre autre le réle joué par le systeme de
classification biopharmaceutique (Biopharmaceutics Classification System, BCS) qui

permet d’ estimer la biodisponibilité in vivo des substances actives en se basant sur leur
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solubilité et leur perméabilité in vitro [4]. Il définit 4 classes de substances actives
(figure.l11).

Cassell Calasse|
Faible solubilité Haute solubilité
Haute perméabilité Haute perméabilité

Classe 1V Classelll

Faible solubilité Haute solubilité

Perméabilité

Faible perméabilité | Faible perméabilité

Solubilité
———————

Figure. 11.1: Représentation du systéme de classification biopharmaceutique (BCS)

Une substance active est considérée comme ayant une haute solubilité lorsgue la dose
administrable maximale par libération immédiate est soluble dans 250mL d'un milieu
agueux avec un pH alant de 1 a 6,8 a 37+1°C. Quand plus de 85% de la dose de
substance active initialement administrée est absorbée a travers la barriére intestinale,

elle présente une haute perméabilité [5].

[1.4. Les différentes options de formulation pour augmenter la solubilité des
substances actives

La faible solubilité aqueuse est le principal probléme rencontré avec le développement
de la formulation de nouvelles entités chimiques. Ainsi, 70% des nouvelles substances
actives candidates, présentent une faible solubilité dans I’eau. Il apparait donc
primordial de développer différentes options de formulations dans le but d’améliorer la
solubilité des substances actives. |l existe de nombreuses approches disponibles et
rapportées dans la littérature pour améliorer la solubilité des médicaments faiblement
solubles dans |'eau. En effet, En se basant sur I’ équation de Noyes-Whitney qui présente

les différents facteurs physicochimiques influencant la vitesse de dissolution d’ une
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substance active, Kawabata a décrit |es techniques suivantes permettant |’ augmentation
de la solubilité et la biodisponibilité des principes actifs [6]:

*M odifications des cristaux

Des formes polymorphes ont la méme composition chimique mais présentent des
réseaux cristallins ou des conformations moléculaires différentes. Ains elles ont des
propriétés physicochimiques différentes, telles que le point de fusion, la densité, la
stabilité ou la solubilité. L’ utilisation d’une forme métastable plus soluble que la forme
thermodynamiquement la plus stable, peut donc améiorer la biodisponibilité d’une
substance active.

* Formation de sels:

Cette approche communément utilisé pour les substances actives ionisables, permet
d’en augmenter |a solubilité et la vitesse de dissolution.

*Formation de co-cristaux: Un co-cristal est un matériel cristallin comprenant au
moins 2 composes différents. La substance active est associée a une molécule non
toxigue en quantité stochiométrique. La mise en place de co-cristaux permet
d’augmenter la vitesse de dissolution, notamment des substances actives non ionisables
aux pH physiologiques.

* Amor phisation : De fagon générale, la solubilité des substances actives amorphes est
plus grande que celle des cristaux correspondants. La formulation de systémes
amorphes stables peut étre obtenue par |es techniques de dispersions solides, conduisant
aux dispersions solides amorphes (Amorphous Solid Dispersions, ASD). De fagon
générale les ASD sont moins stables que les CSD. Les ASD sont donc moins adaptées
gue les CSD aux substances actives amorphes peu stables.

* Modification du pH

Modifier le pH dans une formulation contenant une substance active ionisable, est auss
une solution pour en augmenter la solubilité et la vitesse de dissolution.
*Formulationslipidiques et auto-émulsifcation

Les formulations lipidiques sont des formulations dans lesquelles |es substances actives
sont a un état dissous, ce qui est favorable a une bonne biodisponibilité. Certains agents
tensioactifs procurent aux formulations lipidiques des capacités d’ auto-émulsification
qui participent auss aladissolution des substances actives.

*Réduction delataille des particules

- Micronisation: La diminution de la taille des particules en augmente la surface

développée et diminue I’ épaisseur de la couche de diffusion, ce qui accroit la vitesse de
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dissolution de la substance active. Cependant la micronisation peut auss générer

I” agglomeération des particules pouvant alors nécessiter |’ gjout d’ agents mouillants.

- Nanocristaux: La formation de nanocristaux conduit a des particules de taille
inférieure a 1um. Par les mémes mécanismes que la micronisation, les nanocristaux
augmentent la vitesse de dissolution des substances actives, mais auss la solubilité
saturante. Les formulations de nanocritaux peuvent étre définies comme des
dispersions solides cristallines(Crystalline Solid Dispersions, CSD).

* Complexation par des Cyclodextrines

L’ encapsulation d' un principe actif dans le coaur hydrophobe des cyclodextrines(CDs)
permetd augmenter sa solubilité aqueuse, sa vitesse de dissolution et par conséquent

d’ accroitre sa biodisponibilité.

o OH OH OH

OH OH OR o

OH

Figurell. 2: Représentation d' une cyclodextrine montrant une cavité hydrophobe et une
surface extérieure hydrophile [7].

* Prodrogues

Il est possible daugmenter la solubilité d'un principe actif par couplage covalent
réversible avec des groupes hydrophiles (Prodrogues).

Le mot Prodrogue désigne donc un compose destiné a agir sur une cible thérapeutique
qui doit subir une biotransformation aprés sa diffusion, afin qu’ elle exerce son activité
pharmacologique. La molécule se dégrade sous I'effet d enzymes, libérant ains le
principe actif (également appelé drogue) sur la cible, et une molécule facilement
métabolisable. Trois points sont & considérer en particulier :

* Le passage des membranes biologiques, de type lipidiques, comme la paroi du tube

digestif ou les parois cellulaire, etc...
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* Lasolubilité du composé en milieu aqueux, pour une bonne circulation Systémique

* Labiotransformation pour libérer le composé actif sur lacible.

C'est ains que les analogues nucl éosidiques utilisés dans | e cas de thérapies antivirales,
comme le Ténofovirsont des composés fortement hydrosolubles. Leur faible
biodisponibilité, due a une pénétration intracellulaire tres limitée (difficulté a franchir la
paroi cellulaire phospholipidique), ont entrainée sa commercialisation sous forme de
prodrogue: disoproxil fumarate (Schéma.ll.1) [8]. Une fois la molécule dans le milieu
intracellulaire, celle-ci est hydrolysée par voie enzymatique (les estérases), libérant ains

le principe actif.

= NH,
= N
M | *9 o N
N J >
NT 0”0 0o S N o
o. B Vactorisation N i _OH
he \OVOTG\l/ puis dégradation I\rovP:oH
I 1
o
Médicamant prodroguea Principe actif
(Tenofovir disoproxil) (Tanafavir)

Schéma.ll.1l:Exemple d’ une Prodrogue: le disoproxil fumarate

[1.5. Systeme de vectorisation des médicaments anticanceér eux

Les médicaments sont traditionnellement administrés dans I’ organisme soit par voie
orale soit par injection, intramusculaire ou intraveineuse, en fonction des propriétés
intrinséques liées a leur structure moléculaire. La quantité finade de médicaments
atteignant un site d’'intérét correspond généralement a une trés faible proportion de la
dose administrée. L’accumulation de ces substances dans des tissus qui ne sont pas
impliqués dans la maladie, peut provoquer des réactions et conduire a des effets
secondaires indésirables. De ce fait, I’administration de ces substances est adaptée en
fonction de la balance risgue/bénéfice. Pour remédier a ce type de probléme, une
approche consiste a appliquer des médicaments dirigés directement aux sites d’ action en
utilisant des moyens d administration locale (sprays, inhaateurs, crémes, solutions
nasales ou oculaires, etc). Cependant, ce mode d’ administration n’est possible que dans
lamesure ou les tissus sont aisément accessibles.

Cette approche n’ est donc pas utilisable comme thérapie anticancéreuse, car les tumeurs

et surtout les métastases ne sont pas accessibles directement. La vectorisation des
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médicaments congtitue une voie prometteuse permettant de pallier a ces problemes [9].
Cette méthode consiste a associer des principes actifs a un systéme de transport pour
les transporter a travers I’ organisme jusqu’au site a traiter. Dans ce cas, les principes
actifs sont encapsul és et protégés par un vecteur, puis délivrés de fagon contrélée sur un
laps de temps optimal, ce qui conduit a une augmentation de leur efficacité aprés
injection. En conséquence, les concentrations et fréquences d'injection peuvent étre

diminuées permettant ains une meilleure tolérance vis a vis du traitement.

[1.6. Les Nanovecteurs

De nos jours, beaucoup d’espoirs ont é&té mis dans les systemes de livraison de PA a
I’ échelle nanométrique (nanovecteurs).Denombreux types de systemes ont été proposes
pour la nanovectorisation:liposomes, micelles, nanocapsules polymériques et lipidiques
solides, nanogels, dendrimeéres, ainsi que les nanotubes de carbone etc (figure.ll.3) [10,
11]. Parmi ceux-ci, les vecteurs les plus étudiés sont les liposomes et |es nanocapsules
polymériques [12-15]. Chacunde ces nanosystemes a ses avantages et ses
inconvénients.Par exemple, dans le cas de liposomes, plusieurs formulations sont déja
approuvées par US FDA et méme produites a I’ échelle industrielle [16], en raison de
I’améioration revendiquéepar rapport a I’ utilisation de PA non formulés. Néanmoins,
les problemes de stabilité dans les milieux biologiques, ains que de la préparation,
nécessitant d'utiliser |’appareillage trés sophistiqué et couteux (pour assurer la

reproductibilité au niveau de lataille et lacomposition), restent toujours actuels.

Nanoparticule Nanoparticule Micelle Liposome Nanoparticule Nanocapsule

Polymerique Polymérique Lipidique Lipidique (LNC)
Hydrophobe Hydrophile Solide (SLN)
Dendrimére Nanoparticule Nanocristal Nanotube de carbone

inorganigue

Figurell. 3 : Représentation schématique des principaux nano objets utilisés en recherche
biomédicale [17].
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Les Nanovecteurs a base de polymeres sont généralement plus stables que les
liposomes, cependant, la distribution de taille des nanoparticules résultantes constitue
un obstacle trés important a contourner. Présentement, plusieurs systémes de livraison
polymériques biodégradables se retrouvent sur le marché [18].

Encore de nos jours, il n'existe pas de vecteur idéal avec les propriétés du concept
hypothétique de « magicbullets » de Paul Ehrlich, permettant de livrer la majorité,
sinon latotalité, d'une charge thérapeutique sans avoir d effets significatifs sur des
tissus non ciblég[19].

[1.7. Caractéristiques principales des Systemes de Vectorisation

Dans un systéme de vectorisation, le vecteur est I'élément clé. C'est un objet congu
pour transporter une grande quantité de principes actifs tout en les protégeant et en
limitant son activité pendant le trajet vers les zones ciblées. Pour étre efficace et
utilisable en clinique, le vecteur idéal doit présenter certaines caractéristiques :

* Sa composition doit faire intervenir des composes relativement stables en milieu
physiologique, non toxiques pour |I’organisme, biocompatibles et biodégradables, de
maniere afaciliter leur élimination ultérieure.

* Sataille doit permettre a la fois le transport d’ une quantité suffisante de principe
actif et sa diffuson a travers certaines barriéres physiologiques (barriere de
I”’endothélium, barriére hémato-encéphalique, organe, tissu, cellule, noyau cellulaire,
etc.) pour atteindrelacible.

* |l doit garder le principe encapsulé de facon stable et active, posséder une grande
spécificité vis-a-vis des cellules ciblées et rester le plus longtemps possible dans la
circulation sanguine pour pouvoir atteindre sa cible.

* Le vecteur doit étre suffisamment stable face a toutes les dégradations et interactions
avec les biomolécules pendant son transport (notamment les protéines plasmatiques
dans le cas d’ une administration intraveineuse) et éviter lesinteractions en dehors de la
zone viseée.

* Une fois arrivé au niveau de la zone a traiter, il doit délivrer le médicament a
proximité ou a |'intérieur des cellules ciblées. Ce processus de libération contrélée est
envisageable grace aux propriétés de composes associés au vecteur (rupture
enzymatique, liaison réversible, sensibilité a une variation du milieu comme le pH, la

température, laforce ionique, I’ état d’ oxydoréduction).

22



* Enfin, il doit résister ala stérilisation et étre aisement stocké et administre.

Le principe actif encapsulé dansle vecteur est un @dément tout auss important dansla
vectorisation. Il peut ére de différente nature selon le type de thérapie envisagée: il peut
s agir de molécules d’ ADN ou d’oligonucléotides dans le cadre de la vectorisation de
genes ou « thérapie génique », dagents anticancéreux pour la chimiothérapie, de
facteurs de croissance, par exemple dans le cadre d’ une thérapie réparatrice de lésions
du systeme nerveux central ou encore de marqueurs radioactifs, magnétiques ou
fluorescents en vue d’une application diagnostique. La méthode d’ encapsulation varie

en fonction du principe actif.

I1.8. Versune Nanoparticule |déale: le “Tout En Un”

Bien gue les nanoparticules ciblantes soient entrées tardivement en phase clinique, leur
potentiel en tant que nouvelle génération d'agents d’'imagerie, de thérapie ou
théranostiques reste immense. Ces nouveaux systemes comprenant des ligands ciblants
inoffensifs, efficaces et spécifiques, des matériaux biocompatibles et un choix approprié
d’ agents d'imagerie et/ou de thérapie, sont susceptibles de fournir des traitements plus
efficaces pour un grand nombre de maadies humaines et plus particuliérement, le

cancer [20].

La nanoparticule idéa e répond atrois critéres essentiels.

() elle associe différentes modalités d'imagerie de maniéere a aboutir a un
diagnostic plus précoce et plus précis.

(i)  ellerend lathérapie plus efficace.

(iii) elle permet de suivre I’ évolution du traitement par ces mémes modalités d’ imagerie

[21].
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FiNALITE

Thérapeutique,
Diagnostique,
Marquage...
STRUCTURE:
COMPOSITION Vésicule,
Phospholipides, Particule,

Lipides soliides, Micelle...

polyméres,

Métaux,

Oxydesmétalliques, + .

Silice ' SURFACE:

MECANISME DE LIBERATION: Furtive (PEG) ,
Diffusion, rupture liaison covalente... Active (Ligants de reconnaissance)...

Controle par PH, température,
activité enzymatique, irradiation...

- >
Taille nanométrique

Schéma.ll.2 : Nanoparticule idéale et ses caractéristiques bio-physico-chimique [22].

Le développement de nanoparticules a visée thérapeutique doit également prendre en
considération les criteres suivants :

* L’ utilisation de matériaux biocompatibles et biodégradables ou bio-éiminables.

* L’ utilisation de méthodes de bio-conjugai son des vecteurs a la nanoparticule simples,
efficaces et reproductibles avec un minimum d’ étapes et de purification.

* L’optimisation des propriétés physicochimiques des nanoparticules (Schéma.ll.2)
pour atteindre une libération optimale, un temps de circulation long au sein de
I’ organisme.

*Une biodistribution adaptée, ains qu’ une accumulation dans les tissus cibles maximale
et une exposition systémique faible.

* Lavalidation de la stabilité et une durée de vie prévisible des nanoparticulesin vivo.

* Le dével oppement de processus adaptables a grande échelle pour |a fabrication des
nanoparticules en grande quantité pour le développement clinique et la
commercialisation.

Les recherches dans le domaine des nanomeédecines ciblantes sont nombreuses et ces
efforts doivent étre perpétués dans I’idée de les transposer du laboratoire au chevet du
patient.

24



[1.9. Conclusion

Le concept de vectorisation a largement prouvé aujourd’hui sa pertinence et
I”imagination des chercheurs a permis I’ émergence d’ une variété considérable d’ outils
utiles a la thérapie comme au diagnogtic. Le chemin a été balisé d enjeux successifs,
sources de nouveaux progres a chague étape, comme |’améioration de |’index
thérapeutique, le franchissement de barrieres biologiques, I’ administration de molécules
fragiles,de molécules insolubles dans|’eau, ... €tc.

Aujourd hui, les enjeux résident dans la combinaison d’ approches permettant a la fois
de sécuriser encore mieux les traitements et de créer une synergie entre différentes
modalités de traitement, avec un seul et unique vecteur.Ces développements n’ont été
possibles que gréace au rapprochement de communautés Scientifiques différentes
apportant leur expertise a la résolution de problemes toujours plus pointus. Biologistes,
physi-cochimistes, pharmacologues, chimistes organiciens, chimistes minéralistes,
physiciens, cliniciens, etc. I'application des systémes de nanoencapsulation non
covalente (liposomes, micelles, nanocapsules, dendrimeéres, Cyclodextrines,...€tc) pour
remédier au probleme de mauvaise biodisponibilité de PA hydrophobes constitue une
approche tres prometteuse sur le plan a la fois médical et économique.Les méthodes
nanomeétriques rendent le processus de recherche thérapeutique moins hasardeux et
moins empirique et de ce fait plus fiable. La lutte contre le cancer en est I’exemple le
plus parlant. Et dont le diagnostic précoce et la prise en charge de la maadie en

appliquant une thérapie efficace mene rapidement ala guérison.
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Chapitre Il

Les Cyclodextrines



[11.1. Introduction

Les cyclodextrines(CDs) sont des oligosaccharides cycliques non-réducteurs obtenues
industriellement par la dégradation enzymatique de I'amidon, ou plus précisément de
I’amylose. L’enzyme impliquée, la Cyclodextrine Glycosyl Transférase (CGTase) est
produite par différents microorganismes comme Bacillus macerans, Klebsiella
oxytoca,...etc [1]. Les trois types de CD les plus couramment rencontrés sont les
héxameres (a—CD), héptameres (B—CD) et octameéres (y—CD) contenant respectivement
6, 7 et 8 unités D-glucopyranosiques liées entre elles par des liaisons glucosidiques a
1-4 (Figure.ll1.1). La B—CD étant la plus accessible, la moins chére et la plus utile.

Pour nos travaux, nousavons essentiellement utiliséla g-cyclodextrine.

[11.2. Caractéristiques structurales des Cyclodextrines

Les structures tridimensionnelles des CDs ont pu étre obtenues a partir de |’ étude de
leurs monocristaux par diffraction des rayons X, ce qui a permis de mettre en évidence
la structure tronconique des CDs ainsi que de déterminer les dimensions des cavités de
chacune d’'elles [2]. La paroi de ces cones est congtituée par les unités glucoses, en
conformation chaise “C; [3,4]. Les cyclodextrines sont des molécules chirales, chaque
unité de glucose (Ce¢ Hip Os) contient 5 atomes de carbone asymétrique. La—CD
contient donc 35 atomes de carbone asymétriques.

n=6o-CD
n=7(B-CD
n=8yCD

oy H

Figure.lll.1l: Structure moléculaire et forme géométrique des Cyclodextrines (., B, 7).
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Conformément au figures.I11.2, les hydroxyles secondaires O2H et O3H se trouvent sur
la partie la plus large du cone appelée face secondaire et peuvent présenter des ponts
Hydrogene conduisant a la rigidité du macrocycle et stabilisant la forme tronconigue.
Sur I’ extrémité la plus étroite (face primaire) se trouvent les hydroxyles primaires O6H,
les oxygenes interglucosidiques (O4) sont situés sur I’ équateur du cone et dirigés vers
I"intérieur de la cavité. lls produisent une forte densité éectronique donnant aux
cyclodextrines le caractére d’' une base de «Lewis». Les hydrogéenes H1, H2 et H4 sont
dirigés vers I’extérieur de la cavité tandis que les hydrogenes H3 (prés de la face
secondaire), et H5 (prés de la face primaire) sont orientés vers l'intérieur. Ces derniers
sont les seuls pouvant interagir avec un substrat inclus dans la cavité. A cause de la
structure tronconique et de la position particuliére des hydroxyles, les cyclodextrines
sont amphiphiles et possedent donc deux zones de polarité distinctes: L’ extérieur de
la cavité et les extrémités sont polaires. Ceci est du essentiellement aux hydroxyles et
favorise aing la solubilisation dans des solvants trés polaires. En revanche, I’ intérieur
delacavité ou se trouvent uniquement les oxygenes interglucosiques, est moins polaire
(polarité de type éther) et cette zone est plus hydrophobe (surface de contact avec la

molécule invitée).

Face primaire .
P Face secondaire Face primaire

Cavité hydrophobe

Liaisons hydrogénes
intramoléculaires

]

Surface hydrophile
Face secondaire

Figurelll.2: Représentation tridimensionnelle d’une B-cyclodextrine

[11.3. Propriétés physico-chimiques des Cyclodextrines

[11.3.1. Solubilité dans|'eau

Malgré la forte similitude structurale, les cyclodextrines n'ont pas un comportement
comparable vis a vis des molécules d'eau. La solubilité en milieu agqueux dépend des
contraintes dans les anneaux, de l'orientation et de I'intensité des liaisons hydrogéne.
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Justement, il est aremarquer lafaible solubilité de la B—CD en comparaison avec celles
de I’a et de la y—CD (Tableau I11.1).Cette perte de solubilité, dont les causes n’ont pas
été totalement éclaircies, semble due au réseau de liaisons hydrogéne particulierement
fort au sein de la BCD, une ceinture complete de ces liaisons est formée, ce qui lui
confére une structure relativement rigide et une plusfaible solubilité dans |'eau [5]. Sa
limitation a auss été attribuée a la formation d'agrégats dé-CD [6]. Lors de la
synthése de B-cyclodextrines modifiées, de mono ou poly-modifications, les solubilités
obtenues sont alors trés largement augmentées par rapport ala cyclodextrine naturelle, y
compris apres greffage de groupements relativement hydrophobes renforcant
I” hypothése du réseau stabilisant. Dans le cas de eCD, la ceinture de liaisons H est
incompléte, I'une des unités étant dans une position distordue, il n'y a donc que 4
liaisons formeées (au lieu des 6 prévues). Lay—CD non planaire et plus flexible, posseéde
la plus grande solubilité dans |’ eau. Cette déformation va en s accentuant avec les CDs
dont le nombre d’ unités glucose est supérieur a 8 et agit de facon défavorable sur leurs

propriétés d’inclusion.

Tableau.l11.1:Propriétés physico-chimiques et structurales des principales

cyclodextrines[1].

a-cyclodextrine B-cyclodextrine y-cyclodextrine
Nombre des unités 6 7 8
glucosidiques
Formule brute CasHe0O30 C42H7035 CugHgoOu0
Masse molaire 972 1135 1297
(g/mol)
Solubilité dans 145 185 232
I"eau (g/L)
Lediametredela
cavité (A) (petite 43-53 6065 75-83
face —grande face)
Hauteur du cbne 7901 7901 7901
(A)
Volume 174 262 427
approximatif dela
cavité (A%
Nombre moyen de 6-8 12 13
molécule d’ eau
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[11.3.2. Propriétés de Complexation des CDs et Stocchiométrie

De par leur structure cyclique tridimensionnelle, leur cavité et leur caractére
amphiphile, les CDs sont les composés de premier choix pour la formation de
complexes dinclusion de type hbte-invité avec un grand nombre de molécul es (neutres,
chargées, polaires ou apolaires), ou aucune liaison covalente n’est créée. Des complexes
de stoschiométries diverses peuvent étre formeés (Figure.ll1.3).

On parle de complexe 1:1 lorsgu’ une molécule invitée interagit avec une molécule de
cyclodextrine. Un complexe 1:2 voire 1:3 est formé si la molécule invitée est de grande
taille et si plusieurs molécules de cyclodextrines peuvent interagir avec elle. Par contre,
un rapport 2:1 est obtenu dans le cas ou la cavité de la cyclodextrine est suffisamment
spacieuse pour accueillir deux molécules. Lataille de la cavité et de la molécule invitée

jouent donc un rdle important dans le processus de complexation [7].

Figurelll.3: Représentations schématiques de complexes d'inclusion
De staechiométries différentes
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111.3.3. Facteursinfluencant la Complexation des molécules organiques par les CDs

a) Facteursstériques
Le mécanisme de formation du complexefait intervenir des parametres stériques, c'est-
a-dire les dimensions et la géométrie des deux molécules qui interagissent. En effet, des
molécules trop grosses pour pénétrer méme partiellement dans la cavité de
cyclodextrine ne pourraient pas former de complexes stables. Il en est de méme pour
des molécules trop petites, qui pourront pénétrer dans la cavité mais les interactions
entre ces dernieres et la cavité seront trop faibles pour les maintenir al’intérieur et par

consequent elles en sortiront tres rapidement [8].

b) Polaritéet charge
La charge et la polarité de |a molécule invitée sont importantes pour la formation de
complexes d’inclusion. En général, ce sont des molécules hydrophobes ou des
groupements hydrophobes de molécules qui présentent une affinité pour la cavité
interne des cyclodextrines en solution aqueuse. L’hydratation d'un complexe
d’incluson d'un composé hydrophobe est énergiquement favorisee par rapport a
I”hydratation de chacun des composants pris séparément. C'est la cohésion des
molécules d’'eau qui favorise I'interaction hydrophobe, plutét que I’ attraction entre

|"hote et I'invité.

[11.3.4 For ces stabilisantes les complexes d’inclusions

Plusieurs contributions énergétiques ont été mises en évidence pour expliquer
lesinteractions en jeu lors de la formation de complexes par des cyclodextrines.

Ce phénomene d'inclusion-complexation ne fait intervenir aucune liaison covalente
mais uniquement des forces telles que les liaisons hydrogene ou des interactions de
Van der Wadls, ce qui permet ainsi ala molécule invitée, d'ouvrir la voie a de multiples
applications.

