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Résumé

Résumé :

Une nouvelle série de N-acyl-6-chloro-2-(3H)-benzoxazolone 4(a-g) a été synthétisee dans
des conditions optimales et respectueuses de 1I’environnement. Cette méthode utilise 1’oxyde
de zinc comme catalyseur hétérogene vert a température ambiante, sans utilisation de solvant
organique a permis une synthése rapide des composés finaux avec d’excellents rendements.
La structure de ces composés a été déterminée par différentes techniques spectroscopiques,
telles que la RMN *H, 13C, IR et (GC-MS). Un mécanisme réactionnel a été proposé, qui
élucide le role du catalyseur et la formation des composes. L'activité antimicrobienne des
composeés synthétises 4(a-g) a été testée sur cing souches bactériennes clinigques: trois souches
Gram-positives (Staphylococcus aureus ATCC 25923 et deux souches de Bacillus cereus
ATCC 6633 et ATCC 11178) et deux souches Gram-négatives (Salmonella typhi ATCC
27853 et Escherichia coli ATCC 25922). Les résultats ont montré une sensibilité significative
des souches bactériennes et des résultats prometteurs. L'activité antioxydante a été évaluée par
la méthode de piégeage des radicaux libres DPPH. Le composé (4f) a présenté une activité
considérable avec une Clso de 1,54 pg/ml, supérieure a celle de I'acide ascorbique (Clso = 1,7
pg/ml). Enfin, une étude théorique a été menée en utilisant la DFT et le docking moléculaire,
incluant I'analyse des orbitales moléculaires limites HOMO et LUMO, des indicateurs de
réactivité générale et du potentiel électrostatique moléculaire. De plus, des études d'amarrage
moléculaire ont été réalisées au niveau du site actif de I'ADN gyrase en utilisant la
ciprofloxacine, comme référence. Par ailleurs, les propriétés physico-chimiques, telles que la
lipophilie, la solubilité dans 1’eau et la pharmacocinétique, ont été évaluées a ’aide de I’outil
en ligne SwissADME. Les profils de toxicité, incluant I'népatotoxicité, la cancérogénicite,
I'immunotoxicité, la mutagénicité, la cytotoxicité et la dose létale médiane (DL50), ont été
prédits a 1’aide du serveur ProTox-llIl. Les résultats ont confirmé que ces composes
synthétisés pourraient constituer des agents prometteurs pour le développement de

médicaments antibactériens.

Mots clés : 2-(3H)-benzoxazolone, oxyde de zinc, DFT, chimie verte, activité biologique,
amarrage moléculaire.




Abstract

Abstract:

A novel series of N-acyl-6-chloro-2-(3H)-benzoxazolone 4(a-g) was synthesized under
optimal and environmentally friendly conditions. This method, using zinc oxide as green,
heterogeneous catalyst at room-temperature, without the use of organic solvents, enabled
rapid synthesis of the final compounds with excellent yields. The structure of these
compounds was determined by various spectroscopic techniques, such as *H and *C NMR,
IR, and GC-MS. A reaction mechanism was proposed, to elucidate the role of the catalyst and
the formation of the compounds. The antimicrobial activity of the synthesized compounds
4(a-g) was tested against five clinical bacterial strains: three Gram-positive strains
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 and two Bacillus cereus strains ATCC 6633 and ATCC
11178) and two Gram-negative strains (Salmonella typhi ATCC 27853 and Escherichia coli
ATCC 25922). The results showed significant sensitivity of the bacterial strains and
promising results. Antioxidant activity was evaluated using the DPPH free radical scavenging
method. Compound (4f) exhibited considerable activity with an IC50 of 1.54 ug/ml, higher
than that of ascorbic acid (IC50 = 1.7 pg/ml). Finally, a theoretical study was conducted using
DFT and molecular docking, including analysis of the HOMO and LUMO boundary
molecular orbitals, general reactivity indicators, and molecular electrostatic potential. In
addition, molecular docking studies were performed at the DNA gyrase active site using
ciprofloxacin as a reference. Furthermore, the physicochemical properties, such as
lipophilicity, water solubility, and pharmacokinetics, were evaluated using the online tool
SwissADME. Toxicity profiles, including hepatotoxicity, carcinogenicity, immunotoxicity,
mutagenicity, cytotoxicity, and the median lethal dose (LD50), were predicted using the
online ProTox-11l server. The results confirmed that these synthesized compounds could be

promising agents for the development of antibacterial drugs.