- Interactionsde Van der Waals:

Lesforces de Van der Waals (VDW), du nom du Hollandais Johannes Diderik

Van der Walls, (1837 -1923), prix Nobel de physique 1910, sont des forces
électromagnétiques résiduelles faibles, d'origine quantique, sexercant entre des

mol écules et méme des atomes neutres.
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Elles avaient initialement éé introduites sous forme de termes phénoménol ogiques
dans I’équation d'état des gaz de VDW dit réels car ne se comportant plus selon
la loi des gaz pafaits. Il a falut attendre la découverte de I’équation de
Schrédinger pour modéliser plus précisement ces forces dont la loi ne varie plus en
1/R2 , comme pour |'électrostatique, mais 1/R7.
En fait, il Sagit de la combinaison pour I’essentiel de trois types de forces
distinctes résultant de différents effets :

»  Force de Keesom (effets d'orientation) ;

»  Force de Debye (effets d'induction) ;

»  Force de London (effets de dispersion).
- Formation des liaisons hydr ogene
Parmi les molécules polaires, celles qui comportent des atomes d hydrogene
présentent parfois des interactions plus fortes que celles des forces de Van der Waals.
L’ atome d’hydrogene « fait le pont » entre deux atomes ou plus alors qu’il n’a qu’ un
électron. Cette liaison hydrogéne n'est donc pas une liaison ordinaire. Elle ne se
manifeste gu’ avec des atomes tres él ectronégatifs.
Une liaison hydrogéne peut s établir entre un atome d hydrogene lié par
covalence a un atome A trés électronégatif (F, O, N) et un atome B tres éectronégatif
porteur d’'un doublet non liant.
C’est I’ action simultanée de plusieurs de ces interactions qui rend effective
I"inclusion spécifique, les phénomenes de reconnaissances moléculaires éant dus a la
coopération de multiples interactions faibles.
- Influence du solvant
Les constantes de stabilité des complexes « I/CD » dépendent fortement du solvant.
Comme indiqué dans (la Figurelll.4), la complexation entre un substrat et une

cyclodextrine sera d’ autant plus forte que la polarité du solvant sera élevée.

O+ W ——

Polar/té
o
DMsSO
Mathanol H,0 Salvanr
Cyclohexane
Le=—" DMF
Acétone

Figure.lll.4. Stabilité des complexes d’inclusion en fonction de la polarité du solvant [9]
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[11.3.5. M écanisme de Complexation

En solution aqueuse, la cavité des CDs est occupée par des molécules deau
énergiquement défavorables a cause des interactions polaire-apolaire, ce qui permet
une substitution aisée par des molécules invitées de moindre polarité que I’ eau. Cette
exclusion s accompagne d’une diminution de I’ enthalpie. On peut séparer la formation
d’un complexe en plusieurs étapes [9]:

* Approche de I’invité versla cyclodextrine.

* Rupture de la structure de I’eau a I’intérieur de la cavité de la CD et expulsion de
certaines de ces molécules, car elles sont énergétiquement défavorisées AH élevé en
raison de I’ interaction polaire —apolaire).

*Rupture de la structure de I’ eau autour de la molécule invitée et transport de molécules
d eau verslasolution.

* |nteraction des groupement non polaires de lamolécule invitée avec la cavité
hydrophobe de la cyclodextrine (modification entropique et enthal pique).

* Eventuellement, création de laliaison hydrogéne entre I’invité et la cyclodextrine

* Recondgtitution de la structure de |’ eau autour des parties exposées de I'invité aprés
I"inclusion [10-12] (Figure.ll1.5).

Figurelll.5:Représentation schématique de laformation d’ un complexe d'inclusion.

[11.4. Mise en évidence de la for mation des complexes d’inclusion
Les méthodes utilisées pour détecter I'inclusion a I’ éat solide sont: |a diffraction par
rayons X, les méthodes thermiques, la chromatographie sur couches minces, la

spectroscopie  infrarouge, la microscopie électronique a baayage, et le test de
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dissolution. En solution, on peut détecter la formation du complexe par les méthodes
spectroscopiques  (spectroscopie UV/  visible, spectroscopie de  fluorescence,
spectroscopie  de résonance magnétiqgue nucléaire...etc), et les méthodes

électrochimiques et micro-calorimétriques.

[11.5. Détermination de la stoschiométrie et la constante de stabilité des complexes
d’'inclusion

[11.5.1. Déter mination de la Stoschiométrie

Les méthodes les plus utilisées pour la détermination de la stoschiométrie des
complexes d’'inclusion sont la méthode des variations continues (MVC) et la méthode
des rapports molaires (MRM) [13, 14].

[11.5. 1.1. Méthode des Variations Continues

Une détermination fiable des stoechiométries des complexes d’inclusion peut étre
fournie par la méthode des variations continues (méthode de Job) [15-18]. C'est une
méthode générale qui peut sappliquer a de nombreuses techniques analytiques. Cette
technique est basée sur I’ évolution d'une variable physico-chimique (ex: déplacement
chimique, coefficient de diffusion, absorbance...etc) en fonction de la concentration du
complexe formé en solution. Cette méthode exige deux conditions :

- les concentrations initial es des solutions méres utilisées sont identiques.

- le volume du mélange des deux solutions doit rester constant.

Le procédé consiste a préparer une série de mélanges en proportions variables de
solutions équimolaires des deux corps susceptibles de se complexer et a en mesurer une
propriété physigue additive. Le procédé est particulierement rapide et économique.

Il évite I’usage de solutions a concentrations élevées, avantage a la fois théorique et

pratique.

[11.5. 1.2. Méthode des Rapports M olaires

Cette méthode consiste a maintenir la concentration totale de la molécule invitée [I]
congtante et a faire varier la concentration de la molécule héte [CD]. Le tracé d'une
propriété, propre au complexe, par exemple I’ absorbance maximale en fonction du
rapport molaires [CD]/[I] est étudié afin de détecter une éventuelle discontinuité ou un
changement brutal de pente correspondant au rapport stoechiométrique (n/m) pour le

complexe CDpl .
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S la constante de formation du complexe est suffisante on obtient deux droites de

pentes différentes dont le point dintersection correspond au rapport molaire [CD]/[1].

[11.5.2. Déter mination de la Constante de Stabilité

La stabilité d'un complexe d'inclusion est caractérisée par sa constante de stabilité.
Cette congtante est un parametre thermodynamique important et largement utilisé.

Pour un complexe de stoechiométrie 1:1, I’ équation de la réaction s écrit:

Ks

CD+ | &— CD

La stabilité du complexe peut étre exprimée par la constante de stabilité Ks[19, 20];
Ks= Ky = [CD.I]/[CD].[I]

(CD) représente la molécule hote soit |a cyclodextrine, (I) la molécule invitée et Ky
est la congtante de stabilité du complexe pour un rapport entre la cyclodextrine et la
molécule invitée de 1 pour 1.

Un certain nombre d’ étude physico-chimique décrite dans la littérature, pour déterminer
la constante de stabilité reposent sur des techniques variées [21]: RMN, spectroscopie
UV visible, fluorimétrie, solubilité, électrophorese capillaire, potentiometrie...etc.

Les méthodes graphiques (ou de linéarisation) sont congues pour générer une relation
linéaire entre la propriété observée 5(obs) et Ks, de sorte que les données de la méthode
choisie peuvent ére traitées graphiquement. La méthode développée par Benesi-
Hildebrand [22, 23], est parmi ces méthodes les plus utilisée.

La caractéristique-clé de cette méthode, est que la concentration de la molécule invitée
est généralement maintenue constante, alors que celle de la molécule héte varie dans un
intervalle donné de concentrations. Cette approche  permet de déterminer
graphiguement Ks a condition que I’espéce non observée soit en large exces (d'au
moins un facteur 10) par rapport a I’ espece observée. On établit alors la relation qui
correspond a |’ éguation d’ une droite detype : y = ax + b ou a : représente la pente.

Par extrapolation al’ origine, on peut déterminer la valeur permettant le calcul de Ks.

[11.5.3. Profil de solubilité des complexes d'inclusion:
Cette approche, telle que développée par Higuchi et Connors [24], est trés couramment
utilisée pour l'évaluation de l'utilisation potentielle des CDs, afin daugmenter la
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solubilité de composés hydrophobes en milieu aqueux. Elle permet en effet d'obtenir le
profil de la courbe de solubilité de la molécule invitée en fonction de la concentration en
CDs et donc de prouver |'augmentation de sa solubilité en présence de cet héte.

Deux types de diagrammes sont généralement observés (types A et B), caractérisant les
interactions substrat-ligand, auxquelles peuvent étre assimilées les interactions CD-
mol écule invitée.

Les courbes de type A sont données atitre indicatif pour laformation de complexes
d'inclusion soluble ; en revanche, celles de type B sont évocatrices de la formation de

complexes dinclusion de faible solubilité [25, 26].

Ay

concetration dissoute de la molécule invitée

>

concentration de CD

Figurelll.6: Phases de solubilité et classification des complexes selon Higuchi et Connors.

Avec Slasolubilité intrinségue du substrat en absence de CD [25]

[11.6. Conséquences de la Complexation et Applications

L’inclusion des molécules invitées dans la cavité des CDs constitue une encapsulation

moléculaire et ces molécules voient leurs propriétés physicochimiques modifiées.

Parmi ces modifications, on peut citer [27]:

» L’amélioration de ladissolution et de la solubilité du soluté et |I’augmentation de sa
biodisponibilité (dans | e cas de principes actifs).

» La modification de ses propriétés spectrales (déplacements chimiques en RMN,
longueur d’ onde du maximum d’ absorption en UV, intensité de la fluorescence, etc.)

» La modification de sa réactivité (en regle générale diminuée). Le soluté bénéficie
ains d'une protection contre la dégradation thermique ou photochimique,
I’ oxydation, I” hydrolyse et voit sa stabilité accrue.
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» Ladiminution de sadiffusion, de savolatilité et de sa sublimation.
L’ exploitation des capacités d’ inclusion et la biocompatibilité des CDs ont entrainé
un accroissement du nombre et de la diversité des applications scientifiques et
industrielles. (Letableau I11.2) en résume |es plus importantes [28].
En outre, comme les CDs sont capables de différencier les énantiomeres et, plus
généralement, les composés structurellement proches comme les isomeres, les
homologues...etc, cette propriété est mise a profit dans le domaine de la chimie

analytique et plus particuliérement dans celui des méthodes séparatives.

Tableau.lll. 2: Exemples de propriétés améliorées par I’ utilisation de CDs dans divers
domaines d applications.

Propriétés Domaines d’application

Amélioration dela solubilité
Amélioration de la biodisponibilité pharmaceutique
Diminution des effets secondaires
Stabilisation

Stabilité des produits volatils alimentaire

Extraction de composantes indésirables

Masquage d’ odeurs désagréables Agrochimique : herbicides, fongicides
Stabilité des parfums cosmétologie
[1.7. Conclusion

Les Cyclodextrines (CDs) sont des oligosaccharides cycliques ayant des cavités
hydrophobes au centre, permettant ainsi la formation des complexes d'inclusion
avec une gamme de composes organiques menant au changement des propriétés des
molécules invitées. L’affinité remarquable des CDs pour les molécules apolaires
(hydrophobes) peut étre mise a profit pour améliorer leurs propriétés physicochimiques
et pharmacologiques. Ce qui engendre des applications importantes en particulier dans
le domaine pharmaceutique comme I’améioration de I’ hydrosolubilité et la

biodisponibilité des principes actifs.

37




Références Bibliographiques

[1] J. Szejtli, Chem. Rev, 1998, 98, 1743-1753

[2] W. Saenger, J.L. Atwood, J.E.D. Davies, D.D.MC Nichol, Academic press, London,
1984,.2, 131-259

[3] W. Saenger, J. Jacob, K. Gesder, T. Steiner, D. Hoffmann, H. Sanbe, K. Koizumi,
S. M. Smith, T. Takaha, Chem. Rev, 1998,. 98(5), 1787-1802

[4] K. Harata.,, Chem. Rev, 1998,.98(5), 1803-1828

[5] J. S. Paginton, Chem. Pharm. Bull, 1987, 35(11), 14609-4615

[6] J. Szejtli, Academial Kiado, Budapest, Hungary, 1982, 100-109

[7] V, Barillaro,. Etude de I'inclusion du miconazole dansles cyclodextrines al’aide
du dioxyde de carbone supercritique: aspects galéniques et modélisation moléculaire,
Thése de Doctorat en Sciences Pharmaceutiques, Université de Liége, 2006.

[8] M. M. Meier, M. Luiz, P. Farmer, B. Szpoganicz, J.Incl. Phenom, 2001, .40, 291-
295

[9] E. Deunf, Préparation, Caractérisation et Activation Electrochimique de Nouveaux
Complexes Métallo-Cyclodextrines, Thése de Doctorat, Université Pierre et Marie
Curie - Paris VI, 2010.

[10] J. Szejtli, Chem. Rev, 1998, 98, 1743-1753.

[11] D. Kois, U.H. Brinker, J. Am. Chem. Soc, 1998, 120(45), 4314-43109.

[12] T. Loftsson, J. Incl. Phenom. Macrocycl. Chem, 2002, 44, 63-67.

[13] G. Lohaus., Chem.Ber, 1997, 100, 2719.

[14] C. R. Dass., W .Jessup, J. Incl. Phen. & Mol. Rec. Chem, 1996, 24 (3), 193-210
[15] K. A. Connors., Chem. Rev, 1987, 12, 54-56.

[16] J. S. Coleman, L. P. Varga,, S. H. Mastin, Inorg. Chem, 1970, 9, 1015-1020

[17] K. C. Ingham, Anal. Biochem; 1975, 68, 660 -663

[18] P .Job, Annal. Chim, 1927, 113-203.

[191] T. Loftsson, D. Hreinsd ottir, M. Masson, Int. J. Pharm, 2005, 302, 18-28.

[20] M.E. Brewster, T. Loftsson, Advanced Drug Delivery Reviews, 2007, 59,
645-666.

[21] J.E.D Davies, D.D. MacNicol, F Vogtle, J-M. Lehn, Comprehensive
Supramolecular Chemistry, J.L Atwood Eds, 1996, 3, 253-278

[22] J.Szejtli., Pure Appl. Chem, 2004, 76, 1825-1845

38



[23] H.-J.Schneider., F. Hacket., V. Rudiger, H.lkeda, Chem. Rev, 1998, 98 (5), 1755-
1786.

[24] T. Higuchi, K.A. Connors, Adv. Anal. Chem. Instrum, 1965, 4, 117-212.

[25] T. Loftsson, M. Masson, M.E. Brewster, J.Pharm.Sci, 2004, 93, 1091.

[26] T. Loftsson, P. Jarho, M. Mésson, T. Jarvinen, Expert Opinion. Drug. Delivery,
2005, 2, 335.

[27] C. El fakir, M. Dreux, J. Chromatogr. A, 1996, 727, 71-82

[28] G. Crini, M. Morcell, N. Morin, L’ actualité chimique, 2001, 247, 18-25.

39



Chapitre IV

La Modélisation Moléculaire



IV.1. INTRODUCTION

On définit la modélisation moléculaire comme une application des méthodes théorique
et des méhodes de calcul pour résoudre des problémes impliquant la structure
moléculaire et la réactivité chimique. Ces méthodes peuvent étre relativement simples
et utilisables rapidement ou au contraire, elles peuvent étre extrémement complexes et
demandent des centaines d’ heures de calcul méme sur un super-ordinateur. En plus, ces
méthodes utilisent souvent des moyens infographiques trés sophistiqués qui facilitent
grandement |la transformation de quantités impressionnantes de données numérigques en
guel ques représentations graphiques facilement interprétables[1].

La chimie par ordinateur est maintenant accueillie comme un outil de plus en plus utile

alafoispour les milieux académiques et industriels.

Aujourd’ hui, la modéisation moléculaire nous permet de traiter des systémes contenant
plus d’ atomes (mol écules de solvant explicite pouvant atteindre des dizaines de milliers
d’ atomes, grandes surfaces moléculaires et protéines). De ce fait, un phénomene de
compétition entre la taille des systémes moléculaires et la puissance des
superordinateurs est apparu [2,3]. La modélisation moléculaire est aujourd hui  mieux
reconnue. D’ ailleurs, en 1998, e prix Nobel de chimie a été décerné a John. A. Pople et
Walter Kohn pour leurs travaux dans les domaines dela chimie informatique et de
la modédisation moléculaire (chimie quantique).

Lamodélisation moléculaire Figure (IV.1) sert pour ssimuler des systemes moléculaires,
al’aide des méthodes de calculs théoriques telles que la mécanique quantique (QM:
ab-initio, semi- empiriques), la dynamique moléculaire (DM), la mécanique moléculaire

(MM) et, depuis quelques année et I association QM/MM qui parait trés porteuse.
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[modélisation moléculaire)

|
' :

[méthodes empiriques) [méthodes quantiqueg
|

[mécanique J [dynamique ] [Semi-empiriquej [ab—initio J

moléculaire moléculaire l i

champ de simulation du optimisation de la | | optimisation de la
force mouvement géométrie géométrie
optimisation de Estimation des propriétés

geometrie ¢lectroniques

Estimation des
propriétes

Figure 1V.1: Schéma général des différentes méthodes et étapes

d’une modéisation moléculaire.

Lestrois principaes méthodes de calcul sont:

» Meécanique Moléculaire:
En mécanique moléculaire on considére une structure moléculaire comme étant
composee de billes et de ressorts (forces harmoniques) associés a une série de fonctions
de potentiel. L’ énergie conformationnelle [4] est la sommation de termes d’interactions
évaluées a partir de tables précalculées (les champs de force) contenant les constantes
d’ élongation, de déformation, detorsion, d attraction et répulsion électrostatique.
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L’ énergie potentielle totale est donnée par I’ expression suivante:

Etut = E“:I\UI] + EI'lvxinn + F‘I(:rsiuu + Ei‘lcctrust:ltiquc + E\-’:mder—\’\"a:lls + Eliaison H
J

Y '
Ejices E

non-liées

E lies= Energie desinteractions entre atomes liés par covalence.
E noniiss = Energie desinteractions entre atomes non liés par liaisons covalentes.
Cest la méthode la plus fréqguemment retenue car elle produit les temps de calcul les

plus courts.

» LaDynamique Moléculaire:
Elle prend en compte I’ effet de la température, de la pression et du temps, calcule les
trajectoires des atomes et approche la flexibilité des molécules, leur comportement en

solution ou les modes de vibration.

» Meécaniques Quantiques:
L'objectif de la mécanique quantique est principalement de déterminer I'énergie et la
distribution électronique. Les meilleurs programmes comportent des processus
d'optimisation de la géométrie. Ains les énergies moléculaires sont calculées en
utilisant I'équation de Schrédinger avec le formalisme des orbitales moléculaire (MO).
L'équation de Schrédinger dun systeme moléculaire peut étre résolue sans

approximation (Ab-initio), ou en introduisant des approximations (semi-empiriques).

IV.2. Laméthode Ab-initio
Dans une premiére approximation, les mouvements des noyaux sont separés de ceux des
électrons, ¢’ est I’ approximation de Born Oppenheimer tel que:

Yr=yet yn «y

Laformule (1) devient :
Haye (r.R)= Eer (R).ya(r, R) (2
Ou Hg : Hamiltonien éectronique.

va (r.R) : Lafonction d’ onde é ectronique
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E« (R) : Energie effective qui est une fonction des coordonnées des noyaux R.

Les méthodes les plus utilisées en mécanique quantique sont : La méthode de Hartree-
Fock, la méthode de Hartree-Fock périodique et la méthode de la fonctionnelle de la
densité DFT.

IV.2.1. La méthode de Hartree-Fock (HF) :

Cette méthode est utilisée pour |’ étude des systémes ne possedant pas des électrons
célibataires[5, 6]. Elle repose sur les deux théories suivantes :

- Théorie de Moller-Plessel (théorie de la perturbation) et la théorie des clusters
couplés(CC).

L’utilité de ces deux théories est la correction de |’expression de |’ énergie de
Hartree-Fock. Pour un systéme a couches complétes, |’ opérateur de Fock aura la forme
suivante:

fi(1) = H™" (1) + 3 (26i(2)-k (1)) (3

fi(1) : est I’opérateur de Fock.
H®*" (1) : opérateur Hamiltonien de coaur.

ki(1) : Opérateur d’ échange

L’ opérateur de Fock mono électrique est I'Hamiltonien effectif d’un éectron pour un
systeme polyélectronique. Ainsi, les éguations de Hartree-Fock peuvent étre obtenues
sous la forme standard aux valeurs propres en utilisant des gymnastiques mathématiques

Tel que: X =¢X; 4

Une approche itérative nommée méthode de champ auto cohérent (SCF : Self consistent

field) est utilisée pour la résolution des équations de Hartree-Fock.

IV.2.2. LaThéorie dela Fonctionnelle dela Densité DFT
Cette méthode aboutit a des résultats cohérents avec les résultats expérimentaux. Elle
permet le calcul de I’ énergie a partir de la densité électronique, cette technique malgré

Son succes mais reste couteuse et demande un temps énorme de calcul.
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IV.2.3. Bases d'or bitales atomiques:
Dans les méthodes Ab-initio et DFT, on utilise un ensemble de fonctions de bases (basis
set) a partir duguel on définit I'ensemble des orbitales moléculaires du systéme

chimique étudié

IV.2.3.a. LesOrbitalesde Type Slater (STO):
Elles ont la forme générale suivante [7]:

7=y, (r0,0)=NY, (6,0)r" e 5

Ou: n, | et m: correspondent respectivement au nombre quantique principal, azimutal et
magnétique, N est une congtante de normalisation, r est la distance de I'électron au
noyau atomique, ( est I'exponentielle orbitale (exposant de Slater, @erminant la taille

de l'orbitale) et Y| m(0,d) sont les harmoniques sphériques. Elles décroissent de maniére
exponentielle lorsque la distance au hoyau augmente. Elles sont plus précises au niveau
du noyau mais nécessitent plus de temps de calcul. Elles ont été approximées comme
des combinaisons linéaires d'orbitales gaussiennes ce qui a conduit a de grandes
économies en temps de calcul puisgue le recouvrement, ains que d'autres intégrales par
ailleurs, sont alors plus facile a calculer. Comme exemple notons les bases minimales
STO-nG ou les orbitales de coaur et de valence sont représentées par le méme nombre
de fonctions primitives gaussiennes. Ains, les éléments d'une base STO-3G pour les
orbitales de I'atome de carbone 1s, 2s et 2p (px, Py, Pz) sont tous des combinaisons

linéaires de trois fonctions gaussiennes primitives.

IV.2.3.b. Les Orbitalesde Type Gaussienne (GTO):
Laforme générale caractéristique des gaussi ennes primitives (PGTO) est:
;{'Fﬁ v = ;{;.li‘.:'.'i.' {'F‘-" ﬂ-“ @j = ‘II" }'.'{ ﬁ-“ f-‘r'ﬂrzn_:_; e 3 | (6)

Pour décrire les régions proches du noyau avec pertinence, il est nécessaire d’ utiliser

une combinaison linéaire des gaussiennes primitives appel ée "gaussienne contracté

(CGTO) qui sécrit sous laforme:
00T o PETO
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dx étant le coefficient de contraction de la gaussienne primitive

Lareprésentation de chaque orbitale atomique (OA) peut se faire selon:

- Une base minimale est une description de OA par une seule fonction gaussienne;

- Une base Multiple-Zéta est une description de chaque OA par plusieurs fonctions
gaussiennes (Double Zéta "DZ", Triple Zéta "TZ", Quadruple Zéta ".QZ"...). Cette
démultiplication du nombre d'OAs permet de mieux décrire la répartition anisotrope des
électrons dans I'espace. Par exemple |'atome de C dans une base DZ est décrit par 10
OAs: 1s,1s,2s, 2s,2px,2px' ,2py, 2pYy',2pz,2pz'

» Basesa valences sépar ées (Split Valence):
La démultiplication concerne seulement |a couche de valence, on lanomme aussi
multiple zéta de valence (ou en anglais Split Valence Multiple Zéta "SV-MZ"). Les
bases usuelles de bonne qualité sont "DZ" ou "TZ". Par exemple, pour le carbone, une
base « Split Valence Double Zéta » utilisera les neuf OAs: 1s, 2s, 2S,2pX, 2pX’' ,2py,
2py',2pz,2p7'
Les notations pour les bases «a valence séparée» sont typiquement X-YZWG [8]. X
représente le nombre de PGTO utilisées pour décrire les orbitales de coaur pour les
atomes lourds (autre que I'hydrogéene). G indique que la fonction est de type gaussienne.
Le nombre de chiffres apres le trait d'union permettent de d'écrire en combien de
fonctions de bases sont décrites les orbitales de valence (deux chiffres "Y et Z"
indiquent une base DZ a valence séparée, trois 'Y, Z et W" indiquent une base TZ a
valence séparée,..) et combien de PGTO interviennent dans celles-ci. Comme exemple,
citons quel ques bases communes:
» 3-21G: C'est une base DZ a valence séparée (SV-DZ), ce qui Signifie que chaque OA
de coaur est représentée par une contraction de 3 PGTO les orbitales de valence sont
représentées par une base DZ ou |'une des orbitales résulte de la contraction de 2 PGTO
et ['autre est une gaussienne simple.
* 6-31G: SV-DZ également. Les orbitales de coaur sont décrites par 6 PGTO, celles de
valence par deux fonctions de base formées respectivement de 3 et 1 PGTO.
* 6-311G: SV-TZ. Lesorbitales de coaur sont décrites par contraction de 6 PGTO, celles
de valence sont représentées par trois fonctions de base formées respectivement de 3,1
et 1 PGTO.

45



Par ailleurs, la flexibilité de la base peut étre augmentée par gjout de fonctions de

polarisation et de fonctions diffuses.

» Fonctions de polarisation:
Elles donnent a la densité électronique un maximum de plasticité en tenant compte de la
déformation des orbitales de valence lors de la déformation de la molécule. Elles sont
trés utiles pour une bonne description des grandeurs telles que I’ énergie de dissociation,
les moments dipolaires et multipolaires,...etc. Ceci se fait en gjoutant a la couche de
valence des fonctions de nombre quantique "I" supérieur: Orbitales p, d .pour H, d, f, g
pour les atomes de la deuxieme période etc. Les fonctions de polarisations sont
symbolisées par des"*" dansle nom de labase aprésle G. Exemples:
6-31G*: Sécrit auss 6-31G(d), €elle correspond a SV-DZ 6-31G avec gout d'une
fonction d aux atomes lourds.
6-31G**: Sécrit auss 6-31G (d,p), elle correspond a SV-DZ 6-31G avec gjout d'une
fonction d aux atomes lourds et p a ceux H.

» Fonctions diffuses:

Ce sont des fonctions gaussiennes avec un petit exposant qui augmentent la taille du
nuage électronique et permettent de mieux décrire les parties des OMs éloignées des
noyaux. Elles sont particulierement importantes lorsque I'on considére des anions, des
molécules avec doublets libres, des interactions a longue distance (les interactions de
van der Waals, par exemple) et sont fréquemment utilisées pour le calcul des propriétés
telles que les moments dipolaires ou la polarisabilité. Habituellement, les fonctions
diffuses sont de type set p.

Elles sont représentées par un signe "+" ou deux plus "++" placés avant le" G". Le
premier indigue I'gjout de fonctions diffuses s et p sur les atomes lourds et le deuxiéme
signifie que des fonctions diffuses s sont aussi gjoutées aux atomes légers (hydrogene et

hélium). Comme exemple citons les bases. 3-21+G, 6-31+G, 6-31++G.

1V.2.2. Les méthodes semi-empiriques
Ces méthodes peuvent étre divisées selon que I’ on nous dicte lathéorie, en deux
classes:

1- Lapremiére classe consiste al’ application delaloi de Huckel éendue[9].
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2- La deuxiéme classe contient un trés grand nombre de méthodes connues sous
différents acronymestels que: PM3, AM1 [10], MNDO [11,12], CNDO [13-15], INDO
[16], MMDO, PNDO.

Il est a noter que I’ application de ce type de méthode de calcul est limitée. On voit
généralement son intervention dans le domaine de la chimie organométallique ou bien
inorganique. Elle ne concerne pas le domaine de la biochimie ou de la chimie organique
(macromolécules et protéines). Dans notre travail, nous avons utilise comme méthode
de base la PM3. Cette méthode est une reparamétrisation des deux méhodes MNDO et

AM1 dont nous allons exposer |eurs particul arités dans ce qui suit.

A) La méthode PM 3 : Cette méthode est une extension de la méthode MNDO et AM1
(le chiffre 3 signifie la classe de la paramétrisation et ce aprées MNDO). Les éléments
condgtitutifs de I’Hamiltonien PM3 [17] sont pareils a ceux de la méthode AM1 sauf que
la paramétrisation est automatique lorsqu'on applique la méhode PM3. Plusieurs
paramétres concernant la méthode AM1sont issus de la connaissance préalable en
chimie appliquée. Des différences peuvent alors exister entre les résultats correspondant
aux deux méthodes semi-empiriques. Le degré d'exactitude des prédictions
thermodynamiques et structurales est presque identique, néanmoins la méthode PM3
peut présenter quelques divergences surtout lorsqu’il s agit de la barriere de rotation de
la liaison amide éant presgue négligeable et inexistante dans certains cas particuliers.
L’ utilisation du potentiel de torsion empirique s avere indispensable pour corriger ce
genre de problemes. Le modele a été récemment étendu pour inclure les métaux de
transition(PM3/tm) [18]. D'autres paramétrisations de la méthode PM3 ont donné celle
PM6 englobant plus de 70 éléments[19, 20].

B) La méthode AM1: La méthode Austin Model est la seconde théorie semi-
empirique présentée par le groupe Dewar (1985). Elle a éé concue dans le but
d’éliminer les problémes liés a la surestimation des interactions des répulsions entre les
électrons lors des calculs MNDO. L’utilisation des fonctions gaussiennes pour la

répulsion et | attraction était la base de la modification des termes coaur-coaur.

C) La méthode MNDO : Cette méthode a eu un tres grand succes quand €ele fut
introduite mais par la suite quelques limitations sont apparues. Par exemple, les chaleurs

de formation des molécules insaturées étaient positives, les angles de liaison étaient
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larges. La raison est due a la male prédiction des ions causée par |’ approximation

engendrée par la méhode INDO.

D) La méthode PM 6:

C’est 1a cinquiéme méthode du groupe James J P Stewart aprées, MNDO, AM1, PM3 et
SAM1 (Les méthodes PM4 et PM5 n'ont pas été publiées). La PM6 a permis de
paramétriser plus de 70 ééments, c'est donc une méthode plus compléte.

Malgré la difficulté apparente des méthodes semi-empiriques il y a seulement trois
sources d’ erreurs possibles :

- Les données de référence peuvent étre inexactes ou inadégquate

- Le set d’approximation peut inclure des prétentions peu réalistes ou inflexibles.

- Le processus de paramétrisation peut étre incompl et.

IV.2.3. Laméthode Hybride ONIOM

Malgreé les progres significatifs en matiére de méthodologie et de puissance de calcul, le
traitement théorique de grosses molécules ou des gros clusters restent souvent difficile
a entreprendre. Pour parer a ce probleme deux possibilités sont envisageables. Tout
d’ abord on peut réduire le systéme au maximum en ne considérant que le centre réactif.
On peut également choisir de traiter I’ensemble du systéme mais avec une méthode de
calculs moins colteuse de type empirique, semi-empirique ou de mécanique
moléculaire. L’utilisation de I’une ou I’autre de ces possibilités dépend des propriétés
recherchées aux dépens des autres. En modélisant le systéme par un tout petit agrégat,
on perdra toutes les interactions a plus longues distances aussi bien électroniques que
stériques alors qu’en choisissant de traiter I'ensemble du systéme avec une méhode
moins colteuse on perdraen précision et en qualité.

Dans les années 90, les méthodes de calculs dites « mixtes », couplant la mécanique
quantique (QM) et la mécanique moléculaire (MM), ont fait leur apparition sous le nom
de méthodes QM / MM. L’intérét de ces approches et de traiter simultanément, mais
selon des méthodes distinctes, les différentes parties d'un systeme en fonction des
propriétés recherchées. A titre d'exemple, s I’on souhaite étudier le site actif d’'une
protéine ou d’ une surface pour la catalyse, on pourra considérer que seuls les atomes les
plus proches de ce site auront un effet électronique tandis que le reste du systeme n’ aura
gu’ un effet stérique et / ou éectrostatique.
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Ains, on pourra séparer le systéme en deux parties : i) le site actif nécessitant une
description fine sera traité par chimie quantique ; ii) le reste du systéme sera quant a lui
traité par mécanique moléculaire pour introduire les effets stériques et éectrostatiques.
Différents procédés ont é&é mis au point et la méthode ONIOM (our Own N-layer
Integrated molecular Orbital and molecular Mechanics) développée par Morokuma et al
[21,22] plus générale, est implémentée dans le code commercial Gaussian. Cette
méthode permet de traiter un systéme en deux (ONIOM2) ou trois (ONIOM3) niveaux
de théories différents.

Dans un systéme a 2 couches, on parle de I'hybride ONIOM2, qui est auss
notée ONIOM (QM:MM) ou ONIOM (QM:QM") selon les niveaux de théorie combinés
(Figure. IV.2).

s \ ( R

MM QM'

Figure. V.2 : Représentation schématique de la partition du systéme en deux régions, a
niveaux de calcul différents, dans la méhode ONIOM (QM:MM) et ONIOM (QM:QM")

L'extrapolation de I'énergie totale est obtenue a partir de trois calculs indépendants
(Fgure. IV.3):
Eoniom = E (high, model) + (E low, red) - E(low, model) (8)

"high" et "low" correspondent respectivement au niveau de théorie supérieur et
inférieur, "real" au systeme réel contenant tous les atomes et calculé au niveau bas et
"model" au systeme modeél e représentant la partie active traité au niveau supérieur et qui
doit étre auss traité au niveau inférieur. Aing, la différence entre les deux derniers
termes E (low, real) - E (low, model) permet alafois, la description de larégion de bas

niveau ains que l'interaction entre les deux régions considérées [23].
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Figure. 1V.3. Schéma d'extrapolation pour un systéme moléculaire, lors d'un calcul
ONIOM2 et ONIOM3[22].

La partie la plus délicate du calcul est le traitement des zones frontieres entre la partie
haute et la partie basse. Lorsgue les calculs sur la partie haute sont effectués, la partie
basse est absente et I’on peut donc créer artificiellement des liaisons pendantes. Afin de
contourner le probleme de ce systéme chimiquement non réaiste, des atomes
d’ hydrogene sont gjoutés afin de saturer le modele.
Tout I"intérét de cette méthode réside dans le choix du découpage entre partie haute et
partie basse et des niveaux de théories. Le but étant que le temps nécessaire pour
effectuer les trois calculs ONIOM soit inférieur a celui qu'il faudrait pour calculer le
systéme réel en haut niveau de théorie. L' utilisation de cette méthode permet de
travailler sur des systemes plus importants, limitant ains les effets de taille ou de bords,
mai's tout en contrélant le temps de calcul.

En général, dans ce type de calcul, le couplage entre les régions (QM:MM) et (QM:QM")
doit étre capable de traiter les interactions liantes et non- liantes (Van der Waals et
€l ectrostati ques).

IV.2.4. L’analyse NBO (Natural Bond Or bital)

Dans|’analyse NBO, les interactions donneur—accepteur (liant—antiliant) sont prises en
considération en examinant les interactions possibles entre les NBOs occupés
(donneurs) type de Lewis et les NBOs inoccupés (accepteurs) non-Lewis et
I’ estimation de leurs énergies par la théorie de |a perturbation de deuxieme ordre. Pour
chague NBO (i) donneur et NBO (j) accepteur, I’énergie de stabilisation E liée a la
délocalisation dei versj, est explicitement estimée par |'équation suivante [24]:
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F@)?

|~ & (9)

E(2)=AE; =gq

Ou qi est I'occupation de I’ orbitale donneur, F(i,j) est I’ opérateur de Fock et i, €] sont

les énergies des orbitales NBOs.

IV.3. Conclusion:

La modélisation moléculaire est une application des méthodes théoriques de
calcul pour résoudre des problemes impliquant la structure moléculaire et la réactivité
chimique. L’ambition d’un chimiste théoricien est d étre capable de prédire, confirmer
ou réinterpréter I'expérience a laide de la modédisation moléculaire. En effet, la
persévérance des chercheurs, et surtout la puissance de leurs moyens informatiques

jouent en faveur de la chimie théorigque, et son champ d'application.
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DEUXIEME PARTIE

Résultats & Discussion



Chapitre |

Synthese et Caractérisation des Conjugués
Sulfonamides-Acide Lipoique



[.1-INTRODUCTION

Récemment, il a éé montré que I’ ACIX contribue a I'acidification de I'environnement
des tumeurs, en catal ysant efficacement I'hydratation de I'anhydride carbonique avec son
site actif extracellulaire, menant a I'acquisition des phénotypes méastasique et au
chimiorés stance envers les drogues anticancéreuses de nature faiblement bas ques.

Outre son réle dans le contrle du pH des tumeurs, il est auss évident que I’ ACIX peut
influencer d'autres processus dans le microenvironnement des cellules tumoraes provoquant
aing laprolifération, I'invasion, et lamétastase de ces cellules.

Les sulfamides et leurs produits de transformation sont connus depuis longtemps par la
richesse et la diversité de leurs propriétés pharmacologiques ains que par leur large
spectre d'activités. Cependant, cette famille de molécules souffre d’un inconvénient
majeur qui est sa faible hydrosolubilité et son mauvaisindex thérapeutique.

De nombreux travaux ont montré qu’ une grande famille de sulfonamides s averent
présenter une activité inhibitrice accrue vis-a-vis de I’AC .Mais un nombre important
d’inhibiteurs appartenant a cette classe chimique disponibles actuellement en
thérapeutique, présentent beaucoup d'effets secondaires principalement dus a leur
manque de sélectivité surtout par rapport aux isoenzymes | et 11 de I'anhydrase carbonique
omniprésents dans |’ organisme [1].

Le développement dinhibiteurs efficaces et plus sélectifs pour I’ ACIX appartenant aux
classes chimiques diverses, pour I'utilisation dans le management (diagnostique et
traitement) des tumeurs hypoxique, représente actuellement un grand défit clinique.

Les recherches actuelles s orientent vers la découverte de nouvelles molécules mais
auss vers|'amélioration de I efficacité des mol écules existantes.

Etant donné I'intérét ataché aux conjuguées sulfonamides-acide lipoique candidats
potentiels pour le ciblage de I'anhydrase carbonique IX avec les caractérigiques
avantageuses de leurs parties lipoyle, susceptibles d'interférer sur les processus biologiques
ou pathologiques, un accent particulier a été apporté dans notre laboratoire a la synthese,

la caractérisation et I’ é&ude de ces composés.
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|.2-Fonction, propriétés physiques et chimiques del'Acide Lipoique

L'acide o-lipoique (LA) est une substance qui est produite naturellement
dans les plantes, les animaux et chez I'homme en petites quantités par le

clivage endogene del’acide Linoléique. (LA) est lié a certaines proténes et
de nombreuses et importantes enzymes

comme cofacteur

agit
mitochondriales [2].
] X
\
/W\ / <
' LipA !
-

Figurel. 1: Conversion du groupement octanoyle en groupement lipoyle par la protéine LipA
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Figurel. 2: Une proténeliée al’acide lipoique viaun bras espaceur

L'acide o-lipoique appelé auss acide thioctique ou, encore acide lipodomique. (acide
1,2-dithiolane-3-pentanoique), est un acide carboxylique (pKa = 5.10) et sa base
conjuguée est I'anion lipoate .Sous forme oxydée, il est de couleur jaune, alors que sous
forme réduite I’ acide dihydrolipoique(DHLA) (Figure.l.3), est incolore.
le diéthyléther et le

L'acide o-lipoique est soluble dans le méthanol, I’éthanol,
chloroforme et insoluble dans I’eau (127mg/l a 25°C).Sa température de fusion est de

47,5-48°C[3].
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Du fait de son atome de carbone chiral, LA adeux énantioméresR et S (Figure.l.4). La
forme naturelle est la forme R, la forme S est synthétique et pourrait avoir une activité
biologique plus faible que la forme R. La plupart des suppléments commerciaux sont

des racémiques.

Acide Dihydro lipoique (DHLA). Acide lipoique (LA).

L S

Figurel. 3: Structurede LA et du DHLA par différents modes graphiques
deslogiciels « Chem 2D et 3D »

R-(+)-LA

Figurel. 4 : Lesdeux énantiomeresR et S de I’ a-acide lipoique.
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L'acide lipoique est réduit, en particulier, dans les globules rouges, en acide
dihydrolipoique. Cette réaction est dépendante du NADPH, une forme active de
vitamine B3 [4].

L'acide lipoique est un composé non toxique possédant la particularité d'agir a la fois
dans des environnements hydro et liposolubles de I'organisme. En d'autres termes,
I'acide lipoique est un vecteur naturel qui peut accéder an’importe quelle partie de la
cellule]. 11 est un puissant antioxydant endogene et peut piéger les radicaux libres,
chélater les métaux et régénérer d autres antioxydants.

Le choix de I’acide lipoique comme motif de couplage intéressant, se trouve en effet
renforcée par la littérature décrivant ces dérivés comme étant des composés pouvant
produire des effets bénéfiques ou favorables dans |e traitement de certaines pathologies

notamment [5-12]:

Lestroubles cardiovasculaires et cérébrovasculaires
les maladies prolifératives et inflammatoires

Les maladies auto-immunes et virales.

Le cancer.

les maladies neurol ogi ques associ ées a des intoxications

YV V V V VYV V

toutes les pathol ogies caractérisées par une production ou un dysfonctionnement

de monoxyde d’ azote (NO).

|.3. Exemples de composés d’intér ét thérapeutique dérivésde al’Acide Lipoique
L'acide lipoique présente les caractéristiques chimiques uniques de posséder une
fonction disulfure cyclique a une extrémité de la molécule. Ce pont disulfure peut étre
rompu par une coupure réductrice de la liaison S-S. aboutissant enfin a des dérivés
thiolés trés actifs. Il présente auss a l'autre extrémité une fonction acide carboxylique,
ce qui rend cette molécules parfaitement compatible avec les différents couplages
(peptidiques, d’ estérification ....).

Et comme cela a é&é montré dans plusieurs travaux, la présence de |’ entité lipoyle dans
le squelette de certaine structure bioactives, qu’elle soit naturelle ou synthétique, lui

confere de multiples propriétés biol ogiques.
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En termes d'amélioration de I'activité anti-oxydante de cette molécule, un ensemble de
molécules hybrides ont été synthétistes dans le but d'améiorer son profil
pharmacocinétique et son efficacité thérapeutique.

En effet, une série d'esters (figure.l.5) obtenue par couplage de I'acide lipoique avec
des phénols doués d activité antioxydante a révélé un effet de synergie remarquable
[13].
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Figurel. 5: Nouvelles structures d’ esters obtenues par couplage de

I” acide lipoique avec des phénols.

La pégylation de I'acide lipoique (Fgure.l.6) a pour effet d’augmenter son

hydrosolubilité, ce qui améliore d' avantage ses propriétés pharmacol ogiques [14].
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Figure.l.6 : Nouveaux esters hydrosol ubles obtenus par pégylation
del’ acide lipoique.

La synthése et |'évaluation biologique de plusieurs séries de molécules
anticancéreuses dérivées de I'acide lipoique ont éé rapportées dans la littérature

[15].trois tétes de séries sont données sur lafigure.l.7 suivante:
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Figurel.7: Structures de molécules anticancéreuses dérivées de |'acide lipoique.

Parmi les nombreuses posshilités de développements offertes par |'acide
lipoique en tant qu’ agent thérapeutique, un accent particulier a été apporté pour la
synthése de nouveaux conjugués acide lipoique-chroman (Figure.l.8).

L' évaluation biologique de ces composés adéa permis d obtenir de meilleures

activités cardio-protectives et antioxydantes [16].
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Figure.l. 8 : Structures des chromans anal ogues de I'acide lipoique douées de
propriétés antioxydantes et Antiarrhythmiques

|.4. Couplage peptidique d’intér ét thérapeutique

Différentes méthodes de couplage, utilisées pour coupler une molécule biologique
d’intérét a une autre molécule ou a une particule, sont groupées en deux grandes
catégories : couplages covalents et couplages d’ affinité.

Les méthodes de couplage covalent utilisées en chimie biomoléculaire sont basées sur
des réactions entre groupes rencontrés fréquemment au sein des molécules
biologiquement actives, comme les amines primaires, les thiols, les carboxylates
....etc[17] .

Par exemple, la formation d'une liaison amide (pont peptidique) qui nous concerne

dans notre travail se réalise par une condensation entre une fonction acide et fonction
amine, il sagit d'une réaction acido-basique qui favorise laformation d'un sel (RCOO-,
R'NH3) au lieu de laformation de I'amide (RCONHR') (Schéma.l .1).

RCOOH +R'NH; =—————p» R'NH;" + RCOO" =tg——— RCONHR' + H,0

Schéma.l.1: Formation de laliaison amide.

Par conséquent, pour créer une liaison amide, il faut activer la fonction acide
carboxylique par un groupe partant fixé sur le carbonyle de |'acide correspondant.

Ensuite I'acide activé seracouplé al'amine:

Agent R'NH
activant 2 )
RCOOH _—_— ~— , RCOOX — 5 RCONHR

Schéma.l. 2: Activation et aminolyse d'un acide carboxylique

Diverses méthodes permettent |’ activation de la fonction acide carboxylique lors du

couplage en utilisant un halogéne, un azide, un imidazole, un anhydride (symétrique ou
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mixte), ou un ester activé. Le schéma général (Schéma.l.3) étroitement lié a mes
réactions de couplage, illustre la réaction deconjugaison entre un carboxylate active par
EDC/NHS (1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide Nhydroxysuccinimide)

et une amine primaire aboutissant a une liaison amide [18].

cl’
e 5.9
-_S:O
1 N
¢ Kf/ S O on o @NHE
[’N(EDC) \/H i (Sulfo-NHS) 0.¢
O. 0o 0 (0]
. b oMY e gy

Schéma.l.3: Réaction entre un carboxylate et une amine. Le carboxylate est d'abord activé par
EDC/NHS pour réagir avec I’amine. Les boules 1 et 2 représentent |es molécules d' intérét

| .5.Activité biologique des composés peptidiques

Les composés portant des liens peptidiques trouvent de nombreux débouchés
d’ application dans le domaine pharmaceutiques. Dans ce contexte, de grosses sociétés
pharmaceutiques investissent dans la recherche peptidique pour ouvrir de nouvelles
perspectives thérapeutiques. Ces molécules sont intensivement utilisées a cause de
leurs diverses activités biologiques [19,20]. En effet, dans la chimiothérapie
anticancéreuse, |’ activation d’une prodrogue (libération du principe actif) peut se faire
a I'aide d'enzymes associées a certaines tumeurs, telles que les protéases, la
glucuronidase et les carboxylestérases. Le choix de I’ espaceur dépend de la nature de la
tumeur et donc des enzymes surexprimeées a ce niveau. A titre d’exemple, I’ espaceur
peptidique « Phe-Ala-Ala-Phe(NO2)-Phe-Val-Leu-OM4P » semble étre un bon substrat
pour la cathepsine D, qui est surexprimée au niveau extracellulaire des tumeurs [21].
Dans une autre étude brevetée par Trouet et al, les auteurs revendiquent des conjugués
d’ anticancéreux (ex. la doxorubicine) couplés a des séquences peptidiques: L-Alanyl, L-
Leucyl et L-Phenylalanyl.[22] Dans ce cas, I’ hydrolyse de |a liaison espaceur-PA se fait

gréce aux peptidases spécifiques et/ou non spécifiques.
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Les peptides vecteurs CPPs (Cell Penetrating Peptides) constituent une autre possibilité
d'utilisation thérapeutique. Il a été constaté que le dipeptide (CA-Pro-His-NH2)
montre une forte activité anti-oxydante [23, 24].

I o D
N
N '-,Jf,,”/ /fn,.‘ NH,
0 © N>
NH
OH
. HO J

Figurel.9: Le(CPPs) un antioxydant peptidique.

Plusieurs peptides anticancéreux ont été identifiés dans plusieurs sources (micro-
organismes, plantes, hydrolyse protéique des produits alimentaires...etc), Par exemple
Le Bortezomib ou Velcade® est le premier inhibiteur de protéasome approuvé par la
FDA pour le traitement de myélome multiple en 2003 et du lymphome en 2006 [25].

Le point fort du Bortezomib est son action ciblée sur les cellules cancéreuses.
L’'apoptose provoquée par cette molécule est caractérisée par une augmentation de
I’ expression de NOXA (protéine pro-apoptotique de la famille BH-3) [26].

-

HO\ /OH

B
)\) N
-"f;NH \

@]
=z

e J

Figure.l.10 : lastructure de Bortezomib.
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|.6. Peptides Naturels

Le milieu naturel a toujours été une source trés importante de molécules bioactives. |l
est trés riche en différentes classes de composés chimiques telle que: les alcaloides, les
terpénes, les flavonoides et les peptides. Ces derniers représentent une source
d’inspiration pour le développement de nouveau agents thérapeuti ques.

Dans la nature, | es dipeptides linéaires se trouvent comme des molécules antitumoral es,
¢’ est notamment le cas du composé IM862, qui est un dipeptide naturel, formédu : L-
Glu-L-Trp, également appelé glufanide. Il a été isolé pour la premiére fois par le
Laboratoire PEPTOS, en Russie, qui Sintéressait aux peptides pharmacologiquement

actifs. Initialement isolé du thymus de veau, il aété ensuite obtenu par synthese [27].

NH

H'N\)J\ OH

Iz

O OH

Figurel.11: Dipeptide linéaire le glufanide .

Un autre exemple: le tripeptide de la famille des hemiasterlines, issues d’'éponges,
provogue I’ inhibition de la polymérisation de la tubuline ainsi que la dépolymérisation
des microtubules existants, I’inhibition de la mitose et donc de la prolifération cellulaire
[29].
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Figure.l.12: Structure d’un tripeptide naturel de lafamille des hemiasterlines

[.7. Les peptidomimétiques

La premiere définition d'un peptidomimétique a été donnée par Gant [29] en 1994, il le
définit comme une molécule présentant des anal ogies structurelles avec le peptide natif,
nécessaire al'interaction avec le récepteur adéquat.

C'est le cas de |a Betastatine et I’ Amastatine : substances peptidomimeétiques douées
d une trés bonne stéréoselectivité.

OH
- H
HN. A~_ _N_ _COOH

A

Betastatine: inhibiteur de la leucine aminopeptidase membranaire (APM)

" \)LIF 1o

~~COH

L. >y

-

Amastatine: inhibitrice de la LAP (leucine aminopeptidase)

Figurel. 13: exemples de peptidomimétiques
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En effet, les peptidomimétiques présentent de nombreux avantages par rapport aux

produits naturels [30]. Ces avantages sont notamment :

v
v
v

Une stabilité métabolique et une affinité accrue.