Keywords: 2-(3H)-benzoxazolone, zinc oxide, DFT, green chemistry, biological activity,

molecular docking.
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Introduction générale

Les travaux que nous avons réalisés s’inscrivent dans le cadre d’une série de recherches
consacrees aux propriétés biologiques de la 2-(3H)-benzoxazolone, dont I’intérét en chimie

médicamenteuse a été largement étudié (Figure 1.1) [1].
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Figure 1. Structure de la 2-(3H)-benzoxazolone

En effet, la 2-(3H)-benzoxazolone est connue depuis longtemps pour ces propriétés
analgesiques et neurosedatifs du systéme nerveux central [2]. Ces activités se trouvent dans
ces homologues notamment dans la 3-methyl-2-(3H)-benzoxazolone et sont largement
exaltées dans les dérivés 6-acyl-2-(3H)-benzoxazolones [3]. Le composé le plus actif de
cette série, la 6-benzoyl-2-(3H)-benzoxazolone (CERM 10194-EDso=7,35 mg/Kg) (Figure
1.2) décrit en 1973 se caractérise par ces propriétés analgésiques intenses associées a une
activité anti-inflammatoire et un indice de toxicité et d’agressivité gastro-intestinal plus faible
a celle de la glafénine (EDso 22,5 mg/ kg) retirée du marché thérapeutique a cause des allergies

mortelles [4]. Ce composé a été développé jusqu’au stade des essais clinques [5].

"
N
=L

Figure 2. Structure de la 6-benzoyl-2-(3H)-benzoxazolone.

O

Par ailleurs, la 2-(3H)-benzoxazolone représente une importante classe de composé utilisée
dans le domaine thérapeutique [6]. De nombreux travaux effectués dans les laboratoires de
recherche sur cet hétérocycle ont permis de mettre en évidence une large gamme de propriétés

pharmacologiques, parmi lesquelles on peut citer les activités antibactériennes [7],
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antioxydantes [8], antifongiques, antivirales [9, 10], anti-VIH, anticancéreux [11, 12],
analgésiques [13, 14], anti nociceptives [15, 16] insecticides [17], hypnotiques [18] et anti-

inflammatoires [19, 20].

Aujourd’hui, plusieurs espéces bactériennes sont devenues résistantes a tous les antibiotiques
utilisables par voie générale et dans le traitement des infections sévéres ou certaines sont
devenues actuellement incurables [21]. Cette résistance est en effet la conséquence de
I’utilisation massive de ces antibiotiques pose de plus en plus de réels problemes
thérapeutiques a traves le monde entier d’autant plus qu’aucune classe d’antibiotique nouvelle
n’a été découverte depuis pratiquement 25 ans [22]. Selon ’organisation de la santé de la
santé (OMS), chaque jour un million d’infections surviennent dans les hopitaux du mande
dont nombre d’entre elles sont résistants aux traitements antibiotiques actuellement
disponibles [23].

Face a ce niveau éleveé de résistance microbienne aux antibiotiques actuels, la découverte de
nouveaux médicaments présentant a la fois des propriétés antibactériennes et antioxydantes
qui agissent difféeremment, aux mécanismes de résistances bactériennes constitue I'un des plus

grands défis pour dépasser cette résistance et développer des traitements efficaces [24].

La 2-(3H)-benzoxazolone constitue un systéeme hétérocyclique particulierement attractif en
synthése médicamenteuse qui repose notamment sur la possibilit¢ d’apporter des
modifications structurelles a différentes positions de sa structure de base, en particulier en
position 3 et 6, considérées comme des sites clés pour l’introduction de groupements

fonctionnels [25-28].

Compte tenu de ces données de la littérature et le nombre et la diversité des propriétés
pharmacologiques offertes par la 2-(3H)-benzoxazolone et ces dérivés [29-33], il nous a
semblé donc intéressant de synthétiser de nouvelles molécules biologiquement actives en
utilisant la 2-(3H)-benzoxazolone comme structure de base et de développer des méthodes de

synthése en utilisant un certain nombre de principes de la chimie verte [34].

Das ce contexte, une nouvelle série de N-acyl-6-chloro-2-(3H)-benzoxazolones a été
synthétisée en utilisant ’oxyde de zinc comme catalyseur (Figure 1.3). Ce catalyseur nous a
permis d’améliorer les rendements et d’éliminer 1’usage de solvants toxiques, tout en
réduisant la consommation d’énergie et le temps de synthése [35,36]. De plus, le catalyseur

peut étre facilement récupére et réutilisé, renforcant ainsi son intérét environnemental.
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Figure 3. Structure de la nouvelle série de N-Acyl-6-Chloro-2-(3H)-Benzoxazolones

R:

L activité antimicrobienne de ces composés a été évaluée en utilisant la méthode de diffusion

sur disque d’agar, sur gélose Mueller-Hinton, tandis que leur potentiel antioxydant a été
déterminé par la méthode de piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle), permettant d’apprécier la capacité des composés a piéger les radicaux libres.
De plus, des études théoriques par DFT ont été réalisées sur ces composes synthétisés afin
d’étudier les propriétés électroniques, d’évaluer leur stabilité et d’expliquer les modalités
d’interaction avec la cible ADN gyrase. De plus les propriétés pharmacologiques ont été
prédites par I’étude ADME.