Une forte absorption au niveau des membranes intestinales.

Une faible digestion par les enzymes protéolytiques, ainsi qu’ une distribution
homogéne dans |e systéme immunitaire.

De bonnes affinités, spécificités et séectivités avec les récepteurs biologiques.
Peu d effets secondaires.

[.8. Synthése de Conjugués Sulfonamides-Acide Lipoique.

Compte tenu de I'intérét pharmacologique présenté par la série de conjugués

sulfonamides-acide lipoique inhibiteurs de |'anhydrase carbonique (1X) [31], et dont les

structures sont données ci-dessous(Figure.l.14), nous réservons cette partie pour leurs

synthese et caractérisations.

4 I
o0
/ /S\N/
H | q

nI |ref

Xa

\ J

Figure.l. 14: Structure générale des conjugués. sulfonamides-acide lipoique synthétisés.

En effet, ces composés sont obtenus avec un bon rendement par le couplage d une série

de sulfonamides avec I’ acide lipoique dans le DMA (diméthylacétamide) en présence
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de I'EDCI (1-éthyl-3-(3 -diméthylaminopropyl) carbodiimide ) e du DMAP (4-
diméthylamino pyridine) a température ambiante (Schéma .l.4).

L’emploi des carbodiimides tels que le DCC (1,3-dicyclohéxylcarbodiimide) ou I’'EDCI
(1-éthyl-3-(3' -diméthylaminopropyl)carbodiimide) pour la formation d une fonction
amide est un moyen éprouve et trés connu en synthese peptidique[32, 33] ; Cependant
ce procédé s accompagne souvent de réactions secondaires qui peuvent compliquer

I’isolement des produits désirés tout en diminuant considérablement leurs rendements.

acide lipoique Conjugués arylsulfonamides-acide lipoique
' %L R
P . 9 ' l,swx
N SN mwk DMA, DMAP / \ H
. OH ————p S SN
I/\l H EDCI Ng”” DR AN
NN S_g |
1]

CO, » HO =2 H' » HCO,

¥ _(:A. X n R ref

andsulfonamides . Qo @ ,
\‘)\ “ 1 0 H Xa

‘ ~ \ \Cancer cell Y
b /) \ €9 | I H Xb

e CO, * HO e= M + HCO, .
— M . ]
HO L 2 H  xe
B ‘/ pH~72
" | Gryootyun

¥ 2 pH,~0.8
2]

Schéma.l.4: Acceés aux conjugués. sulfonamides -acide lipoique inhibiteurs de I’ ACIX

Le mécanisme général faisant intervenir ces réactions est présenté sur le schéma
1.5 suivant:
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Schéma.l.5: Mécanisme du couplage peptidique faisant intervenir des réactions parasites.

L’acide 1 réagit avec le carbodiimide pour conduirre au produit clé: I’ O-acylisourée 2
considéré comme un ester carboxylique possédant un groupement activé facilement
partant ; ensuite, I’ O-acylisourée obtenu réagit avec les amines pour donner I’amide
désiré 3 et I'urée 4. Cependant, le composé intermédiaire O-acylisourée peut réagir
également avec un acide carboxylique additionnd 1 pour produire un anhydride d’ acide
5 lequel peu réagir ultérieurement avec une amine pour donner I’amide désiré 3.

La réaction qui implique le réarrangement de I’ O-acylisourée 2 au N-acylurée 6 et la
réaction indésirable principale.

L’optimisation de cette réaction par la mise au point de nouvelle conditions
expérimentales qui consiste a utiliser I'EDCI comme agent déshydratant en présence du
DMAP en tant que catalyseur dans le DMA, nous a permis d'accéder aux produits

désirés avec des rendements sati sfai sants.
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Et dans ce cas, le mécanisme réactionnel probable est |e suivant : L'attaque nucléophile de
I'acide lipoique sur I'EDCI conduit & une O-acylisourée intermeédiaire.

L'attaque de l'amine primaire sur le carbonyle activé de ce dernier suivi d'un
réarrangement conduit alaformation de laliaison peptidique et alalibération du produit
N, N’ -éthyldiméthylaminopropylurée (EDU).

4 ™
Rl 'R‘

N’ O N
Ri— I g I

1 \ C —_— R1/ \O/C\NH R’ =C,He o

o N

' .. R" R™= (Ol “Ney

H N< R" (o-acylisourée) 3

R, - (CHy) 4

(EDCI) S-S —.2..0

R; = ((‘.H:}H—U—S\NIR

H

-RI
o) N R
I | H-0) N P NN
- _C | I R,—C + A NS R
R 4 S0~ >NH —» — N R'
1 ( | R/?“@_;(C"‘“NH a0
H\ H R" 1R’N‘H |RI_ H (EDU)
N 2
4,
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Schéma.l. 6 : Mécanisme du couplage des sulfonamides avec |’ acide lipoique en présence de la
triade : EDCI, DMA et DMAP.

1.9. Car actérisations des composés obtenus

Les caractéristiques spectroscopiques des composés obtenus sont en accord avec les
structures prévues pour ces composés. En effet, la série des quatre composes obtenus a
été observée par spectrométrie de masse qui donne des pics moléculaires parfaitement

en accord avec |es masses des structures proposees (Figures; 1.15, 1.16).
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Figure.l.16: Spectre de masse MS-ES des composé (Xc)

En RMN'H obtenu dans le DMSO, les spectres des conjugués (Xa), (Xb) et (Xc)
présentent des allures générales assez comparable données sur les Figures.1.17 et 1.18.

Par exemple, pour les composés (Xa, Xb et Xc), on constate en particulier que le proton
N-H de laliaison peptidique est mis en évidence par |’ apparition d’ un signal sous forme
de triplet entre 7.35 et 10.23 ppm, par contre le signa intense allure de singulet
apparaissant entre 7.24 et 7.32 ppm est attribué aux protons NH;, du groupement
sulfonamide. Les signaux des protons aromatiques sont observés entre 7.38 et 7.76

ppm.

69



{ ‘

B.44
B.42
8.41

AT
842

3.61
3.61
3.59
3.58
—3.3
—317
3.13
3.08
2.50
2.39
2.38
2.36
2.33
—2.08

j

A3
430

H . J— .
D) H2NOZS—©/\N-CEW\) m| o

7.32 | | 2.14 | 1.55

B (d) || C (d) E (d) F(tt) || | G (ddt) H (tt) J(dg)| |K(m
[ 7.76 || 7.40 431 3611 315 | 2.39 | 185 |

M (m)
DMSO 1.67

H:0 —

=

207
206

o "'”_I L__

T T T
4 35

=1
n 2‘1441
18—

5 4.5
1 {ppm)

Figure.l.17: Spectres RMN *H des composés (Xa), (Xb) dans le DM SO-d6.
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Figure.l.18: Spectre RMN *H de composé (Xc), dans le DM SO-d6.

Sur les spectres RMN *3C dans le DM SO-ds, enregistrés & température ambiante,

Et pour les mémes composeés (Xa, Xb et Xc), par exemple, on constate |’ apparition d’un
signal entre 171.69 et 172.25 ppm caractéristique du carbone du groupement C=0 de la
fonction amide, quatre signaux entre 118.47et 143.83 ppm correspondants aux
carbones aromatiques.Les signaux Situés vers la zone des champs plus forts

correspondent aux carbones aliphatiques (Figures : 1.19, 1.20).
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Figurel.19: Spectre RMN 13C du composé (Xa)
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Figurel.20 : Spectres RMN 13C des compose ( (Xb) et (Xc) dansle DM SO-d6.

Le tableau suivant regroupe certai nes caractéri stiques physi co-chimiques des

conjugués obtenus.
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Tableau.l.1: Rendements et caractéristiques physi co-chimiques des conjugués
sulfonamides acide lipoique (X) préparés.

Rdt | Rf Tf MS RMN'H RMN MC
(%) | DCM "C) (ESI/ESI) {4 en ppm) (3 en ppm)
MeOH DMSO-d6 DMSO-dé
Xa 40 042 176 359,17 [M-HT H‘.EI 10233 C=01(171.69)
394,99 M+CI] | Hgal724) C-Ph 1‘1181'1;'
H_(7.74 =i
o WME | Caliph(24.67-
H ]_51.-1._—_':.6:-} 56.06)
Xb 66 0.35 124 | 37327[MH] | H, 842) C=0(172.25)
782.99[2M=C1] | H._. (7.32 C-Ph(125.70-
o oo 143.83)
H_ (7.40-7.76
2L o (05055617
&M]'Jj.'l'J] * )
¢ 68 0.88 | 131° | 411,04 H,. 7.91) C=0 (172.17)
[M—I\'a]_ H. "/}'_30} C—th]:j.ﬁ:—
_ “”-"’*“:’“'_2 . 143.81)-
423, 06[M~+Cl H_ (7.38-7.73
OOIMFAL 1 B (138120 | ¢ (04.9656.09
H, .(13236) sliph
Xd 78 0.76 147 | 466.54,442.63 | 7.75(d.2H)
7.41(d. 2H)
7.35 (s, 1H) X
6.87 (d. 1H)
6.81 (d. 1H)

[.10. Conclugon

Dans ce chapitre, nous avons rapporté les principa es propri étés physico-chimiques et

pharmacol ogiques de I’ acide lipoique ains que certains de ses dérivés d' intérét

thérapeutique. Ensuite nous avons décrit le couplage peptidique et ses applications pour

accéder a différentes structures bioactives. Par ailleurs, et en vu de leur éude exp&imentale

au moyen des méthodes spectroscopiques, un accent particulier a été apporté ala synthése

et la caracté&rigiques d' une sfrie de conjugués sulfonamides- acide lipoique candidats

potentiels pour le ciblage de I'Anhydrase Carbonique (1X).
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Chapitre ||

Etude par Spectroscopie UV-Visible et IR
de la Complexation du Conjugué SULPA
avec la p-Cyclodextrine



[1.1. Introduction

L’ étude des propriétés physi co-chimiques des complexes d'inclusion congtitue une large
partie de la chimie supramoléculaire moderne. La premiére étape consste a
déterminer la stoxhiométrie du complexe formé. Apres avoir déterminé la
stochiométrie du complexe, il faut évaluer la constante d association du complexe qui
refléte les force d’interaction entre les deux espéces moléculaires (molécule invitée —
mol écule cage) formant le complexe d’inclusion et permet de connaitre la proportion de
la mol écule complexée. Un certain nombre de méthode physi co-chimiques décrites dans
la littérature sont utilisées pour déterminer la constante d’ association, elles reposent sur
les techniques suivantes: RMN, spectroscopie UV-Visible et IR, éectrophorése
capillaire, potentiométrie, fluorimétries, solubilité, ...etc.

Nous avons vu dans la partie bibliographique gue les CDs jouent un role tres important
dans la formulation de médicaments faiblement solubles dans I'eau par amélioration de
leur solubilité et/ou leur dissolution en formant des complexes dinclusion.

En effet, I'intérieur de la cavité apporte un micro-environnement lipophile dans lequel
peuvent se placer des molécules hydrophobes comme e cas de notre molécule SULPA.
Lorsgue les molécules organiques sont introduites a I’intérieur de la cavité de la B-CD
en solution aqueuse, les molécules d'eau sont expulsées en solution. Cette forte
interaction hydrophobe conduit a la formation des complexes d'inclusion. Des
modifications du comportement physico-chimique de I'invité se trouvent modifiées par
son inclusion dans la cavité hydrophobe de la -CD.

La caractérisation par spectroscopie UV-Visible et IR peut étre donc utilisée afin de
mettre en évidence le phénomeéne de I'inclusion de la molécule invitée considérée par
rapport a ces caractéristiques d origines [1].

Dans cette partie, nous présentons les résultats de mise en évidence et de caractérisation
du complexe d’inclusion de la molécule SULPA avec I§ -CD en solution et a |’ état

solide par les techniques spectroscopiques UV-Visible et IR.
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[1.2. Etude en Solution des Complexes d'Inclusion B-CD/SUL PA

Cette étude comprend la mise en évidence de la formation du complexe d'inclusion B-
CD/SULPA et la détermination de sa steechiométrie ainsi que sa constante de stabilité. La
complexation en solution a été suivie par spectroscopie UV-Visible a
température ambiante dans |’ acétonitrile. A I’aide d’ une sonde ultrason (sonificateur)
de fréguence bien modulée, des quantités équivalentes de B-CD et de la molécule
invités SULPA sont agitées a température ambiante pendant un laps de temps
jusqu’ a atteindre un équilibre dynamique entre la forme libre et la forme complexée

de lamolécule invités[2].

11.2.1 Miseen Evidence de la formation descomplexesd'inclusion - p CD/SUL PA
Une analyse compléte du phénoméne de complexation doit prouver la réalité du
processus d’inclusion de la molécule invitée SULPA dans la cavité de la molécule hote
(B-CD), qui permettra par la suite de déterminer la stoechiométrie du complexe et sa
constante d’ association en solution.

La B-CD est un compose de choix pour I’inclusion de molécules hydrophobes ala
condition que la taille de ces molécules invités s adapte aux dimensions internes de la
cavité de la molécule héte. La B-CD peut ains inclure partiellement ou en totalité un
compose invité, ce qui donne alors lieu alaformation de complexes d'inclusion.

La technique utilisée pour mettre en évidence la formation du complexe f
CD/SULPA, consiste & comparer les spectres d'absorption de la B-CD et du SULPA
avec le spectre de leur complexe correspondant dans les mémes conditions, sachant que la
formation du complexe est accompagnée par une perturbation spectrale.

Nous illustrons sur la figure.ll.1 les spectres enregistrés par spectroscopie UV-
Visible dans I’ acétonitrile a température ambiante des solutions équimolaires 1.00 x
10°M delap—CD, du SULPA et de leur complexe attendu.

L’ acétonitrile n'entrant pas en compétition avec le soluté pour s'inclure dans la
cavité hydrophobe de la  -CD, en raison de sa grande polarité (€ = 36.2, 25° C) et son
petit gabari.

La présence du phénomene d'inclusion est démontrée sans ambiguité parla comparaison
des spectres d'absorption par spectroscopie UV-Visible dela B-CD et de SULPA
seules avec celui de leur mélange. En effet, la molécule hote et invitée donnent

chacune des signaux discernables pour les formes libres et complexées.
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Figure.ll.1l: Mise en évidence de laformation du complexe d’inclusion -CD/SULPA dans
I'acétonitrile 21.00 x 10°M. a-CD libre, b- SULPA, c- Complexe B-CD-SULPA

Tout d'abord la B-CD présente une bande large située a A=264 nm avec une faible
absorption (Abs= 0,041).Le spectre de SULPA absorbent a A=226 nm, Par contre
le complexe a un spectre d'absorption avec un maximum a A= 224nm tout a fait
différent de ses précurseurs.

En revanche, on constate que la molécule invitée SULPA libre et son complexe B-
CD/SULPA donnent chacune deux bandes d’ absorption intenses et discernables dues
aux transitions 7- ¥ et n- ¥ et que la nouvelle bande dans |le complexe montre une
diminution significative de son absorbance et qu’'un effet hypochrome est observé
indiquant la formation d’ une nouvelle espéce.

En conclusion, la formation d’un complexe d’inclusion entre la molécule
SULPA et 1a B-CD est mise en évidence sans ambiguité par ladifférence entre les
spectres des deux composés de départ et celui du complexe: il y a apparition
d'une nouvelle bande d'absorption caractéristique dont le maximum est
différent de celui des réactifs. Un déplacement hypochrome est nettement
visible dans le spectre du complexe. Ces résultats fournissent une preuve directe de la
formation du complexe dinclusion B-CD /SULPAdans |'acétonitrile a température

ambiante.
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[1.2.2. Déter mination de la stoechiométrie

La détermination de la stoechiomitrie du complexe d'inclusion B-CD-SULPA a été
effectuée par deux méthodes. la méthode des variations continues et la méthode des

rapports molaires, dont la plus performante est la méthode de Job [3].

[1.2.2.1. La Méthode des Variations Continues (ou méthode de Jab)

C’ est une méthode générale qui ne dépend pas de la technique d’ étude des complexes
mais impose seulement qu’'un paramétre expérimental lié a la complexation doit
évoluer avec letemps|[4].

Pour déterminer la stoechiométrie des complexes dincluspn -CD/SULPA selon la
méthode de Job, nous avons fait varier la teneur en f-CD de maniére a obtenir une série
de solutions, dans lesquelles sa fraction molaire varie entre 0.10 et 0.90 (figure.ll.2),
tout en conservant la somme des concentrations de la molécule SULPA et de la 3-CD
constante, et nous avons mesuré |’ absorbance maximale due a I’ interaction entre ces
deux composes. Le spectre d'absorption a été enregistré a température ambiance, sur

des échantillons en solution de 1.00 x 10° M dans | 'acétonitrile.

224 nm

0.15 4

0.10 4

(Abs)

0.05 1

point isobeitiyé

0.00

1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
215 220 225 230 235 240
(nm)

Figurell.2 : Evolution des spectres d'absorption pour le complexe 3-CD/SULPA par la
méthode des variations continues.
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Lafigure.ll.2, montre que |’ addition de la B-CD alasolution invitée SULPA produit une
augmentation de |’absorbance dans la région UV-Visible. D’autre part, on observe
I" apparition d'un point isobestique, ce qui indique qu'il ya une interaction entre le
composé SULPA et laB-CD dans |es conditions signal ées.

Le tracé de la courbe Abs = f (V B-CD N suLpa+ Vp.cp) montre I’apparition d’ un
point d'inflexion a I’abscisse vg.cp IV suLpat vpcp =0,5, c'est a dire que le
complexe d'inclusion B-CD/SULPA qui s'est formé est de staxchiométrie 1:1.
(figure.l1.3.).Nous obtenons alors une courbe de forme convexe ayant une absorption
Absnax qui correspond a la stoechiométrie du complexe obtenue donnée par la valeur
de I’ abscisse obtenue.

La partie gauche de la courbe correspond a des concentrations en SULPA  supérieures a
celles de la B-CD, tandis que dans la partie droite nous avons plus de B-CD que de
SULPA. R=0.5 (Figure.ll.3), ce qui signifie que le complexe est de stoechiométrie 1:1.

0.155 "
n
0.150 224 nm
| |
| |

@ 01454
<

0.140 |

0.135

T T T T T T T T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

V b-CD VSULPA+ vb-CD

Figurell.3: Détermination de la stoechiométrie du complexe B-CD/SULPA par la méthode des

variations continues
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11.2.2.2.M éthode des rapports molaires
Afin de valider les résultats obtenus par la méthode des variations continues pour la
détermination de la stoechiométrie, on a recours a une deuxiéme méthode, celle des
rapports molaires [5, 6].
Pour déterminer la stoechiométrie du complexe B-CD-SULPA avec cette méthode,
nous avons utilisé aussi I'acétonitrile comme solvant ou on a exprimeé
I absorbance maximale en fonction du rapport des concentrations de la B-CD et celles
de lamolécule SULPA. Le spectre d'absorption a été enregistré a température ambiante,
sur des échantillons en solution de 1.00 x 10°M (Figure.l1.4)
En tracant les valeurs de |’absorbance en fonction des rapports molaires, on peut
déterminer la stochiométrie du complexe formé a laide de I'abscisse du point
d'inflexion formeé (Figure.ll.5).

0,385 , ,

0,300

Abs.

0,200

0,100

0.025 | | | e ——————
210,12 220,00 230,00 240,00 250,00 259,82
nm.

Figurell.4. Evolution des spectres d'absorption en fonction des rapports molaires pour
le complexe B-CD/SULPA
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Figure.ll.5. : Détermination de la stoechiométrie du complexe 3-CD/SULPA par

la méthode des rapports molaires

Le résultat expérimental obtenu montre, comme indiqué sur la figure. 11.5, que la
courbe Abs = f (¥ B-CD IVsuLea  présente une rupture de pente & |'abscisse V B-CD
Mauea = 1, ce qui signifie que le complexes dinclusion formé a une
stoechiométrie 1:1.

La rupture de pente caractéristique observée a V' pcp /Vsuipa j = 1, montre que la
modalité principale d’'association pour ce type de complexes est donc de nature
éguimolaire.

Alors, la méthode des rapports molaires s accorde bien avec la méthode des variations
continues donnant toutes les deux une stoechiométrie de 1:1 pour le complexe formeé :
B-CD / SULPA.

,,-.@}.,
:e ® o'

e r .’ ’E’
'.{f‘,

E + HzN-

H i
CH,)N-C— _
—@—( 2)H g {CHﬂ,U —-—

O==0

Figure.ll.6: Représentation de laréaction de complexation entre3-CD et SULPA
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[1.2.4. Effet de’ajout de 1a §-CD sur |I'absor bance des molécules SUL PA
Au cours de I’addition progressive d une solution de la B-CD aux solutions d’une
molécule invitée, son spectre UV-Visible manifeste une atération plus ou moins
inportante(déplacements hyperchromes ou hypochromes, effets hypsochromes ou
bathochromes, formation d’'un ou plusieurs points isobestiques.....etc).
Dans notre cas, on fait varier la concentration de la 3-CD tout en fixant celle de la
molécule SULPA. Les différents spectres d'absorptions ont été enregistrés a
température ambiante, sur des échantillons de SULPA ef de -CD dissouts dans
I’ acétonitrile.
La concentration de la molécule SULPA est fixée & 1.00 x 10° M par contre,
celle de la B-CD varie entre 2.00 x 10° M et 1.00 x 10* M. Les différentes valeurs
des absorbances des complexes formés a chaque ajout de la B-CD sont
rassembl ées dans |e tableau donné dans | a partie protocol es expérimentaux.

0.220 | | 1 |

0,200

T
|

0,150

Abs,

0,100

0,080

0015 | | | |
210,89 220,00 230,00 240,00 251 41
nm.

Figure.l1.7.: Spectres d’ absorption des complexes de SULPA (1.00 X 10° M)
contenant différentes concentrations de-CD (2.00 x 10° et
1.00 x 10-* M) dans |’ acétonitrile & température ambiante.
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La figure ci-dessus représente le suivi de |I’absorbance du SULPA dans I’ acétonitrile
contenant diverses concentrations de B-CD, elle montre que Amax de la molécule
SULPA dans 1'acétonitrile croit sensiblement quand 1§ -CD est gjoutée a la solution
avec des concentrations croissantes. Un déplacement hyperchrome de la bande
d’ absorption témoigne de I'interaction de la molécule SULPA avec la cavité
hydrophobe de 1a -CD. L augmentation de Ama des molécules SULPA, suggere
une augmentation de leur solubilité, par formation d’ un complexe d'inclusion en
présence de laB-CD [7, 8].L’effets hyperchrome constaté avec une augmentation
intense de |’ absorbance indique que les molécules SULPA forment un complexe

suffisamment stable avec |a 3-CD.

[1.2.5. Déter mination de la Constante de Stabilité

Apres avoir déterminé la stoechiométrie du complexe, il faut évaluer sa constante de
stabilité qui traduit les forces d'interaction entre les deux especes moléculaires
(molécule hote (B-CD) et molécule invitée (SULPA) complexeées.

Cette stabilité dépend du caractere polaire de la molécule invitée et de la nature de ses
groupements fonctionnels qui entrent en interactions avec la cavité hydrophobe de la
molécule héte. Dans le cas ou ces interactions sont fortement attractives, on dit que la
molécule invité posséde une grande affinité envers la molécule hote et forme avec elle
un complexe d’'inclusion trés stable

L’ étude de la stabilité du complexe p-CD/ SULPA pour une staechiométrie 1:1 donnée
par |’ éguation(1) ci dessous, a été réalisée dans |’ acétonitrile a la température ambiante.

k
—-

SULPA + p-CD =— SULPA/B-CD (1
La congtante de stabilité ou d'association (K) de ce complexe a été déterminée en se
basant sur la méthode graphigue de Benesi- Hildbrand [9], qui consiste afaire varier la
concentration de la B-CD tout en fixant celle delamolécule SULPA.
Lafigure.ll.7 ci-dessus qui montre 1'évolution des spectres d’ absorption, nous a servi
auss lorsdeladéermination dela constante de stabilité du complexe.

La congtante de stabilité, est donnée par |’ éguation (2) de Benessi-Hildbrand:

[SuLPA]l _ 1 1 1
Abs  KE'[-CD] € (2
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Elle donne le rapport de la concentration de la molécule SULPA et |’ absorbance
maximale en fonction de I’inverse de la concentration de la B-CD.
Aprés lissage de la courbe de Benes - Hildbrand: [SULPA]/Abs = f (1/[BCD]), on
remarque |’ obtention d’ une dépendance linéairessouslaformeY =aX +b
Tel que:

a : est la pente de la droite et égale 2 /KE

b: est obtenu par extrapolation a l'origine et égale a l'inverse du coefficient
d'extinction molaire €.
Dans le cas d’' une stochiométrie 2:1, I’ équation de Benesi-Hildbrand (3) sous la forme

suivante sera applicable:

[SULPA] — 1 1 1
e st[g—cn]2+s TR (<))

S le tracé de [SULPA]/Abs = f (U [B-CD]? est une dépendance linéare, la
stochiométrie est de 2:1, en revanche, Sil est une dépendance non linéaire, la

stochiométrie du complexe dinclusion ne peut étre en aucun cas de type 2:1.

Le traitement des données expérimentales concernant les deux types de

stochiométrie 1:1 et 2:1 sont regroupées dans le tableau.l1.1 ci-dessous.

Tableau.ll.1: traitement des données expérimentales entrant dans les équations 2
et 3 de Benesi-Hildebrand pour le complexe B-CD /SULPA a Amax = 224 nm.

Solutions | ((SULPA]/Abs) 10° | (1\[BCD])x10° (1\[BCD])*x10°

1 9,3458 0,3333 11,11

2 9,1743 0,25 6,25

3 9,0992 0,2 4

4 9,0171 0,1666 2,7777

5 8,9847 0,1428 2,0408

6 8,9445 0,125 1,5625

7 8,9286 0,114 1,2345

8 8,8986 0,1 1
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La résolution graphique de la premiere équation de Benesi-Hildebrand (équation 2)
donnée ci-dessus pour une stoschiométrie 1:1 est montrée sur lafigure.l1.8 ci-apres.
Le lissage de la courbe expérimental e obtenu dans ce cas a été effectué sur ordinateur, et

aconduit a une droite a partir de laquelle nous avons pu obtenir les résultats suivants:

€=725,063 lecoefficient de extinction

K =1.34.10" (mol/L)* 25°C constante de stabilité

Une valeur assez élevée de la constante K confirme une stabilité importante du

complexe 3-CD /SULPA dans!’ acétonitrile alatempérature ambiante.
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Figurell.8. Tracé deladroite selon Benes - Hildbrand donnant la constante de stabilité du

complexe B-CD /SULPA pour une stoschiométrie 1:1 a 224 nm.

Et afin de lever toute ambiguité sur la présence d'une éventuelle stoechiométrie 2:1,
nous avons appliqué la deuxieme éguation de Benesi-Hildebrand donnée ci-dessus
(équation 3). En effet, le tracé de [SULPA]/Abs = f (1/ [B-CD]®) présente une
dépendance non linéaire(une courbure vers le haut) (Figure.ll.9.), par conséquent, la
possibilité de formation d’un complexe d'inclusion de stoechiométrie 2:1 entre SULPA
et la B-CD est a écarter.
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Figure.ll.9. Lacourbe de Benes - Hildbrand pour une stoschiométrie 2:1
du complexe B-CD/SULPA a224 nm.

[1.2.5.1. Détermination I’Energie Libre AG®

L’ énergie libre de Gibbs peut étre obtenue a partir de la formule suivante :
AG=-RTInK+t

Ou K 1 : Constante de stabilité correspondant a latempérature T.
R : Constante des gaz parfaits égale a (8.314 Jmol.K).
La constante de stabilité K du complexe B-CD/SULPA formé a la température 25°C
calculée expérimentalement a partir de loi de benessi-Hildbrand, nous a permis de
déterminer lavariation de |’ énergie libre standard AG° [10] .
Sous ces conditions expérimentales a la température 25°C, nous avons trouve :

AG° =-5.630 Kcal/mal.
Cette valeur négative de AG°® signifie que laformation du complexe d'inclusion entre la
molécule SULPA et la B-Cyclodextrine est un processus spontané. Cela confirme les

valeurs de AG° trouvées theoriquement pour les deux orientations A et B.
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[1.4. Etudeal’ Etat Solide du Complexe d’Inclusion B-CD/SUL PA par
Spectroscopie I nfra-Rouge(IR)

Les différentes méthodes disponibles pour la caractérisation des complexes d’inclusion
sont généralement basées sur la détection de la variation d’ une propriété physique ou
chimique de I'invité alasuite delaformation de son complexe dinclusion.

Le complexe d’inclusion -CD/SULPA aété étudié également al’ état solide au moyen
dala spectroscopie infrarouge (IR-TF).

La spectroscopieinfrarouge qui mesure |’ excitation vibrationnelle des atomes autours
desliaisons qui les unissent suite al’ exposition adesradiations IR, est un outil treés utile
pour confirmer la formation des complexes dinclusion. En effet, les bandes
d absorption résultant de la partie incluse de la molécule invité sont généralement
décalées ou leurs formes et intensités sont souvent modifiées.

Les spectres IR des moléculesp -CD, SULPA, ainsi que leur complexe dinclusion sont

présentés sur lafigure.ll.10.

Le spectre de la p-CD (Fig.11.10-b) montre trois épaul ements observées & 3410 cm™?,

, 3473 cm’ et 3547 cm™® dus & des vibrations d'élongation des groupements OH
primaires et secondaires de la B-CD liés par des liaisons hydrogéne intra- ou
intermoléculaires. Les bandes d'absorption centrées & 2925 cm™, 1412cm™ et 1028 cm™
gui sont assez semblables a celles du complexe SULPA / B-CD (figure.ll.10.-c),
appartiennent successivement aux vibration de valence des liaisons C-H dans les
groupements CH et CH,, les vibrations de déformation des liaisons C-H liées aux
groupements OH primaires et secondaires et aux vibrations de valence des liaisons C-O
dans les groupements éther et hydroxyle de la-CD [11].

Le spectre infrarouge du complexe B-CD / SULPA (figure.ll.10-c) pris dans la région
500-4000 cm™ a été comparée acelui de lamoléculeinvité SULPA libre
(Figure.ll.10-a).
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Figure. 11.10. Spectres IR-TF du : (a) SULPA, (b) B-CD et (c) B-CD/SUIPA
dans le KBr.

Dans le spectre de la molécule SULPA, des bandes d'absorption importantes observées
a 3551 cm™, 3476 cm™* et & 3410 cm™ sont attribuées simultanément & des vibrations
asymeétriques et symétriques libres et liés par des ponts H souvent observées dans les
groupements amines primaires NH,. La bande d absorption du groupement N-H
d’ amide est observé vers 3345 cm™. Les pics apparaissant & 3082 cm™, 2851 cm*,1619
cm™ et 1545 cm’, sont attribués respectivement aux élongations C-H du cycle
aromatique, aux Vvibrations d'élongation asymétrique de C-H dans S-CH,, aux vibrations
du groupement C=0 amide et aux vibrations d'éongation C= C aromatiques.

Les fortes absorptions apparues & 1324 cm™ et 1152 cm™* sont dues successivement aux
élongations asymétrique et symétrique du groupement SO,. Les bandes positionnées a
1028 cm™, 1097 cm™, 920 cm™, 810 cm™ et 599 cm™ sont affectés respectivement aux
vibrations d’ élongation CN de |I’amide, a la déformation CH dans le noyau aromatique,
et aux vibrations d’ @ongations SN, SO et SS dans le cycle 1,2-dithiolane.

Dans le complexe, la bande moins résolue située & 3338 cm™ correspondant aux
élongations N-H du groupement amide a été perturbée par |a présence des vibrations de
valence des groupements O-H dans la f-CD, elle a été décalée de 7 cm™ et son intensité
est |égérement diminuée. En outre, la bande de vibrations d'élongation du groupement

89



amino de la molécule SULPA a été chevauchée par les vibrations d’ élongation de
nombreux groupements hydroxyles de la B-CD.

En revanche, |es bandes observées & 3082 cm™, 2925 cm™et 920 cm™ qui sont attribués
successivement aux éongations C-H du cycle aromatique, C-H aliphatique et vibrations
d’ élongation S-N dans e groupement sulfonamide sont restées inchangées.

La bande attribuée au groupement C=0 de I'amide positionnée & 1622 cm'™* est devenue
plus courte et a été décal ée de 3 cm™ & des fréquences plus élevées.

Un déplacement de 4 cm™ & une fréquence plus faible (595 cm™) et la réduction de
I'intensité de la bande d’'éongation caractéristique du pont disulfure S-S ont été
observés, En outre, la bande d'absorption observée & 2854 cm™ attribuée & la vibration
d’ élongation C-H dans S-CH,, a été |égérement rétrécie et décalée de 3 cm™ & des
fréquences plus élevées.

Selon l'analyse IR présentée ci-dessus, nous pourrons suggérer que ces changements
dans les bandes d’ absorption caractéristiques de la molécule SULPA libre sont duesala
formation du complexe B-CD / SULPA & I'état solide. Ces résultats indiquent que le
fragment arylsulfonamide reste al'extérieur de la cavité de lap-CD, et que I’ hétérocycle
1-2-Dithiolane de la molécule qui est particuliérement sensible aux attagues chimiques
ou physiques [12] a été piégeé dans la cavité de la B-CD et donc a été suffisamment

protégé

11.4.Conclusion

L’ éude expérimentale au moyen de la spectroscopie UV-Visible nous a permis
de mettre en évidence la formation du complexe d’inclusion BCD /SUPA et
de déterminer sa stocchiométrie et sa congstante de stabilité dans I’ acétonitrile a
température ambiante.

Par ailleurs, selon l'analyse par spectroscopie IR, les résultats montrent que le
fragment arylsulfonamide reste a I'extérieur de la cavité fle la -CD.En revanche,
I” hétérocycle 1-2-Dithiolane de la molécule qui est particulierement sensible aux
attaques chimiques ou physiques a été inséré dans la cavité de la B-CD et donc a été

bien protégé.
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Chapitre |11

Etude par Modélisation Moléculairede la
Complexation du Conjugue SULPA avec la
p-Cyclodextrine



[11.1. I ntroduction

Actuellement , a cause des limitations des méthodes expérimentales, |la modélisation
moléculaire a pu envahir toutes les branches de la chimie, pour les informations tres
utiles qu'elle fournit dans la compréhension des structures ou |'anticipation de divers
propriétés et interactions moléculaires de différents systémes moléculaire et
supramoléculaires[1-7].

Les études par modélisation moléculaires offrent un bon apercu sur les phénomenes de
reconnaissance moléculaire et la formation de complexes dinclusion particuliérement
avec les Cyclodextrines.

A notre connaissance, |'étude par modéisation moléculaire des complexes
d’inclusion de lamolécule bioactive SULPA danslap-CD n’'aété jamais décrite dans
la littérature. C'est la raison pour laquelle nous avons entrepris pour la premiére fois
une éude par modéisation moléculaire de la formation de son complexe d’inclusion
de stoechiometriel:1 avec la3-CD.

Nous allons présenter dans ce qui suit, les différentes techniques et méthodes
computationnelles (PM3, DFT, ONIOM2 (B3LY P: PM3, NBO, HOMO-LUMO.....etc)
permettant d'étudier sa stabilité, déterminer sa structure géométrique optimale, décrire
la nature des interactions intermoléculaires entre la molécule héte et celle invité,
déterminer certaines propriétés éectroniques et thermodynamiques liés au processus

d'inclusion.

[11.2. Méthodologie de travail et logiciels utilisés
Les calculs effectués dans ce travail ont été réaises au Laboratoire de Chimie
Appliguée (LCA) sur des ordinateurs «corps duo » en utilisant les logiciels Gaussian
03 [8] puis Gaussian 09 [9]. Le logiciel Cambridge Chem Bio 3D Ultra (version
12.0) a été utilisé aussi pour la construction des structures de départ. La structure
initiale de la P-cyclodextrine est obtenue a partir de la bangue de données
cristallographiques CSD (Cambridge structure data bank).
Concernant la structure initiale du SULPA, elle a été congtruite al’ aide de I’ interface du

logiciel Hyperchem7.51 [10], est optimisée ensuite avec la méthode PM 3.
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Figure.lll.1: Les structures moléculaires de la molécule SULPA (Lanumérotation des atomes
sera utilisée dans ce présent travail) et lap-CD optimisées par la méthode semi-empirique PM 3.

[11.2.1. Construction du modeéle

Cette éape consiste a choisir des modes avec lesquels on fait introduire une molécule
invité al’intérieur de la cavité de la B-cyclodextrine.

La modélisation a été réalisee par Docking de la structure optimisée de la molécule
invité dans la cavité de B-CD. Et compte tenu du grand nombre datomes dans le
systéme étudié (195 atomes), un compromis entre la puissance de l'ordinateur et le
niveau de calcul désiré a été pose lors de I'optimisation de la géométrie.

Partant de ce raisonnement, nous avons commence les calculs en utilisant d'abord la
méthode semi-empirique PM3. Pour cela, nous avons envisagé deux modeles différents
(deux orientations différentes) pour le complexe dincluson B-CD/SULPA
(Figure.lll.2).

* Dansle modéle A: L’hétérocycle 1-2-Dithiolane de la molécule SULPA est pointé
vers la face large de la B-CD.

* Dansle modéle B : C'est I’arylsulfonamide de la molécule SULPA qui est pointé
vers la face large de la 3-CD.
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La technique que nous avons suivie pour |a formation du complexe est trés utilisée dans
la littérature [11]. Il Sagit d’une incluson manuelle de la molécule invité dans la
molécule hbte, connue sous le terme anglais «Docking». L'atome de référence dans
notre cas, correspond au Carbone numéroté "R" qui est le plus proche du centre de
masse de la molécule invité et qui servira a fixer sa postion lors du processus
dinclusion. Le déplacement selon I'axe OZ se ferapar pasde 1 A de-10 A a+10A. Cet
intervalle nous permet d’explorer toutes les positions de la molécule invité par rapport a
la B-CD, alant du cété large de sa cavité vers celui étroit en passant a travers sa cavité

hydrophobe.

2
'
F
(\‘ s & '? e e € . : ‘® I[}?drophilc
: c
r €e modéle B € ¥

P

Figure.lll.2: Procédure de I'inclusion de la molécule SULPA dans la -CD selon
les deux modeles (A et B).

Et pour explorer plus d'espace conformationnel, on fait subir au minimum local
déterminé des rotations autour de I'axe OZ par angle de 20°, de 0° a 360° et le systeme
est optimisé a chagque position sans restriction. C'est aing qu'il est possible de localiser
le minimum absolu.

Les structures générées a chaque étape ont été successivement optimisées avec la
méthode PM3, jusqu’a obtention du complexele plus stable (Figure 111.3).
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Figure.lll.3: Structures des complexes 3-CD / SULPA correspondantes aux deux modéles (A
et B) obtenues par un calcul PM3

[11.2.2. Traitement semi- empirique, quantique, hybride ONIOM 2 et analyse NBO

Pour prédire les propriétés électroniques moléculaires et décrire avec précision les
géométries et les interactions intermoléculaires et aussi, vérifier la fiabilité de telle ou
telle approche pour notre cas, et veiller & une meilleure compréhension de la
reconnaissance moléculaire, nous avons réalisé notre étude en utilisant un niveau
théorique supérieur issu des méthodes de la mécanigue quantique: Ce sont les méthodes
semi empiriques AM1 et PM3 qui approximent certaines intégrales des méthodes ab-
initio et les compensent par introduction de données moléculaires empiriques. La
méthode PM3 est similaire a celle AM1 mais utilise dans sa paramétrisation un plus
grand nombre et une plus grande variété de parameétres expérimentaux en comparai son
avec les propriétés moléculaires cal cul ées.

Nous avons ensuite procédé au calcul des fréquences vibrationneles au niveau PM3
pour sassurer gque les structures obtenues correspondent a de vrais minimums sur les
surfaces dénergie potentielle [12]. Aprés cela, on a procédée grace a ces méthodes
semi-empiriques au calcul de quelques propriétés électronique et thermodynamique des
complexes formés dansle vide.

Comme les calculs aux niveaux ab-initio et DFT sont prohibitifs dans e traitement de
tels larges systemes surtout avec les moyens de calculs modestes disponibles, on sest
contenté de procéder a des caculs énergétiques "single point" pour la structure
optimisée PM3. Nous avons utilisé la méthode Hartree-Fock (HF) et lathéorie DFT
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avec la fonctionndle hybride la plus employée actuellement B3LYP qui sont
implémentées dans le logiciel Gaussian 09. Nous avons chois dans ces calculs une base
moyenne correspondante aux valences séparées double Zeta G et 6-31G(d).

Enfin, gréce ala nouvelle approche hybride ONIOM [13, 14] qui présente |'avantage de
diminuer le temps de calcul, on a pu étudier les complexes -CD/ SULPA a un niveau
de théorie plus élevé. En effet, nous avons utilisée la méhode ONIOM2 qui partage le
systéme macromoléculaire en deux couches affectées a des niveaux de calcul
différents. Nous avons soumis la molécule héte B-CD au niveau quantique le plus bas
gue nous avons choisi; a savoir la méthode PM3, puis qu'elle fournit seulement un effet
d'environnement et contient un nombre d'atomes plus important, alors que la molécule
invité correspondant a la partie active, de taille plus réduite, est traitée au niveau de
calcul éevé. Nous avons choisi pour cela une méthode ab-initio avec une base moyenne
de type 6-31G(d) avec gout respectif de fonctionsde polarisation et diffuses.

Enfin, nous avons terminé cette éude avec une analyse NBO qui nous a permis de
calculer les valeurs des énergies de stabilisation qui confirme |’ approche ONIOM2.

Par ailleurs, dans la méhode NBO [15], la quantification de I'énergie de la liaison
d’ hydrogene intermoléculaire de type YHX se fait par I'évaluation de |’ énergie de
perturbation de stabilisation E@ entre le doublet libre LP(Y) du donneur de protons et
I’orbitale anti liante o*(X-H) de |’ accepteur de protons.

Dans cette thése ; nous avons utilisé différentes formules permettant de décrire et de
caractériser les complexes dinclusion en cours d'étude. En effet, afin de quantifier
I'interaction entre I'h6te et I'invitée dans les géométries optimisées, nous avons évalué

les énergies de complexation en utilisant la formule suivante [16]:

E complexation= E complexe — (E B-CD + E moléculeinvitéelibre) (1)

E complexe : représente I’ énergie d’ optimisation du complexe d’inclusion obtenu.
E p-co : représente |’ énergie d’ optimisation delap -CD.
Emoleculeinvitéelibre - représente I’ énergie d’ optimisation de la molécule invité libre.

Cette formule permet a la fois de calculer les différentes contributions a I’ énergie de
complextion, telles que I’ énergie de van der Waals, I’ énergie électrostatique, I’ énergie

deliaison H ... etc. On note que 1'utilisation des minimums locaux permet 2 la fois
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de tracer les courbes des énergies des complexes en fonction de la distance et celle des
énergies de complexation en fonction des angles de torsion ...e€tc.

Les énergies de déformation et d’interaction sont définies par les formules suivantes:

opt

E deformation [Molécule invitée] = E[molécule invitée J5)" — E[molécule invitée ], (2

E deformation [B'CD] = E[B - CD]ggt - E[B - Cl)]opt (3)

Et pour une meilleure compréhension de la reconnaissance moléculaire, les géométries
d'équilibres du complexes 3-CD/SULPA ont été également compléetement optimisées en

utilisant la méthode ONIOM2, dont 1 énergie totale est donnée par :

Eoniom = E (high, model) + (E low, real) - E(low, model) 4)

Dans la terminologie de Morokuma et ses collégues [17], le systeme complet est appelé
‘real’, il est traité a un niveau inférieur de la théorie. La couche interne se nomme
"model", elle est traitée a la fois au niveau de théorie supérieure et inférieure. Ou E
(High ; moddl) est I'énergie de la couche interne (SULPA) au niveau de théorie élevé,
E(low, real) est I'énergie du systeme réel au bas niveau de théorie (le complexe) et
E(low, model) est I'énergie du systéme "modéle" (SULPA) au bas niveau de théorie, la

B-CD représente la couche externe.

[11.3. Discussion des Résultats
Le traitement des données du processus de complexation permet de localiser le

minimum énergétique sur les axes pour les deux modél es décrits ci-dessus.

I11.3.1. Calculs Semi-empiriques et de mécanique quantique

Nous avons adapté la méthode PM3 pour rechercher des structures de plus basse
énergie. Différents minimas ont été localises pour l'ensemble du systéme.lLa
représentation graphique des changements énergétiques impliqués au cours du
processus dinclusion aux différentes positions Z pour les deux orientations A et B est

illustrée danslafigure.lll.4.suivante :
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Figuelll.4: Variation de|'énergie de complexation au cours du processus d'inclusion
De lamolécule SULPA danslaf-CD calculées par laméthode PM3:
(a) pour différentes positions lelong de I'axe Z
(b) pour différentes rotations le long de I'angle (°).
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D’apres ces courbes, on peut remarquer que les valeurs des énergies sont toutes
négatives, ce qui prouve que le processus dincluson de la SULPA dans la B-CD est
thermodynamiquement favorable. Par ailleurs, on remarque que pour I’ orientation A, un
minimum énergétique a été localisé au début du processus a3 A correspondant a
une énergie de complexation équivalente a -24,02 Kcal / mol et un angle égal a 80°,
loin de la cavité de la -CD. Cependant, pour [ orientation B, le minimum
énergétique est obtenu a -3A avec une énergie de liaison de -22,61 kcal /mol et un
angle égal a 340°.

D’ aprés les valeurs des énergies de complexation Ecompiexaion Obtenues, nous concluons
gue le modele A est le plus favorise, et par conséquent la molécule SULPA peut
pénétrer dans la cavité de la B-CD avec son hétérocycle 1-2-Dithiolane et forme avec

elle un complexe plus stable.

[11.3.2. L’ Effet de Solvants

Dans notre étude, nous avons aussi pris en considération la solvatation des complexes
SULPA/B-CD, afin de tirer des conclusions concernant |'effet de solvant sur le
phénomene de complexation.

Le réle du solvant, en particulier I'eau, dans les systémes biologiques a une importance
capitale dans le comportement des molécules étudiées.

Dans notre travail, on a procédé a une solvatation implicite PCM. Vu le nombre assez
important des atomes de notre systéme moléculaire (195 atomes), nous Nous sommes
limités, donc, a des calculs « single point » dans le milieu agqueux et cela nous a permis
d'avoir une idée quantitative mais généralement satisfaisante de I'effet de solvatation.
Dans ce contexte, nous avons calculé les énergies « single point » de solvatation en
utilisant les fonctionnes B3LY P/6-31G(d) et HF 6-31G(d) sur le complexe dinclusion
B-CD /SULPA pour les deux orientations A et B.

Les résultats de I'effet de solvant indiqués dans le tableau.lll.1, montre que le
modele A est plus favorable et cela confirme les résultats obtenus dans le vide. Et
danstous les cas, on congtate que la différence d'énergie entre les deux modé es utilisant
H,0O, CH3CN et DM SO comme solvants est presque la méme (environ 1,9 kcal / mol)
en faveur du modéle A.
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[11.3.3. Moment Dipolaire

Les moments dipolaires calculés pour les deux modéles du complexes B-CD
/SULPA sont significativement plus grands que la molécule SULPA isolée
(tableaw.l1.1). Et par comparaison a la p-CD, ces valeurs ont éé plus élevées ou plus
basses. Cela indique que la polarité de la cavité B-CD a changé aprés que la molécule
SULPA est entrée dans sa cavité. En outre, on peut remarquer que c' est le complexe
A qui possede les moments dipolaires les plus élevées dans la solution et sa polarité a
été considérablement augmentée lors du passage du vide (4,70 D) ala solution. On peut
conclure donc, que la polarité de ces complexes a une relation étroite avec la maniere
dont la molécule SULPA est incluse dans la molécfile -CD et avec le milieu dans

lequel la complexation a été réalisée.

[11.3.4. Déter mination des parametr es géomeétriques et de I'éner gie de défor mation
Dans le tableau.lll.2, nous présentons les longueurs de liaison, angles et les angles
diédres les plus caractéristiques entre les deux modéles de la molécule avant et apres la
complexation obtenus par la méthode semi-empirique PM3. Ces résultats indiquent que
la molécule invité dans les deux complexes A et B change completement sa géométrie
initiale. Ce changement est judtifié clairement par la différence entre les valeurs des
angles diédres de la molécule SULPA avant et aprés la complexation. La modification a
été plus significative dans les angles diédres, en particulier, dans la chaine aliphatique
du fragment lipoyle et dans I'hétérocyclee dithiolane, qui indique que la molécule
SULPA adapte une meilleure conformation dans la cavité hdte pour former un
complexe dinclusion plus stable.

Des calculs de I'énergie de déformation dans le vide figurant dans le tableau.lll.1
montrent qu'auss bien la B-CD que la molécule SULPA dans le complexe A
nécessitent plus d'énergie que celui du complexe B dans le but d'adapter leurs structures
pour la formation de leurs complexes; les valeurs des énergies correspondantes sont
respectivement: 1,02 et -3,83 kcal / mol pour la B-CD et 1,15 et 0,91 kcal/mol pour la
molécule SULPA.
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Tableau.ll1.1: Energies (kcal / mol) et des moments dipolaires (Debye) avec des
calculs PM3 et single points évaluées a des niveaux B3LY P/6-31G (d) et HF/6-31G (d)

pour les complexes d'inclusion B-CD/SULPA.

termes énergétiques | SULPA | B-CD modele A modele B AE
PM 3(dans le vide)

E -93.65 -1449.12 | -1566.79 -1565.38

E complexation -24.02 -22.61

E deformation(SUL PA) 1.15 0.91

E deformation(B-CD) 1.02 -3.83

u‘(D) 7.28 4.10 470 6.67

B3L Y P/6-31G(d)

E -4034121.97 -4034118.50 3.47
HF/6-31G(d)

E -4013992.45 -4013989.17 3.28
PM 3( dans e solvants)

E(CH3CN) -114.96 | -1483.04 | -1609.87 -1607.93

E complexation -11.87 -9.92

E deformation(SUL PA) 0.77 1.38

E deformation(B-CD) 2.16 4.92

pi(D) 10.08 7.60 14.69 13.56

E(H,0) -115.41 | -1474.73 | -1611.32 -1609.34

E complexation -21.46 -19.48

E deformation(SUL PA) 0.29 0.66

E deformation(B-CD) -6.97 -4.15

u(D) 8.21 3.18 14.83 13.65

E(DM SO) -114.75 | -1474.18 | -1610.52 -1608.54

E complexation -21.58 -19.60

E deformation(SUL PA) 0.28 0.92

E deformation (B-CD) -7,06 -4.27

u(D) 8.14 3.09 14.77 13.59
B3LYP/6-31G(d)

E (CH3CN) -4034199.68 -4034199.22 0.47
HF/6-31G(d)

E (CH3CN) -4014094.42 -4014093;56 0.86

Toutes les valeurs énergétiques sont en Kcal/mole.

AE = E complexation (B) - E complexation (A).
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I11.3.5. Liaisons Hydr ogene dans le Complexe

D'apres les discussions précédentes concernant les structures des complexes optimisées
par laméthode PM3, nous pouvons confirmer que dans les deux modeles envisages, la
molécule SULPA est insérée dans la cavité hydrophobe de la -CD, et que des liaisons
H intermoléculaires représentées en pointillés sur la Figure I11.4; jouent un role crucial
dans la stabilisation de ces complexes, en particulier celles ayant des longueurs de
liaison allant de 2.4A ° a 3.1A °, appartenant juste al’intervalle desvaleurs rapportées
dans lalittérature [18].Ce sont les cas des liaisons H établis entre les atomes d'oxygéne
O (162) des groupements amide HNC=0O dans la molécule SULPA et les atomes
d'hydrogene H (141) et H (136) des groupements hydroxyle primaires et secondaires de
la B-CD dans les complexes A et B respectivement, et les atomes d'hydrogene H (185)
des groupements amide HNC=0 de la molécule SULPA avec |'atome d'oxygéne O (78)
des groupements hydroxyles primaires de la B-CD. L'insertion de la molécule SULPA
dans la cavité hydrophobe de |I§ -CD crée des ponts hydrogene conduisant a une

diminution de sa souplesse et flexibilité et augmentation de sa stabilité.

modélé A modéle B

Figuellll.4 : Structures géométriques des complexesf-CD/SULPA (modées A et B)
optimisées par laméhode PM 3 dans L'acéonitrile. Les liaisons hydrogéne intermoléculaires
possibles sont indiquées par des lignes en pointillés.
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Tableau .111.2 : Paramétres géométriques de lamolécule SULPA avant et aprés inclusion dans

la B-CD pour les complexes les plus stables A et B calculés par |la méthode PM 3.

SULPA SULPA dansle | SULPA dansle

Libre ComplexeA | ComplexeB
Longueur deliaison (A)
C1-Cyi3 153 153 153
N1-Cyo 1.48 1.48 1.48
Cio-015 1.23 121 1.22
Cio-Ny3 1.42 141 1.43
Co-C1o 152 152 151
Cs-Co 1.52 1.52 1.52
C;,-Cs 1.52 152 152
Cs-C- 1.52 1.52 1.52
C4-Cs 1.52 152 152
C4-Cs 153 153 153
Cs-Cs 1.52 152 152
S,-Cy4 1.87 1.86 1.86
S1-Cs 1.87 1.83 1.83
S-S, 2.08 2.07 2.07
Angles(°)
C13-C1o-Nyg 113.87 11341 113.04
Ci12-N1;-Cyp 121.39 121.74 120.54
O15-C10-N11 11941 119.55 118.73
015-C10-Co 122.89 122.63 124.74
N11-C10-Co 117.53 117.70 116.40
C10-Cy-Cs 110.08 111.64 113.48
Cqy-Cs-C4 111.23 110.78 110.78
Cs-C7-Co 110.45 111.17 110.24
C;,-Ce-Cy 114.69 114.59 114.76
C4-Cs-C3 111.91 112,57 112.97
C6-C4-Cs 112.83 112.58 11231
Cs-Cs-S; 111.72 112.25 112.00
Cs-Cs-S; 109.21 109.43 110.36
Cs-Cs-Sy 110.96 111.55 110.98
C4-S-S; 96.75 96.82 97.61
Cs-Si-S; 97.08 97.33 96.53
Dihedral angles (°) |
Ci10-N11-C12-Cy3 80.15 83.45 87.66
Cy-C10-N1;-Cyp -169.95 -164.82 -154.86
C7-Cg-Co-Cyg -177.17 -176.86 179.34
Cs-C7-C5-Cy 174.54 -153.68 174.61
C4-Ce-C7-Cg 171.43 172.19 175.36
S,-C4-Ce-Co 67.97 69.85 69.08
Cs-C,4-C6-C; -55.54 -54.16 -55.764
S,-C4-Cs-Cs 40.10 38.20 31.34
Cs-C4-Cs-Cs 165.00 163.76 157.09
S;-C5-Cs-Cy -39.03 -35.60 -38.41
S1-$,-C4-Cs -22.63 -22.85 -11.39
S1-$,-C4-Cs -148.17 -148.60 -137.31
S,-S;-C3-Cs 19.45 16.35 25.76
C;3-5:-S,-C4 1.89 3.67 -7.52
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I11.3.6. DFT Single Point et lescalculs Hartree-Fock

Finalement, et a partir des énergies calculées par |’ approche « points singuliers » HF/6-
31G(d), et B3LYP/6-31G(d) résumées dans le tableau (111.3.), hous pouvons constater
que toutes les énergies du complexe A sont inférieures a celles du complexe B. Ceci
suggére constamment que le complexe A est plus stable que le complexe B. Et que
I” hétérocycle dithiolane est le plus favorable a étre piégé dans la cavité deé la -CD
plutdt que le fragment arylsulfonamide. Et il est important de noter que dans tous les
cas, les résultats des deux méthodes DFT et HF convergent et sont en accord avec ceux
obtenus par la méthode semi-empirique PM 3 en solutions. Jusgu’ a maintenant, et aprés
tous ces résultats, nous pouvons dire que le choix de la méthode paramétrisee PM 3 était
judicieux et nous sommes completement du méme avis que les auteurs qui qualifient
cette méthode comme étant une technique trés puissante que I’on peut appliquer dans
des systémes biochimiques divers[19].

I11.3.6. Les calculs viala méthode ONIOM 2

Afin de mieux comprendre la reconnaissance moléculaire entre l'invitée et I'nGte, et
dans le but d obtenir plus de précision et exactitude des deux structures obtenues par
PM3, nous avons procédé a I'application des méthodes hybrides ONIOM2 pour
optimiser le complexe p-CD/SULPA a des niveaux supérieurs de calcul. Des bases
moyennes B3LY P/6-31G(d) et HF/6-31G(d) ont é&é imposees a la molécule invitée
représentant le haut niveau de la méthode hybride et des calculs quantiques PM3
représentant le bas niveau de la méthode sont effectués sur la f- Cyclodextrine.

Tous les calculs sont performés suivant la procédure décrite en littérature [20]. Comme
c'est montré dans le tableau.lll.1, les calculs effectués par la méthode ONIOM2
tendent vers les mémes résultats que ceux obtenus par la méthode PM3. En
conséguence, |’ énergie de complexation de I’ orientation A est plus négative comparée a
celle de I’ orientation B. En effet, cette méthode hybride confirme aussi que |’ orientation
A est plus favorable. Selon les résultats obtenus dans les tableaux(111.1) et (111.3) , nous
pouvons voir que toutes les méthodes utilistes dans cette éude, montrent que
I'orientation A est plus favorable que I'orientation B, et les calculs ONIOM2 confirment
les résultats PM 3.
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Tableau.ll1.3: Caractéristiques énergétiques, thermodynamiques et résultats des
calculs HOMO-LUMO selon laméthode PM3 et Energies "Single point™ calculée par
ONIOMZ2 pour les complexes d'inclusion B-CD/ SULPA.

paramétre SULPA B-CD A modéle Bmodel AE
sous vide,

EPM3 -1566.79 -1565.38 1.406
EHomo(eV) -8.54 -10.79 -8.43 -9.02

E|_U|V|o(EV) -1.92 1.644 -1.82 -2.36

Enomo-ELumo gap (V) -6.62 -12.43 -6.61 -6.66

H;s 163.17 -660.66 -518.62 -518.12

AH -21.12 -20.62

Gt 10445 -783.12 -678.92 -678.73

AG -0.24 -0.06

Scal/mol .K) 196.83 41257 537.67 538.72
AS(cal/mol.K) -71.73 -70.67

E Oniom B3LY P/6-31G(d): -1353027.35 -1353027.22 0,13
PM3

E Oniom HF/6- -1347994.52  -1347994.26 0.26
31G(d):PM3

dans de I'acétonitrile

EPM3 -1609.87 -1607.93 1.94
Eromo(eV) -9.04  -10.87  -9.08 -8.99

ELumo(eV) -2.20 1.60 -2.22 -2.18

Enomo-ELumo gap (EV) -6.84 -12.48 -6.86 -6.81

E Oniom B3LY P/6-31G(d): -1353051.058 - 1,42
PM3 1353049.642

E Oniom HF/6- -1348011.24  -1348009.49 1.75
31G(d):PM3

Toutes les valeurs énergétiques ne présentant aucun indice sont en (Kcal/mol).

°E et Iénergie de HF.

® Energie de I orbitale moléculaire la plus haut occupé.
¢ Energie de I’ orbital moléculaire la plus bas occupée.

4 moment dipolaire en Debye.
AA°=Acompiex (As-co+ Acenspivenz), A=H,G ouS aP=1 atm et T=298.15 K.

I11.3.7. les paramétr es ther modynamiques des complexes d'inclusion
Les variations d'enthalpie AH®), d'entropie (AS®) et de I’énergie libre de Gibbs (AG®),

pour les complexes B-CD/SULPA ont été effectués a pression atmosphérique et a

298,15 K, par la méthode semi-empirique PM3. Les résultats sont illustrés dans le

Tableau.I1.3.0n remarque que les changements d'enthalpie pour les l'orientation A et

B sont tous négatifs indiquant que le processus est exothermiques. En outre, les valeurs

de AS° pour le complexe B-CD /SULPA sont négatives, ce qui indique une diminution
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du degré de liberté de la molécule SULPA complexée. La valeur négative daG®

indique que la réaction de complexation est spontanée.

111.3.8. Etude par les Orbitales M oléculair e Frontiéres (FM O)

L'interaction de transfert de charge se produisant dans le phénomene de reconnaissance
moléculaire dans les CDs, joue un rdle crucia dans la stabilité chimique du systéme
d'auto-assemblage supramoléculaire. Les termes les plus importants dans ce genre
dinteraction sont apportés par le transfert de charge entre l'orbitale moléculaire
(HOMO) et le I’ orbitale moléculaire (LUMO), appel ée orbitales frontieres moléculaires
(FMO), qui sont les orbitales les plus importantes dans une molécule.

L'écart d'énergie (Enomo-ELumo) entre HOMO et LUMO refléte I'éventuelle interaction
de transfert de charge au sein de la molécule, ce qui expligue sa réactivité chimique et
sa stabilité et auss I’influence sur son activité biologique.
Aing, une molécule avec un grand écart d’ orbitale frontiere est moins polarisable et est
généralement associée a une réactivité chimique faible et une grande stabilité [20].

Dans notre étude, I'analyse HOMO-LUMO a été menée pour éucider des informations
concernant la complexation entre la B-CD et la molécule SULPA. Le calcul a été
effectué dansle vide et dans|'acétonitrile en utilisant la méthode PM 3.

Selon les résultats présentés dans le tableau 111.3, les gaps énergétiques entre HOMO et
LUMO : A (HOMO-LUMO) des deux complexes A et B ont |es valeurs suivantes:

-6,61 eV et -6.66 €V sous vide et -6,86 eV et -6,81 eV dans de l'acétonitrile,
respectivement. Par conséquent, nous pouvons conclure que les deux complexes sont
tres stables[21] et ce résultat est en bon accord avec nos autres cal culs théoriques.

LUMO HOMO

B-CD - SULPA
modéle A

AE =-6.86 eV

Figure.lll.5: Représentation des orbitales frontieres HOMO et LUMO du complexe
B-CD/SULPA (modée A) dans I'acétonitrile.
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[11.3.9. Analyse NBO

L'analyse NBO fournit une méthode efficace pour étudier les liaisons intra et
intermol éculaires [22], et fournit également une base pratique pour étudier le transfert de
charge ou l'interaction dans les systémes moléculaires. L'évaluation de I'énergie de
perturbation de stabilisation E® entre les orbitales donneuses de protons (liantes) et
I'orbitale a*(X-H) acceptrice de protons (antiliante) est mentionnée dans le
tableau.l11.4.

A partir du tableau.lll.4, on peut voir un grand nombre d'interactions entre des
orbitales donneuses CV C-H ou N-H et des orbitales acceptrices G* C-H. Ces
interactions se produisent entre la cavité de la B-CD et la molécule invitée SULPA
lors du phénomeéne de complexation. Les énergies d'interactions possibles pour ces

auto-assemblages sont situées dansla gamme de 0.39 a 4,19 kcal / mol.

A model B model
Figurelll.6. : Structures géométriques optimisées au B3LY P/6-31G (d) pour les complexes

(B-CD/ SULPA).
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Tableau.lll.4: Les orbitales donneuses et acceptrices délectrons, énergies
correspondantes E®, pour les orientations A et B des complexes B-CD/SULPA

optimisés par ONIOM 2.

Doneuses Acceptrices E® (kcal/mol)
Orientation A

Doneuse (B-CD) et acceptrice( S ULPA)

BD (1) C15-H93 BD*(1) N158-H185 2.74
BD (1) C23-H102 BD*(1) C156-H184 1.87
BD (1) C27-H107 BD*(1) C156-H183 291
BD (1) C29-H109 BD*(1) C154-H179 2.90
BD (1) C33-H114 BD*(1) C155-H182 2.76
BD (1) C35-H116 BD*(1) C153-H178 3.01
BD (1) C41-H123 BD*(1) C153-H177 1.78
BD (1) O 54-H132 BD*(1) C160-H189 1.97
LP (1) 047 BD*(1) C152-H176 1.39
LP (2) 063 BD*(1) C154-H180 115
Doneuses (SULPA) et acceptrice( p-CD)

BD (1) C 153-H177 BD*(1) C41-H123 2.85
BD (1) C 153-H178 BD*(1) C35-H116 3.36
BD (1) C 154-H179 BD*(1) C29-H109 3.40
BD (1) C 155-H182 BD*(1) C33-H114 2.98
BD (1) C 156-H183 BD*(1) C27-H107 2.49
BD (1) C 156-H184 BD*(1) C23-H102 3.18
BD (1) N 158-H185 BD*(1) C15-H93 172
BD (1) C 160-H189 BD*(1) O54-H132 2.55
LP (1) S148 BD*(1) O63-H137 112
LP (2) S148 BD*(1) O63-H137 3.95
Orientation B

Doneuse (B-CD) et acceptrice( SULPA)

BD (1) C3-H81 BD*(1) C150-H173 1.60
BD (1) C5-H83 BD*(1) C154-H180 1.64
BD (1) C9-H88 BD*(1) C152-H176 2.66
BD (1) C11-H90 BD* (1) C153-H177 1.95
BD (1) C15-H93 BD*(1) C151-H174 3.15
BD (1) C23-H102 BD*(1) C153-H178 2.31
BD (1) C35-H116 BD*(1) C156-H183 2.09
BD (1) C36-H118 BD*(1) C160-H188 2.71
LP (1) O50 BD*(1) C152-H175 0.84
Doneuse (SULPA) et acceptrice p-CD)

BD (1) C150-H173 BD*(1) C3-H81 1.96
BD (1) C151-H174 BD*(1) C15-H93 2.73
BD (1) C153-H17 BD*(1) C9-H88 261
BD (1) C152-H176 BD*(1) C11-H90 2.93
BD (1) C153-H178 BD*(1) C23-H102 231
BD (1) C154-H180 BD*( 1) C5-H83 2.18
BD (1) C156-H183 BD*(1) C35-H116 2.98
BD (1) C160-H188 BD*(1) C36-H118 2.57
LP (1) S149 BD*(1) C21-H100 1.60

BD (1) signifie une liaison o orbitale; BD (1) * signifie ¢ * anti-liante orbitale; LP (1) et LP (2)
signifie 1ére et 2éme paire électron solitaire, respectivement. E (2) signifie que I'énergie de

stabilisation.
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[11.4. Conclusion

Dans cette étude, nous avons entrepris une investigation théorique par
modélisation moléculaire sur l'interaction entrefla -CD et la molécule SULPA
biologiquement active. Les méthodes PM 3, HF, DFT, ONIOM?2 et I'analyse NBO, nous
ont permis de définir et d'analyser deux orientations possibles de la molécule SULPA
dans la cavité de Iap -CD. Les calculs thermodynamiques (AG, AH, AS) et la néthode
FMO suggérent que le complexe d'incluson b-CD/SULPA est assez stable et les
résultats de I’analyse théorique indiquent que le complexe A est plus favorisé par
rapport au complexe B dans le vide et en solution. En particulier, il est important de
noter qu'aussi bien dans le vide qu'en solution, I'hétérocycle 1,2-dithiolane de la
molécule SULPA qui est la partie la plus fragile se trouve encapsulée dans la cavité de
laB-CD et par conségquent elle est bien protégée.
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CONCLUSION GENERALE



Conclusion générale

Les Anhydrases Carbonique (ACs) sont des métaloenzymes impliquées dans de nombreux
processus physiologiques et pathol ogiques.

Alorsquel’isoformell del’ AC est principalement responsabl e des réles physiol ogiques
«normaux », d autres isoformes sont impliquées dans des phénomenes pathol ogiques tels
que le cancer.

L'ACIX qui e une protéine extramembranaire, est largement exprimée dans de
nombreuses tumeurs, dle congtitue de ce fait une nouvelle cible thérapeutique dont la
Sectivité cellulaire est une caractéristique de premier plan.

La premiere problématique réside dans le fait que la majorité des inhibiteurs de
I”anhydrase carbonique actuellement disponibles en thérapeutique en particulier les
sulfonamides, s averent présenter beaucoup d’ effets secondaires principalement dus a
leur faible hydrosolubilité et leur manque de sélectivité. Donc le premier volet de
notre travail, a consisté tout d’abord a la reprise de la synthése et la caractérisation
d'une série de quatre conjugués sulfonamides-acide lipoique via le couplage
peptidiqgue d'une série de sulfonamides inhibiteurs potentiels de I'anhydrase
carbonique avec I'acide lipoique dans le but d augmenter leur sélectivité envers
L’ACIX. L’ optimisation de cette réaction par la mise au point de nouvelle conditions
expérimentales qui consiste a utiliser I'EDCI comme agent déshydratant en présence
du DMAP en tant que catalyseur dans le DMA, nous a permis d’ accéder aux produits
désirés avec des rendements satisfaisants.

La présence du fragment lipoyle dans ces molécules leur confére une activité
inhibitrice beaucoup plus élevée et plus sSdective que leurs précurseurs
correspondants. Cependant, ces composés se sont montrés plus lipophiles que leurs
précurseurs et leur solubilité dans |’ eau s est considérablement diminuée.

La deuxieme problématique porte donc sur la faible solubilité agueuse de ces conjugués
ains que leur instabilité vis-a-visde lalumiére, lachdeur et les conditions dcaines.

Dans ce contexte, et afin d'améliorer la solubilité, la stabilité, la biodisponibilité de ces
composés, une étude théorique et expérimentale de la complexation [avec la -
cyclodextrine (B-CD) du composé le plus actif en I|'occurrence le N-[(4-
sulfonamidophenyl)ethyl]-5-(1,2-dithiolan-3-yl)pentanamide (SULPA) a été réalisée.

Aing, le complexe d'inclusion de la B-CD avec la molécule SULPA a été préparé avec
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succes par le procédé de co-précipitation et saformation a été mise en évidence alafois
dans la phase liquide, et également a |'état solide a I'aide de la spectrophotométrie UV -
Visible et IR. Enslite et a I'aide de la méthode de Job et I'équation Benesi-Hildebrand
respectivement, la stoechiométrie du complexe a été trouvé égale 1:1 et sa constante de
stabilité a été évaluée comme 1.3415.104 (mol / L)-1 a latempérature ambiante.

Etant donné I'intérét récent attaché a la modélisation moléculaire des complexes
d’inclusion avec les cyclodextrines, nous avons mené une investigation théorique au
moyen de la modéisation moléculaire sur le complexe dinclusion de stoechiométrie 1:1,
entrela molécule SULPA faiblement soluble dans |’ eau et la -CD.

En effet, I'utilisation des méthodes théoriques telle que la méthode semi-empirique
PM3, les méthodes quantiques ("single point" HF et (B3LY P/6-31G (d) de la théorie de
la densité fonctionnelle DFT) et la méthode hybride ONIOM2, nous ont permis
danalyser deux orientations possibles de la molécule invitée SULPA dans la cavité
hydrophobe de la3-CD

Toutes ces méthodes de calculs faisant apparaitre des parametres thermodynamiques et
structuraux du complexe étudié dans le vide et en solution, indiquent que le processus
de I'inclusion est thermodynamiquement favorable et que le complexe dinclusion (-
CD/SULPA est assez stable. Ces résultats théoriques sont en bon accord avec ceux que
nous avons trouvé expérimentalement par spectrophotométrie UV-Visible.

D’autre part, le complexe A dans lequel |’hétérocycle 1-2-Dithiolane de la molécule
SULPA est inséré dans le coté large de |8 -CD s est montré plus favorisée par rapport
au complexe B. Par ailleurs, les investigations théoriques par les orbitales frontieres
HOMO, LUMO dans le vide et en solution et les résultats structuraux de |’ analyse
fonctionnelle par spectroscopie IR, montrent que |’ heterocyclel-2-Dithiolane tres
sensible aux agressions chimiques ou physiques est piégeé dans la cavité de 1§ -CD, ce
qui le rend suffisasmment protége.

Enfin, par I’analyse NBO, nous avons pu déterminer les valeurs de |’ énergie de stabilisation
E2 et mettre en évidence les principales forces motrices de complexation mises en jeu

dans e processus de complexation entre lamolécule invitée SULPA et la-CD.
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TROSIEME PARTIE

Appareillages, Protocoles Expérimentaux et
Programmes Utilisés



|. Conditions générales et M éthodes de car actérisation

L es rendements expérimentaux sont exprimés en pourcentage des produits purs isolés
par rapport a la quantité de matieres premieres mise en ceuvre.

Solvants: Le principal solvant utilisé dans ce travail est I’acétonitrile. 1l a I’avantage
d’étre polaire, aprotique et est approprié pour toutes nos mesures

Les points de fusion ont été déterminés a I’aide d’un appareil a point de fusion sur
capillaire (appareil electrothermal (1A9000).

CCM: Les chromatographies sur couches minces (CCM) ont été réalisées sur plagque de
silice en aluminium Merck 60 F354 (art.5554).Selon leur nature, les produits ont été
révélés par différentes méthodes: a la lumiere UV (254nm) pour les composés
possedant un chromophore, a l'aide d'un révélateur chimique appropri€; pour les aminés
dans une solution de ninhydrine dans I'éthanol (0,1%) ou pour les cyclodextrines
dans une solution d'acide sulfurique dans I'eau (20%),o0u dans le systeme(dioxane /
ammoniaque concentré) suivi d'un chauffage jusqu'au développement optique des
taches.

Les spectres d'infrarouge ont été enregistrés au Laboratoire du géni des matériaux au
centre de recherche de I’université de Guelma, a l'aide d'un spectrophotomeétre Perkin-
Elmer Spectrum one FT-IR Spectrometer, en pastilles de bromure de potassium. Les
différentes absorptions (v) sont indiquées en cm™.

Pastillage dans le KBr: Il consiste a incorporer le produit solide a étudier a du KBr
anhydre. Tout d'abord, il faut procéder a son séchage pendant 24H ainsi qu'au nettoyage
au chloroforme et au séchage de tout le materiel a utiliser. Puis on pulvérise finement
par broyage dans un mortier d'agate le mélange de substance a analyser avec le
KBr anhydre avec le rapport substance/KBr variant entre 3 et 10%. La poudre est
ensuite placée dans une matrice d'acier inoxydable et soumise a une trés forte
pression (10 tonnes) a laide dune presse hydraulique. Avant et pendant
I'application de la pression, on évacue l'air en reliant la matrice a une pompe a vide.

Les spectres UV-Visible ont été enregistrés au Laboratoire (LCA) a l'aide d'un
spectrométre UV-visible Shimadzu model (RF-5301 PC) relié a un ordinateur sous
Windows XP doté du logiciel Personal Software version 2.43, Shimadzu scientific
Instruments, équipé d’une lampe Xénon, & cellule en quarts de 1.00 cm de diametre,

a température ambiante. Les longueurs d’onde (1) sont indiquées en nm.
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Les réactifs utilisés sont fournis par Sigma-Aldrich et Flucka et sont utilisés sans
purifications.

Les spectres de RMN 'H et *3C ont été enregistrés & température ambiante sur Brucker
DRX 400 (a une fréguence de 400MHz). Les déplacements chimiques (8) sont exprimés
en ppm, utilisant DMSO-ds et le D,O comme solvants et le tetramethylsilane (TMS)
comme réfeérence interne.

La multiplicité des signaux est indiquée par une (ou plusieurs) lettre(s)
minuscule(s): singulet, d : doublet, t : triplet ,m :multiplet.

Les gpectres de masse sont obtenus par technique electrospray sur un appareil Water

Micro-Mass ZQ, en mode positif et négatif.

| I-Protocoles Expérimentaux

[1.1. Synthése des conjugués sulfonamides-acide lipoique

11.1.1. Synthesede: N-(4-Sulfonamidophenyl) -5-(1,2-dithiolan-3-yl) pentanamide.
Dans un ballon de 100 ml, a 0,2g (1éq) de I’acide lipoique dans 2,5ml de DMA, sont
ajoutés 0,167g (1éq) de sulfonilamide et 0,159 (1ég) de DMAP. La solution obtenue est
traitée avec 0,1869 (1 éq) de I’EDCI. Apres 6h d’agitation a température ambiante, la
phase organique est extraite par I’acétate d’éthyle, ensuite séchée et concentrée sous
pression reduite; le produit ainsi obtenu est purifié sur colonne a gel de
silice (DCM /MeOH (85 /15).

MW=360,52 g/mol [C14 H2p O3N2S;]

Rdt =40 %
Rf = 0,42 (CH,Cl,/MeOH: 9,5/0,5).
Tf=176°C.

SM (ESI/MeOH / CH3CN): m/z (exp.) 359,17 [M-H] ;394,99 [M+CI]

RMN 1H (DMSOd6, 400 MHz, § en ppm ): 10.23 (s, 1H), 7.74 (s, 4H), 7.24 (s, 2H),
3.63 (s, 1H), 3.16 (m, 3H), 2.37(m,3H), 1.86(m, 1H), 1.61(m,3H), 1.42(d,2H,J=
7.21H2).

RMN *C (DMSOd6, 400 MHz , § en ppm ) : 171.69,142.12,126.61, 118.47 , 56.06 ,
39.71,39.43, 38.07,36.21,34.10, 28.25, 24.67.
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[1.1.2. Synthésede: N-[(4-Sulfonamidophenyl)-methyl]-5-(1,2-dithiolan-3-yl)

pentanamide

A 0,2 g(1éq) de I’acide lipoique dans 2,5ml de DMA sont ajoutés 0,216 g (1éq) de 4-
aminomethylbenzensulfonamide hydrochloride et 0,15 g (1ég) de DMAP. La solution
obtenue est traitée avec 0,14ml (1éq) de TEA et 0,1869 (1 é€q) de I’EDCI. Apres 6h
d’agitation a température ambiante, la phase organique est extraite par |’acétate
d’éthyle, ensuite séchée et concentrée sous pression réduite ; le produit ainsi obtenu est
purifié sur colonne a gel de silice (DCM /MeOH (85/15).

MW=374,54g/mol [C15 H22 O3N2S;]

Rdt= 66%

Rf = 0,55 (CH,CI,/MeOH : 7,5/1,5).

Tf =124°C.

SM (ESI", MeOH / CH3CN) : m/z (exp.) 373,27 [M-H] ; 409,03 [M+CI] ;748.80[2M
—H] ", 782.99[2M+CI]" .

RMN 1H (DMSOd6, 400 MHz, & en ppm), : 8.42 (t, 1H, J=5.95Hz), 7.76 (d, 2H,
J=8.32Hz), 7.40 (d, 2H, J = 8.32 Hz), 7.32 (s, 2H), 4.31 (d, 2H, J=5.95Hz); 3.61(m,1H),
3.15(m,2H), 2.39(m,1H), 2.14(m,2H), 1.85(m,1H), 1.67 (m, 1H), 1.55 (m,
3H),1.35(m,2H)

RMN **C (DMSOd6, 400 MHz, § en ppm),) : 172.25 ; 143.83 ; 142.56 ; 127.48 :
125.70; 56.17 ; 40.34 ; 39.97 ; 38.17 ; 35.16 ; 34.15 ; 28.36 ; 25.05.

[1.1.3. Synthesede: N-[(4-Sulfonamidophenyl)-ethyl]-5-(1,2-dithiolan-3-y1)

pentanamide.

A 0,2 g (1éq) de I’acide lipoique dans 2,5 ml de DMA sont ajouteés 0,1194 g (1éq) de 4-
aminoethylbenzensulfonamide et 0,15 g (1éq) de DMAP. La solution obtenue est traitée
avec 0,186 g (1 éq) de I’EDCI. Aprés 3h d’agitation & température ambiante, la phase
organique est extraite par I’acétate d’éthyle, ensuite séchée et concentrée sous pression
réduite ; le produit ainsi obtenu est purifié sur colonne a gel de silice ( DCM /MeOH
(85 /15).
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MW=388,57g/mol [C16 H24 O3N,S3]

Rdt = 68%,

Rf = 0,88 (CH,Cl,/MeOH: 7,5/1,5).

Tf =131°C.

SM (ESI*; ESI" /MeOH / CH3CN): : m/z (exp.) 411,04 [M+Na]*;387,18 [M-H]’;
423,06[M+CI]

RMN 'H (DMSOd6, 400 MHz, & en ppm), : 7.91 (t, 1H, J=4Hz), 7.73 (d, 2H,
J=4Hz),7.38 (d, 2H, J=4Hz), 7.30 (5,2H), 3.6 (m, 1H), 3.28 (m, 2H), 3.15 (m, 2H), 2.77
(t, 2H, J=8Hz), 2.4 (m, 1H), 2.02 (t, 2H, J=8Hz),1.85 (m, 1H), 1.63 (m, 1H), 1.52 (m,
3H), 1.32 (m, 2H).

RMN *C (DMSOd6, 400 MHz, & en ppm ) : 172.17 ; 143.81, 142.48 , 127.40 ; 125.62
:56.09 ; 41.62 ; 40.26 ; 38.08 ; 35.08 ; 34.07 ; 28.28 ; 24.96.

[1.1.4. Synthesede: N-[(4-(Thiazol-2-yl)-sulfonamidophenyl)]-5-(1,2-dithiolan-3-yl)

pentanamide.

Préparé suivant le méme mode opératoire précédent par le couplage entre le
sulfathiasole(1éq) et I’acide lipoique(1éq) en présence de I’'EDCI(1 éq).
MW=443,63g/mol [C17 H2, O3N3S4]

Rdt = 78%.

Rf:= 0,35 (CH,Cl,/MeOH: 7,5/1,5).

Tf=147°C.

M S ESI+ nVz466.54 [M+Na]+, ESI- m/z 442.63 [M-H]-.

RMN *H (DMSOd6, 400 MHz, & en ppm ), 7.75 (d, 2H, J=4Hz), 7.41 (d, 2H, J=4Hz),
7.35 (s, 1H), 6.87 (d, 1H), 6.81 (d, 1H),3.6 (m, 1H), 3.3 (m, 2H), 3.15 (m, 2H), 2.4 (m,
1H), 1.85 (m, 1H), 1.65 (m, 1H), 1.5 (m, 3H), 1.31(m, 2H).

\

I1.2. Préparation du complexe d’inclusion SULPA/B-CD a I éat

solide:

La préparation des complexes d'inclusion, consiste a utiliser deux solvants miscibles,
parmi, ceux-ci on a choisi I’eau et le méthanol. La -cyclodextrine est soluble dans

I’eau, et la SUPA soluble dans le méthanol. Les deux solvants étant miscibles.
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Une solution aqueuse a 2 % de B-CD (1 éq.), et une solution de SULPA (1 éqg.) dans peu
de méthanol ont été préparées. La synthese du complexe se fait en mélangeant, goutte a
goutte, la solution de SULPA dans le méthanol, a la solution aqueuse de la B-CD, sous
agitation magnétique et & température ambiante & I’aire libre pendant 24 heures. Le
précipité formé est décanté puis séché a 37°C, un solide blanc est recueilli.

Le solide obtenu contient le complexe, ainsi que la cyclodextrine n‘ayant pas reagi.
Nous avons procédé a une tentative de purification du complexe en nous basant
sur la différence de solubilité entre le complexe et la cyclodextrine, celle-ci étant
la plus soluble dans I'eau. Pratiqguement, on solubilise le solide obtenu dans un volume
minimal d'eau chaude, de sorte que la concentration en complexe soit juste en dessous
de la limite de sa solubilité. Aprés refroidissement de la solution a température
ambiante, la limite de solubilité du complexe étant dépassée, celui-ci précipite, les
cyclodextrines restant solubles. Aprés sédimentation de la solution, le retrait de la
solution de surnageant contenant les cyclodextrines permet une purification
acceptable.

Nous donnons, ci-apres, les caractéristiques spectroscopiques du complexe d’inclusion

avec la molécule SULPA :

MW=1523,57g/mol

Rdt = 63.6 %,

Rf = 0,68(isopropanol / ammoniaque (v/v: 80 /20)

Tf =231°C.

IR (KBr, v en cm™): 3368.07 (OH) , 3260.07 ( NH ), 1751 (C=0), 1175 (C-0).,,
1150(S02)

U.V -Vigble (A max hm): 224 nm.
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11.3. Etude en solution du complexe d’'inclusion g-CD/SUL PA

I1.3..1. Miseen évidence de la formation des complexesd'inclusion -  CD-SUL PA

*Prépar ation des solutions au moyen des ultrasons

La complexation en solution a été suivie par spectroscopie UV-Visible a
température ambiante dans I’acétonitrile.

A I’aide d’une sonde ultrason (sonificateur) de fréguence bien modulée, des
quantités équivalentes de B-CD et de la molécule invités SULPA sont agitées a
température ambiante pendant un laps de temps jusqu’a atteindre un équilibre
dynamique entre la forme libre et la forme complexée de la molécule invitée.

Cette méthode s’est avérée économique et trés rapide.

[1.3.2. Déter mination de la stoechiométrie du complexe d’inclusion B-CD-SUL PA

La steechiométrie du complexe d'inclusion B-CD-SULPA a été déterminée avec deux
méthodes distinctes: La méthode des variations continues et la méthode des rapports

molaires:

I1.3..2.a. M éthode des variations continues (méthode de Job)

Pour déterminer la steechiométrie du complexe d'inclusion B-CD-SULPA selon la
méthode de Job, nous avons fait varier la teneur en 3-CD de maniére a obtenir une série
de solutions, dans lesquelles sa fraction molaire variait entre 0.10 et 0.90, tout en
conservant la somme des concentrations des SULPA et de la B-CD constantes, et nous
avons mesure I’absorbance maximale.

Les solutions des SULPA et de la B-CD ont été préparées dans le méme solvant
(acétonitrile) et & la méme concentration (1.00 x 10 M).Les résultats de cette méthode

sont présentés dans le Tableau.1donné ci-apres:

I1.3.2. b Méthode des rapports molaires

Le protocole utilisé ici pour la détermination de la steechiométrie du complexe
B-CD-SULPA a été procédé dans I’acétonitrile en utilisant la méthode des
rapports molaires. Les solutions de 1 jusqu’a 9 de SULPA et de la B-CD, sont
préparées de la méme facon que dans la méthode des variations continues a partir de

solutions méres de SULPA et de B-CD, aux mémes concentrations de 1.00 x 10” M.
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Dans ce cas, en fixant le volume de la solution de SULPA a 3 ml et on fait varier celui
de la B-CD en solution, de 0.6 a 5.4 ml.Les résultats de cette méthode sont présentés

dans le Tableau.2 donné ci-aprés:

Tableau.1 : Préparation des différents volumes molaires utilisées dans la méthode des

variations continues.

Solutions | V p.cp (Ml) | Vsurea (MI) FM g.co Abs a 224 nm
1 0.5 4.5 0.1 0,1555
2 1 4 0.2 0,1485
3 1.5 3.5 0.3 0,1425
4 2 3 0.4 0,1375
5 2.5 2.5 0.5 0,1355
6 3 2 0.6 0,1381
7 3.5 1.5 0.7 0,1395
8 4 1 0.8 0,1455
9 45 0.5 0.9 0,1530

Tableau.2 : Préparation des différents volumes molaires utilisées dans la Méthode des

rapports molaires.

Solutions | V g.co (MI) | Vsuiea Vg.co Abs a 224 nm
(ml) VsuLpa
1 0.6 3 0.2 0.359
2 1.2 3 0.4 0.348
3 1.8 3 0.6 0.325
4 24 3 0.8 0.242
) 3 3 1 0.228
6 3.6 3 1.2 0.207
7 4.2 3 1.4 0.207
8 4.8 3 1.6 0.182
9 5.4 3 1.8 0,150
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[1.3.3. Détermination dela constante de stabilité du complexe

La constante de stabilité a été déterminée dans I’acetonitrile, en utilisant la méthode de
Benessi-Hildbrand.

Cette étude consiste a faire varier la concentration de la B-CD tout en fixant celle
du SULPA. La concentration de la molécule SULPA est fixée & 1.00 x 10° M et on
fait varier celle de la B-CD (entre 2.00 x 10° et 1.00 x 10-* M).

Pour préparer les solutions numérotées de 1 jusqu’a 9, on mélange deux volumes égaux
des solutions de SULPA et de 3-CD.

Les différentes valeurs des absorbances du complexe son rassemblées dans

le tableau.3 suivant :

Tableau.3: Variation des absorbances en fonction de I’ ajout de la B-CD

Solutions [SULPA] (M) [B-CD] (M) Abs a 224 nm
1 10° 2 00 x10°® 0,1075
2 10° 3.00 x107 0,1090
3 107 4.00 x10™ 0,1099
4 107 5.00 x 10° 0,1109
5 10° 6.00 x10° 0,1113
6 107 7.00 X107 0,1118
7 107 8.00 x 10°° 0,1120
8 10 9.00 x 1078 0,1124
9 107 1.00 x10™ 0,1128
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|11.Protocoles Théoriques

['11.1. Programmes utilisés:

Les données ont été traitées a I’aide des programmes suivants:
ORIGIN, version 8.0, de Microcal, Inc.

ChemDraw Ultra 12.0 3D

HYPERCHEM 7.51

GAUSSIANO09

- Excel

[11.2. Recherche du minimum

La détermination du minimum est une opération tres difficile, car il existe une infinité
de points a I’intérieur de la cavité de CD qu’il faut explorer. Donc, nous pouvons
seulement I’approcher. Nous avons contribué au développement d’une procédure de
recherche systématique du minimum propre a notre complexe d’inclusion SULPA/B-
CD.La modélisation a été réalisée par docking de la structure optimisée du PIC dans la
cavité de lap-CD. Ainsi, le processus d’inclusion consiste a placer en premier, les
atomes d’oxygene glucosidiques de lap -CD sur le plan XY, puis le SULPA a été placé
sur I’axe Z .Durant Le processus de complexation, les coordonnées de lap-CD sont
maintenus fixes et la molécule SULPA est déplacée par translation. Par conséquent,
I’atome de référence est placé au préalable & la position 10 A, est déplacé pas par pas de
1 A, selon I’axe axial OZ, vers le point symétrique -10 A en traversant bien évidemment
le ceeur de la B -CD. A chaque déplacement, la molécule est mise en mouvement
rotationnel autour de I’atome de référence avec un incrément angulaire de 20 ° jusqu’a
atteindre 360°. Cette étape est effectuee afin d’explorer le maximum possible de la
géométrie tridimensionnelle la plus stable. Il est intéressant de mentionner qu’a chaque
mouvement, que ce soit déplacement ou rotation autour de la I’atome de référence, le
systéme est optimisée sans aucune contrainte en utilisant la méthode semi-empirique
PM3 choisie. Une fois que tous les minimums locaux sont déterminés il sera donc
possible de localiser le minimum absolu.

Lors de la complexation, deux modeles d’inclusion (2 orientations) ont été pris en
compte et la molécule SULPA invité a été insérée graduellement dans la cavité de laf -
CD (Figure.1).
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Figure.l : Procédure de I’inclusion de la molécule SULPA dans la B-CD selon les

deux modeles (A) et (B).

Dansle modéle A:

L’hytérocycle 1-2-Dithiolane de la molécule SULPA est pointé vers la face large de la

B-CD.
Dansle modéle B:

L’arylsulfonamide de la molécule SULPA est pointé vers la face large de la -CD.

On note que I’utilisation de ces minimums locaux permet de tracer les courbes des

énergies du complexe en fonction de la distance parcourue par la molécule invitée le
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long du processus de I’inclusion. Les résultats du processus théorique de I’inclusion de

SULPA dans la B-CD sont présentés dans le tableau.4 donnés ci- apres:

Tableau.4: Energies du la complexation pour les deux orientations A et B.

B-CD-SULPA
Z (A°) Energie (K cal/mol) Energie (K cal/mol)
orientation A orientation B
10 -18.734 -15.431
9 -18.85 -13.199
8 -18.85 -13.564
7 -10.939 -13.564
6 -10.939 -12.405
5 -17.513 -12.611
4 -16.328 -12.479
3 2402 > -19.057
2 -19.012 -17.734
1 -18.877 -12.843
0 -18.242 -13.341
-1 -18.664 -18.664
-2 -17.639 -13.479
-3 -17.639 Q22,614 >
-4 -17.412 -14.346
-5 -18.353 -15.483
-6 -21.275 -18.066
-7 -20.973 -21.425
-8 -17.727 -8.412
-9 -11.554 -15.684
-10 -12.154 -15.73
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Abstract Spectroscopic investigation supported by
molecular modeling methods has been used to describe the
inclusion complex of B-cyclodextrin (B-CD) with N-[(4-
sulfonamidophenyl)  ethyl]-5-(1,2-dithiolan-3-yl)  pen-
tanamide in solution and in solid state. By using UV-Vis
absorption, the stoichiometric ratio of the complex was
found to be 1:1 and the stability constant was evaluated as
1.3415.10* (mol/L)™". Solid state characterization by FT-
IR spectroscopy provided remarkable evidences of the
formation of inclusion system. Moreover, semi-empirical
calculations using PM3 level of theory and hybrid method
ONIOM2 clearly indicate that the formed complexes are
energetically favored in vacuum and in solution. From
NBO analysis, the mutual interactions between B-CD and
SULPA were analyzed and discussed.
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Introduction

Sulfonamides are a very useful structure, leading to a large
family of compounds exhibiting a wide variety of phar-
macological activities such as antibacterial, hypoglycemic,
diuretic, anticonvulsant, anti-carbonic anhydrase, antithy-
roid, antitumor, HIV protease inhibitor activities and anti-
inflammatory [1, 2]. Among this broad spectrum of activ-
ities showed by sulfonamides, their role as inhibitors of the
zinc containing metalloenzyme carbonic anhydrase (CA)
has been discovered and clinically exploited, However,
most of the clinically used sulfonamides present unfavor-
able physicochemical properties such as low water solu-
bility and bad therapeutic index, owing to several undesired
side effects [3, 4].

Modern drug design not only focuses on the pharma-
cological activity of a drug such as a compound but also
considers its ability to be absorbed and to reach its site of
action. Low water solubility continues to influence the
development of many potential drug candidates [5, 6]. This
is the reason why different strategies using prodrug, solid
dispersions, salt compounds and complexes have been
developed to exceed the problem of poor solubility of
drugs [7, 8]. Among all the solubility enhancement tech-
niques, inclusion complex formation technique has been
employed more precisely to improve the aqueous solubil-
ity, dissolution rate, and bioavailability of poorly water
soluble drugs. Inclusion complexes are formed by the
insertion of the hydrophobic molecule (known as guest)
into the cavity of another molecule or group of molecules
(known as host).The most commonly used host molecules
are cyclodextrins [9].

Cyclodextrins (CDs) are seductive cyclic oligosaccha-
rides composed of glucopyranose units. The most used
CDs are a-, B-, and y-CDs, which are built up from six,
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seven and eight glucopyranoses, respectively. Due to their
unique structure, characterized by a chiral and hydrophobic
cavity, CDs have been successfully used as chiral selectors
and drug delivery systems, due to its exterior hydrophilic
surface and interior hydrophobic cavity.

Complexation of a large variety of guest compounds
with CDs or modified cyclodextrins can enhances the
apparent water solubility of the guest, increase stability
against the effects of light, heat, and oxidation, mask
undesirable physiological effects, in addition to other
important properties [10, 11].

Recently, there has been considerable interest in the
synthesis and pharmacological property of human carbonic
anhydrase (hCA) inhibitors [12-15].Interestingly, the
inhibition of transmembrane, tumor-associated to isozyme
hCA IX with a library of aromatic and heteroaromatic
sulfonamides has been investigated. Unfortunately, most of
these compounds have very limited water solubility and
exhibit some serious side effects due particularly to their
low selectivity by inhibiting the other CA isozymes of
major physiological functions [16—18].

Previously, we have synthesized and studied a new class
of carbonic anhydrase inhibitors, mainly the N-[(4-sulfon-
amidophenyl)ethyl]-5-(1,2-dithiolan-3-yl)pentanamide
(Fig. 1), a specific CAIX inhibitor exhibiting an effective
antitumor activity [19]

This poorly water soluble compound that we have
denoted by SULPA bears a chiral carbon atom and there-
fore occurs as R- and S-enantiomers.

Furthermore, according to a Nano approach, which
consisted in grafting this compound onto gold nanoparti-
cles (AuNPs), we found that the activity and selectivity of
this lipoic acid tailed sulfonamide were dramatically
enhanced. However, knowing that the 1,2-dithiolane ring in
SULPA compound is the source of the fascinating

biological properties of lipoic acid, but also of its low
solubility in water, instability to light, heat and alkaline
conditions [20, 21]. For these reasons, we extend our
investigation in this present paper to a Sugar approach in
which we report an experimental and theoretical study of
the inclusion complexation of B-CD with SULPA in the
aim of improving its stability, aqueous solubility and
inhibitor activity.

Experimental
Materials

The investigated compound namely: N-[(4-sulfonami-
dophenyl)ethyl]-5-(1,2-dithiolan-3-yl) pentanamide was
synthesized, purified and characterized according to the
procedure described in a previous work in the literature
[19] and studied as a racemic mixture.

B-CD was purchased from Sigma. All used chemicals
were of high purity (analytical grade). Double-distilled
water was used throughout. B-CD hydrate (3-CD-12H,0)
has a water content of 14 % which was taken into account
when preparing its solutions.

Fresh solutions were prepared just before taking mea-
surements. The concentration of B-CD was varied from
10~* to 10~> M. The concentration of the SULPA (Cys.
H,,05N,S3) solutions was equal to 1075 M. The experi-
ments were carried out at room temperature.

Preparation of inclusion complex in solution
The concentration of stock solution of the SULPA was

1072 M. The stock solution (0.1 ml) was transferred into
100 ml volumetric flasks.The final concentration of

Fig. 1 a Molecular structure of (@) H -

N-[(4-sulfonamidophenyl) (a) | | |

ethyl]-5-(1,2-dithiolan-3-yl) _
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SULPA in all the flasks was 107> M. The experiments
were carried out at room temperature (25 °C). Varying
concentrations of B-CD solution (ranging from 2.0.107° to
1.0.107* M) was added. The mixed solution was shaken
thoroughly and analyzed.

Preparation of inclusion complex in solid state

The inclusion complexes were prepared by using co-pre-
cipitation method as follows: To a stirred saturated solution
of B-CD in water (2 %) was added slowly a solution of
SULPA (1 equiv.) in methanol: water system (10:90, v/v).
The mixture was stirred vigorously for 24 h at room tem-
perature. The solution became turbid and the precipitated
complex was recovered by filtration and washed with small
amount of methanol and water to remove uncomplexed
compound and B-CD, respectively. The precipitate was
then dried in vacuum at room temperature for two days and
stored in an airtight bottle.

Instruments

The electronic absorption spectral measurements were
obtained by means of a Shimadzu spectrophotometer
(Model U-1800 PC UV-Vis spectrophotometer) equipped
with a xenon arc lamp. The wavelengths (A) are recorded in
the range of 400-220 nm and the measurements were
carried out in acetonitrile.

FT-IR spectra of the samples (B-CD, SULPA and their
inclusion complex powder) were obtained on a Spectrum
one Perkin Elmer FT-IR. The samples were first ground
and mixed thoroughly with KBr: an infrared transparent
matrix. The KBr disks were prepared by compressing the
powder. The scans were obtained from 500 to 4000 cm ™'

at resolution of 1 cm™".

Molecular modeling

Molecular modeling of CD complexes is among compu-
tational techniques and theoretical methods that are used to
predict their molecular behaviors, specifically, information
about their geometry and the nature of interactions between
the host and the guest molecules.

In our study, the initial geometry of SULPA structure
was constructed with the use of Hyperchem software 7.5
molecular modeling package [22]. The starting structure of
B-CD was constructed with CS Chem3D Ultra (Version 10,
Cambridge software) from the crystal structure. Molecular
modeling of the inclusion complex for 1:1 stoichiometry
and all calculations were performed using Gaussian 09
program [23].

The inclusion process was emulated manually by
translating the guest molecule into the B-CD cavity along
the Z axis from —10 A to +10 A with 1 A step By using
semi-empirical quantum mechanical calculations at PM3
level of theory, the geometry optimization and the energy
minimization were carried out as described in the literature
[24] (details were also provided in Supporting
Information).

It is generally accepted that the approach of the guest
molecules to the CD cavity is more favorable towards the
wider rim side of the cavity, therefore, as showed below in
Fig. 2, we optimized both the two possible orientations
labeled A and B:

(i) Dithiolane ring of SULPA inserted into the wide
rim of B-CD, namely A model.

(i)  Arylsulfonamide ring of the guest inserted into the
wide rim of B-CD, namely B model.

The coordinate systems and inclusion process of SULPA
into B-CD according to both orientations A and B are
shown in Fig. 2.

The solvent effects on the conformational equilibrium
have been investigated using the PCM model for water
(H,O) (e = 78.39), dimethylsulfoxide (DMSO) (e = 46.7)
and acetonitrile (CH3CN) (e = 36.2) as solvents with PM3
method.

The complexation energy (Ecompiex) Upon complexation
between B-CD and SULPA is calculated for the minimum
energy structures according to the following equation
[25, 26].

Ecomplexation = Ecomplex - (EB—CD+ESULPA) ( 1)

Where E(complex), E(B-CD) and E(SULPA) are the
total energy of the optimized most stable complex, the free
optimized B-CD and the free optimized guest SULPA
molecule, respectively.

The density functional theory (DFT) single- point cal-
culation is applied to calculate also the deformation energy
(Epgr) of each component (host or guest), based on the
following equation:

Epgr[component] = E[component] (' —E[component],,,,

(2)

Where E [Component}fl’,” stands for the single point
energy of the component on the configuration taken from
the optimized complex geometry and E [component}npt its
energy when it is optimized in free form. The energy
values were obtained from Eq. (2) by decomposing the
optimized complex and performing a single point energy
calculation on each resulting species.

For a deeper understanding of the encapsulation process

and to improve the precision of the theoretical results, an
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Fig. 2 Procedure of inclusion of SULPA into B-CD according to both orientations A and B. The horizontal arrows indicate the direction of

displacement of the guest molecule during the complexation process

ONIOM method of calculation was used. This method
allows different levels of theory to be applied to different
parts of a molecular system [27]. In the two-layered
ONIOM method (ONIOM?2), the molecular system being
studied is split into two layers: an inner and an outer layer.
The inner layer consists of the most critical elements of the
system, and the remainder of the system includes outer
layer. In the terminology used by Morokuma et al. [28], the
ONIOM energy is described as:

Eoniom = E (high, model) + (E low, real)
— E(low, model) (3)

where E (high, model), E (low, real) and E (low, model)
represent the energy of the inner layer (SULPA) treated
with the high level of theory, the energy of the entire
system (the complex (B-CD/SULPA)) treated with the low
level of theory and the energy of the model system(p-CD)
also treated with the low level of theory, respectively.

Results and discussion

Absorption spectral characteristics of SULPA in f-
CD

The inclusion phenomena in acetonitrile solution of the
SULPA within the hydrophobic cavity of the B-CD was
investigated through UV/Vis spectroscopy (Fig. 3). The
absorption spectrum of the SULPA (1.00.107> M) itself
without B-CD exhibits a single absorption maximum at
224 nm, in addition, there was no noticed spectral shift in
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Fig. 3 UV spectra of: a free B-CD, b SULPA, c their inclusion
Complex B-CD/SULPA in acetonitrile

the presence of B-CD (1.00.107> M) except an increase in
the intensity.

Figure 4 shows absorption spectra of SULPA solution
(1.00.107> M) containing various concentrations of -CD
(between 2.00.107° and 1.00.10~* M). Upon the stepwise
addition of B-CD, the absorption peak at 224 nm gradually
increases in intensity, but don’t shows any shift in the wave
peak (bathochromic or hypsochromic shift) this behavior
might suggest strong interactions between B-CD and
SULPA and formation of inclusion complex. Further, the
increase of absorbance when adding B-CD solutions has
been attributed to the enhanced dissolution of SULPA
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Fig. 4 Absorption spectra of SULPA (1.00.107> M) upon adding
various concentrations of B-CD in acetonitrile

through the hydrophobic interaction of B-CD cavity
[29, 30].

Determination of the stoichiometry of the complex

The stoichiometry of the complex B-CD/SULPA was
studied using the Job method, also known as the continuous
variation method [31, 32]. Briefly, the experiments use
stock solutions with different volumes of equal molar
concentrations of Host and Guest components which were
mixed in such a way that their total volume remains con-
stant and absorbance was plotted versus molar ratio (the
molar of B-CD divided by the total molar of $-CD and
SULPA).

- @

Molar ratio = ——————
Vg—cp + Vsurpa

Where Vg cp and Vsyppa are the volumes of B-CD and
SULPA solutions, respectively.

The Job’s plot is shown in Fig. 5a where we noticed that
the UV absorbance changes between free and complexed
SULPA. The Job’s plot maximum peak was obtained at
molar ratio = 0.5, which indicates that a complex with a 1:1
stoichiometry between B-CD and SULPA is predominant
in the solution. Besides that, the presence of isosbestic
point in the absorption spectra Fig. 5b is a strong indicative
of the 1:1 inclusion complex formation [33].

Determination of the stability constant
of the complex

The stability constant value of host—guest complexes is a
useful index of their binding strength. In our study, the
stability constant (K) of B-CD/SULPA complex has been
determined in acetonitrile, with Benesi—Hildebrand method

[34-36], which comprises varying the concentration of f3-
CD while fixing that of SULPA one. In this approach, we
expressed the ratio of the concentration of SULPA and
maximum absorbance versus the inverse of the concen-
tration of 3-CD.

Assuming that the B-CD forms an inclusion complex of
1:1 stoichiometry with the SULPA.

In such case, the inclusion complex is present in solution
in dynamic equilibrium with its constituents as shown
below in Eq. (5), on which the Benesi—Hildebrand Eq. (6)
can be applied.

k
SULPA + B-CD = SULPA/-CD 5)
[SULPA] 1 11

Abs  Ke <[pCD] € (6)

Thus, the plot of [SULPA]/Abs versus (1/[p-CD]), dis-
played in Fig. 6, shows a good linearity with a correlation
factor of R? = 0.998. This confirms the formation of the
inclusion complex between B-CD and SULPA with a sto-
ichiometry of 1:1.

From the intercept (1/¢) and the slope (1/Kg) values of
this plot shown in (Fig. 6), the constant stability (k) for the
host—guest inclusion complex was calculated and proved to
be equal to 1.34.10* (mol/L)™" at 25 °C in acetonitrile
solution. The higher value of the formation constant of -
CD/SULPA inclusion complex suggests that 3-CD forms
stable inclusion complex with SULPA molecule and
reveals the presence of strong interactions between the host
and the guest [37].

Now, suppose the case where a 2:1 stoichiometry is
predominant, since then, the applicable equation becomes:

[SULPA] 1 o 1 n 1 7

Abs Ke [BCD] ¢

According to this equation, when the trace of [SULPA]/
Abs versus 1/[p-CD]? is performed with the same data
above, we do not get a straight line. This observation
suggests that the composition of the complex is not 2:1 and
therefore the possibility of forming an inclusion complex
with stoichiometry 2:1 between B-CD and SULPA is dis-
carded [38].

Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR)
study

FT-IR is a very useful tool to confirm the formation of the
inclusion complexes. Indeed, the bands resulting from the
included part of the guest molecule are generally shifted or
their shapes and intensities altered [39].

The FT-IR spectra of B-CD, SULPA, and their inclusion
complex are presented in (Fig. 7). The B-CD (Fig. 7b)
showed its signature peaks observed at frequencies: 3413,
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Fig. 6 Benesi—Hildebrand plot of ([SULPA]/Abs) versus (1/[3-CD])
at 25 °C and A = 224 nm

2926 and 1027 cm™" which are corresponding respectively
to the symmetric and asymmetric stretching of OH, CH,
stretching, and bending vibration of C—-O-H groups in -
CD structure. The infrared spectra of the complex SULPA/
B-CD (Fig. 7¢) taken in the region of 4000—500 cm™' was
compared with that of the free guest SULPA (Fig. 7a).
The spectral region from 4000 to 3000 cm ™" is difficult
to analyze for B-CD and its complexes due to the co-
presence of primary and secondary OH groups of 3-CD and
water molecules of crystallization in this region. In the
SULPA spectrum, the peaks between 3500 and 3400 cm ™'
are due to asymmetric and symmetric vibrations of the
amino group (NH,).The band for (N-H) of the amidic
group is observed around 3345 cm™'. The peaks appearing
at 3078, 1619 and 1545 cm ™' respectively, are attributed to
C-H stretching of aromatic ring, to the amidic (C=0)

@ Springer

stretching and to NH deformation. The strong absorptions
observed at 1324 and 1152 cm™" are assigned successively
to SO, asymmetric and symmetric stretching. The bands
positioned at 1097, 920, 810, and 576 cm ™! are assigned to
C-H deformation in phenyl ring, S-N stretching, S-O
stretching and S-S stretching in 1,2-dithiolan ring,
respectively.

In the complex, the less resolved band at 3338 cm™
corresponding to the (N-H) stretching of amidic group was
shifted by 7 cm™" and its intensity was slightly diminished.
In contrast, the bands observed at 3078 and 920 cm™'
which are attributed successively to C-H stretching of
aromatic ring and S-N stretching in sulfonamide group
remained unchanged. The band assigned to (C=0) of the
amidic group positioned at 1622 cm ™' became shorter and
shifted by 3 cm™' to higher frequencies. An appreciable
shift of 43 cm™' to a lower frequency (533 cm™') and
reduction in intensity of the characteristic disulfide bridge
S-S stretching band was observed.

According to the above FT-IR analysis, we might sug-
gest that these changes in the characteristic bands of free
SULPA can be due to the formation of B-CD/SULPA
inclusion complexes in solid state. Thus, only one ring of
the guest molecule namely the dithiolan ring seems to be
predominantly embedded into the hydrophobic cavity of B-
CD. By contrast, these results indicate that the Arylsul-
fonamide moiety remains outside of the CD cavity.

The dithiolan ring is the most fragile part of SULPA, as
it is common for this group to be reduced enzymatically or
chemically to thiols or be cleaved when SULPA is under
degradation conditions [40]. Therefore, the inclusion of the
dithiolan ring into CD cavity and the consequent protective
effects on this moiety is the determinative factor for
SULPA stability.

1
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Fig. 7 FT-IR spectra of 7
(a) SULPA, (b)B-CD and (c)
B-CD/SULPA complex in KBr
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Molecular modeling studies

Molecular modeling investigations using semi-empirical
PM3 method

Host—guest systems using the complexation of biomole-
cules with cyclodextrins (CDs) is an ideal model for
mimicking enzyme-substrate interactions [41]. Currently,
computational methods used in molecular modeling have
became an important tool to study such supramolecular
systems. Among the most widely used of these methods,
we can mention: molecular mechanics (MM), molecular
dynamics (MD), semiempirical methods such as Austin
Model 1 (AMI1), Parametrization Model 3 (PM3),
Parametrization Model 6 (PM6), Own N-layered Integrated
molecular Orbital and molecular Mechanics (ONIOM)
method, Natural Bond Orbital (NBO) analysis, Hartree—
Fock (HF) and Density Functional Theory (DFT) [42].

To validate our experimental results described above,
PM3 method was particularly adopted to investigate the
encapsulation process of SULPA in B-CD cavity, since this
method has been shown to be a powerful tool in the con-
formational study involving CD inclusion complexes
[43].The molecular modeling analysis was performed on
the optimized geometry of the inclusion complexes of the
1:1 stoichiometry with the lowest energy which were
obtained during the simulation of the inclusion process in
each one of the orientations considered, as detailed in
“Molecular modeling” section.

2000 1000

Wavenumber(cm™)

In vacuum study In the first approach of this study, cal-
culations were carried out in vacuum.

Figure 8 depicts the graphical representation of the
complexing energy (kcal/mol) changes involved during the
inclusion passing and circling processes of B-CD with
SULPA versus the displacement along the Z axis and the
rotational angle, respectively for the two possible models A
and B.

Passing process Interestingly, in the passing process,
complexation energy is the lowest —24.02 kcal/mol), when
SULPA is precisely located at the optimum coordinate Z
equal to 3 A for the A complex. However, for the B
complex the optimum coordinate Z was located at —3 A
with complexation energy of —22.61 kcal/mol (Fig. 8a).
Consequently, we conclude that the A model, in which the
SUPRA molecules penetrate into the CD cavity with
dithiolane ring, is the most favorable.

Circling process In the circling process the complexing
energy is the lowest (—23.36 kcal/mol) when 8 is equal to
80° for the A complex, but for the B complex, the optimum
angle was found to be equal to 340° with complexing
energy of —24.95 kcal/mol (Fig. 8-b).

One can notice that in both passing and circling pro-
cesses, the curves show several local minima, where all
complexing energies for the two orientations are negative,
indicating that the inclusion process of the SULPA in the
B-CD is thermodynamically favorable.
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Fig. 8 Complexation energy changes involved during the passing (a) and circling (b) processes of SULPA in B-CD versus the rotational angle
and the displacement along the Z axis in vacuum for both possible models A and B

Effect of solvents In the second approach, we undertook
PM3 calculations in solutions in order to examine the
influence of the solvation effect on the complexation
energy, deformation energy and dipole moments of the
inclusion complexes. Since in solution, results describe
really the binding behavior of B-CD and SULPA than in
vacuum; the key features in the complexation of B-CD with
SULPA in presence and in absence of solvents are sum-
marized in Table 1.

Like the results obtained in the vacuum, the values of
complexation energy in solution listed in Table 1 indicate
that the A model is the most favorable for complexation. In
all cases, we notice that the energy difference between the
two models using H,O, CH3CN and DMSO as solvents is
almost the same (around 1.9 kcal/mol) in favor of A model.

Dipole changes As depicted in Table 1, we noticed that
both A complex and B complex showed dipole moments in
acetonitrile, water and DMSO higher than the corre-
sponding isolated SULPA molecule in the same medium
which is an indication of the augmentation of the polarity
and the intermolecular interactions in the solution [44].

In addition, the dipole moment of B complex is 1.97 D
higher than that of A complex in vacuum. And it is the A
complex which possesses the higher dipole moments val-
ues in solution and its polarity was dramatically increased
when passing from vacuum(4.70 D) to solution as shown in
Table 1. From these results, it can be concluded that the
polarity of these inclusion complexes have a closed relation
with the way in which the SULPA molecule is included in
the B-CD molecule and with the medium in which the
complexation was carried out.
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Geometrical parameters and deformation energy during
inclusion process According to Pathigoolla et al. [45], the
flexibility of guests and B-CD can favor interactions
because they can modify their conformations to ensure a
better inclusion and enhance the complexation entropy.
The deformation energy for each component, the host or
the guest molecules, throughout the formation of the
complex, was defined as the difference between the single
point energy of the component in the optimized complex
and its energy when it is optimized in free form.

Calculations on the deformation energy in vacuum
reported in Table 1 demonstrate that both B-CD and the
SULPA molecule in the A model require more energy than
that of the B model in order to adapt their structures for the
formation of their complexes; the corresponding values are,
respectively, 1.02 and —3.83 kcal/mol for B-CD and 1.15
and 0.91 kcal/mol for SULPA molecule respectively.
These results are also confirmed with calculation carried
out in solution with CH3CN, H,O and DMSO solvents. The
Conformational flexibility of the guest and host structures
are one of the important structural requirements for com-
plexation process. This can be more supported by the
geometric parameters (bond distances, bond angles and
dihedral angles) of SULPA before and after inclusion in B-
CD (Results are provided in the supplementary data).

It is clear that inside B-CD (in both models A and B), the
SULPA molecule has completely changed its initial
topology. The alteration was more significant in dihedral
angles, particularly, in aliphatic chain of lipoyl moiety and
in the dithiolane ring, which indicate that SULPA adapt a
better conformation inside the host cavity to form a more
stable inclusion complex.



J Incl Phenom Macrocycl Chem (2016) 86:121-134 129
:;;l(ﬁ;olfrrﬁ;i :u(sk((:]agif;eli at Energetic terms SULPA B-CD A model B model AE
PMS calcul?tions and single PM3(in vacuum)
point energies evaluated at
B3LYP/6-31G(d) and HF/6- E —93.65 —1449.12 —1566.79 —1565.38
31G(d) for B-CD/SULPA Ecomplexation —24.02 —22.61
inclusion complexes Edeformation (SULPA) 1.15 0.91
Edctormation (B-CD) 1.02 ~3.83
) 7.28 4.10 4.70 6.67
B3LYP/6-31G(d)
E —4034121.97 —4034118.50 3.47
HF/6-31G(d)
E —4013992.45 —4013989.17 3.28
PM3 (in solvents)
E (CH;CN) —114.96 —1483.04 —1609.87 —1607.93
Ecomplexation —11.87 -9.92
Edeformation (SULPA) 0.77 1.38
Edgeformation (B-CD) 2.16 4.92
nt (D) 10.08 7.60 14.69 13.56
E (H,0) —115.41 —1474.73 —1611.32 —1609.34
Ecomplexation —21.46 —19.48
Egeformation (SULPA) 0.29 0.66
Edetormation (B-CD) —6.97 —4.15
nt (D) 8.21 3.18 14.83 13.65
E (DMSO) —114.75 —1474.18 —1610.52 —1608.54
Ecomplexation —21.58 —19.60
Edeformation (SULPA) 0.28 0.92
Edetormation (B-CD) —7.06 —4.27
pé(D) 8.14 3.09 14.77 13.59
B3LYP/6-31G(d)
E (CH;CN) —4034199.68 —4034199.22 0.47
HF/6-31G(d)
E (CH;CN) —4014094.42 —4014093.56 0.86

AE is relative energy difference, AE = E (B model) — E (A model)
All energies in kcal/mol, ¢ dmoment in Debye (D)

Hydrogen bounding in the complex From the above dis-
cussions on the PM3 optimized structures, we can confirm
that in both models, the SULPA molecule is inserted in the
hydrophobic cavity of B-CD. Further insight, reveals that
there are intermolecular H-bonds in these structures (shown
as black dashed line in Fig. 9); which have a crucial role in
stabilization of complexes, in particular those having bond
lengths ranging from 2.4 to 3.1 A, just falling in the
reported data [46], such as H bonds established between the
oxygen atoms O(162) of amide groups H-N-C=O in
SULPA molecule and hydrogen atoms H(141) and H(136)
of secondary and primary hydroxyl groups of B-CD in A
and B complexes respectively and hydrogen atoms H(185)
of amide groups H-N-C=0 in SULPA molecule with the
oxygen atom O(78) of primaryry hydroxyl groups of B-CD.
The insertion of SULPA into the hydrophobic cavity of B-

CD changes the preference of hydrogen bridges and leads
to the decrease of flexibility of the guest and increase of its
stability.

DFT single point and Hartree—Fock calculations

The evidence for the formation of inclusion complex
preferably in A model was proved by using a more accurate
method. Thus, by proceeding with DFT single point cal-
culations at the B3LYP/6-31 G(d) levels and Hartree—Fock
HF/6-31G(d) to the PM3 optimized geometries, we can
observe from calculation results summarized in Table 1,
that in vacuum as in acetonitrile solution, the single point
energy calculated by DFT and HF is lower in the A com-
plex than that in the B complex. This provides important
support to our above result and thus, predicts that the
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A model

B model

Fig. 9 Geometrics structures of B-CD/SULPA complexes optimized by PM3 method in Acetonitrile, the possible intermolecular hydrogen

bonds are indicated by dotted lines

dithiolane ring has a preference to be embedded in cavity
of the B-CD rather than the Arylsulfonamide moiety.
Finally it is important to notice that in all cases, the results
of both methods DFT and HF are converging and are in
agreement with those obtained by the PM3 semi-empirical
method in solutions.

ONIOM?2 calculations

In order to further understand molecular recognition
between B-CD and SULPA, we rationalized our study by
adopting the ONIOM2 method. Since this hybrid method
allows a high level calculation on just a small part of the
critical molecular system and incorporate the effects of the
remaining items at a lower level of theory, to give an
expression of energy compatible with similar accuracy to a
high calculation level on the complete system [47]. Within
this approach, we submitted the host molecule B-CD to the
low level of quantum calculations PM3 method, while the
guest molecule SULPA was treated by the [(B3LYP/6-
31G(d):PM3) high level of DFT theory and (RHF/6-
31G(d):PM3). As can be seen in Table 2, we reported and
compared the energetic values (Eonjom2) in vacuum and in
acetonitrile for the two models A and B computed with
ONIOM?2 method, to those obtained from PM3 calcula-
tions. We found that ONIOM?2 calculations confirm PM3
results. Indeed, both ONIOM2 (B3LYP/6-31G (d):PM3)
and ONIOM2 (RHF/6-31G (d):PM3) allowed A model to
be more favorable than B model by respectively 0.13,
0.26 kcal/mol in vacuum and 1.42, 1.75 kcal/mol in
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acetonitrile. We notice that the relative energy difference
of the optimized complexes computed by the ONIOM2
method has almost the same order of magnitude than that
obtained by PM3 method. Consequently, this is another
proof of the tailoring and the effectiveness of the PM3
semi-empirical calculations in inclusion complexes.

Thermodynamic parameters of inclusion complexes

The statistical thermodynamic calculations carried out at
1 atm and 298.15 K by PM3, were also performed to
confirm the completeness of our optimization. The ther-
modynamic parameters (enthalpy, entropy, free energy) of
the guest, host and inclusion complexes are summarized
also in Table 2. The obtained results demonstrate that 1:1
B-CD/SULPA complex is favored by a negative enthalpy
change, suggesting that the complexation is exothermic and
is an enthalpy-driven process in vacuum. Furthermore, the
enthalpy change of complexes is more negative for A
complex indicating a stronger interaction between B-CD
and SULPA and showing that the A model is the most
thermodynamically favorable. The thermal Gibbs free
energy change AG is also more negative for A complex
which implies that the inclusion process proceeded spon-
taneously at 298.15 K and the A complex is the most
thermodynamically stable. Both enthalpy change AH and
entropy change AS are negative, which indicate that the
inclusion process is an exothermic and enthalpy controlled
process [48]. The corresponding negative entropy change is
assigned to a diminution of the degrees of freedom of the
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g;"a’:fl:ter?;‘;rgll"{‘gl‘\‘fg_‘iUM o  Parameter SULPA B-CD Amodel Bmodel AE
energy calculations using the In vacuuo
PM3 method and relative
energy for the optimized EPM3 —1566.79 —1565.38 1.406
structures of complexes B-CD/ Enomo (€V) —38.54 —10.79 —8.43 —-9.02
SULPA in both models as Erumo (V) —~1.92 1.644 —1.82 —2.36
calculated by ONIOM2 method Enomo-ELumo 22p (V) —6.62 1243 —661 —6.66
H 163.17 —660.66 —518.62 —518.12
AH —21.12 —20.62
Gy 104.45 —783.12 —678.92 —678.73
AG —0.24 —0.06
S (cal/mol.K) 196.83 412.57 537.67 538.72
AS (cal/mol.K) —71.73 —70.67
E Oniom B3LYP/6-31G(d): PM3 —1353027.35 —1353027.22 0.13
E Oniom HF/6-31G(d):PM3 —1347994.52 —1347994.26 0.26
In acetonitrile
EPM3 —1609.87 —1607.93 1.94
Ernomo (€V) —9.04 —10.87 —9.08 —8.99
Erumo (€V) —2.20 1.60 —2.22 —2.18
Enomo-ELumo gap (eV) —6.84 —12.48 —6.86 —6.81
E Oniom B3LYP/6-31G(d): PM3 —1353051.058  —1353049.642 1.42
E Oniom HF/6-31G(d):PM3 —1348011.24 —1348009.49 1.75

All energies in kcal/mol

Enomo energy of the highest occupied molecular orbital

E;umo energy of the lowest unoccupied molecular orbital
AA = Acompiex — (Ag.cp + Asurpa) A=H,GorSatP=1atmand T =298.15 K
AE is relative energy difference, AE = E (B model) — E (A model)

guest while the negative enthalpy change (AH) arose from
the Van-der-Waal’s interactions and H-bonding between
the host and the guest which play an important role in the
inclusion complexes.

Frontier molecular orbital (FMO) study

The charge transfer interaction occurs in CD molecular
recognition phenomenon plays a crucial part in the chem-
ical stability of the supramolecular self assembling system.
The most important terms in this kind of interaction are
contributed from the charge transfer between the highest
occupied molecular orbital (HOMO) and lowest unoccu-
pied molecular orbital (LUMO), called frontier molecular
orbitals (FMO), which are the most important orbitals in a
molecule.

In simple molecule orbital theory approaches, the
HOMO energy (Eyomo) is in relationship with the ion-
ization potential (I) and LUMO energy (E; ymo) has been
used to estimate the electron affinity (A) [49]. The energy
gap (Eyomo—ELumo) between HOMO and LUMO reflects
the eventual charge transfer interaction within the mole-
cule, which explains the chemical reactivity and stability of
this molecule and also influence its biological activity.

So, a molecule with a large frontier orbital gap is less
polarizable and is generally associated with a low chemical
reactivity and high stability [50].

In our study, the HOMO-LUMO analysis (Fig. 10) has
been carried out to elucidate information regarding the
inclusion complexation between B-CD and SULPA. The
calculation was conducted in vacuum and in acetonitrile
using the PM3 method. According to the results reported in
Table 2, the HOMO-LUMO energy gaps A(HOMO-
LUMO) of the two complexes (A model and B model) are
expected to be —6.61 and —6.66 eV in vacuum and —6.86
and —6.81 eV in acetonitrile, respectively. Consequently,
we can conclude that the two complexes are highly
stable [51] and this result is in good agreement with our
other theoretical calculations.

Conclusions

In this study, the inclusion complex of B-CD with N-[(4-
sulfonamidophenyl)ethyl]-5-(1,2-dithiolan-3-yl)pen-

tanamide was successfully prepared by co-precipitation
method and characterized in both the liquid phase and the
solid state using (UV—Vis) and (FT-IR) spectroscopy. By
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B-CD - SULPA
A model

B-CD - SULPA
B model

Fig. 10 Typical contour plots of HOMO and LUMO of the SULPA and the -CD/SULPA Complexes (A model and B model) with their energy

gaps A(HOMO-LUMO) in acetonitrile

Job method, and Benesi—Hildebrand equation, respectively,
the complex was found to present a 1:1 stoichiometry and
its formation constant (K) in solution was evaluated.
Additionally, a molecular modeling investigation of the
interaction between B-CD and SULPA was carried out
using PM3, HF, DFT, ONIOM methods and NBO analysis,
which allow us to define and analyze two possible orien-
tations of the guest molecule inside the host cavity. The
statistical thermodynamic calculations (AG, AH, AS) and
HOMO, LUMO orbital investigations suggest that the
inclusion complex B-CD/SULPA is enough stable and the
simulation results indicate that the A complex is more
favored than B complex in presence and in absence of
solvent. In particular, it is important to note that in both
vacuum and solution, the 1, 2-dithiolane ring in the
molecule that is most sensitive to chemical or physical
attacks was entrapped into the B-CD cavity and therefore
was sufficiently well protected.
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