Le présent manuscrit comprend une partie bibliographique structurée en deux chapitres.

Le chapitre | est consacré a une présentation générale des dérivés de la 2-(3H)-
benzoxazolone, incluant leurs méthodes de synthése, leur réactivité chimique ainsi que leurs

principales propriétés pharmacologiques.

Le chapitre Il présente les bases théoriques de la méthode DFT, les principes du docking
moléculaire, ainsi que les parametres ADME et ADMET permettant de prédire les propriétés

pharmacocinétiques et toxicologiques des molécules étudiées.

La seconde partie du manuscrit, consacrée aux resultats expérimentaux et a leur discussion,

est organisée en trois chapitres.
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Le chapitre 111 décrit les méthodes de synthese et de caractérisation des nouveaux dérivés de
la 2-(3H)-benzoxazolone, ainsi que les protocoles expérimentaux utilisés. Les résultats de

synthese et de caractérisation physicochimique y sont également présentés et discutés.

Le chapitre 1V est consacré a I'étude théorique des molécules synthétisées par la méthode
DFT, a leur optimisation géométrique, a I'étude de leurs propriétés électroniques ainsi qu'a
I'évaluation de leurs interactions avec I'ADN gyrase par docking moléculaire. Les propriéetes

pharmacocinétiques prédites par I'étude ADME y sont également présentées.

Le chapitre V présente les résultats de [I'évaluation expérimentale des activités

antimicrobiennes et antioxydantes des composés synthétisés.

Enfin, une conclusion générale récapitule les principaux résultats obtenus, met en évidence les

apports scientifiques de ce travail et propose quelques perspectives de recherche.
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1.1. Introduction

Le 2-(3H)-benzoxazolone et ses dérivés figurent parmi les hétérocycles aromatiques les plus étudiés en
chimie médicinale, en raison de leurs nombreuses applications thérapeutiques. Leur structure moléculaire
unique leur confére un roéle central dans le développement et I’identification de nouvelles entités
biologiquement actives.

Par ailleurs, le 2-(3H)-benzoxazolone présente une analogie structurale avec le 2,4-oxazolidinedione
(Figure 1.1), un motif de base commun a de nombreux composés biologiques dotés de propriétés
pharmacologiques variées. Cette ressemblance a facilité le développement du 2-(3H)-benzoxazolone et son

utilisation étendue depuis le XXe siécle [1].
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Benzoxazolone Oxazolidinedione

Figure I. 1. Structures types du 2-(3H)-benzoxazolone et de 1’oxazolidinedione, partageant un motif structural
commun.

Ces dérives constituent une famille de molécules présentant une activité biologique marquée, largement
explorée dans la littérature scientifique en raison de leurs nombreuses applications. Leur importance réside
en particulier dans leur role clé dans la synthése de composés biologiquement actifs. Ils servent de
plateformes essentielles pour concevoir de nombreux médicaments, antiparasitaires et pesticides [2], ainsi

que des intermédiaires utiles dans diverses stratégies de synthése organique.

De nombreuses molécules intégrant la noyau 2-(3H)-benzoxazolone exhibent un large éventail de propriétes
thérapeutiques. Citons notamment le paraflex, un analgésique [3], le fosalone, un insecticide et acaricide [4],
ainsi que divers composés agissant comme agonistes [5]. Tous ces composés partagent la méme unité

structural 2-(3H)-benzoxazolone, qui apparait fondamentale pour leur activité biologique (Figure 1.2).
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Figure I. 2. Quelques dérivés bioactifs contenant le motif 2-(3H)-benzoxazolone.

1.2. 2-(3H)-benzoxazolone dans la Nature

La nature s’est révélée étre une source abondante de produits naturels a valeur médicinale, parmi lesquels
figurent les composés a base de 2-(3H)-benzoxazolone. Ce composé, connu comme dérivé allélochimique
d’un métabolite secondaire des plantes, contribue de maniére significative a leur protection contre les
insectes nuisibles et les champignons pathogénes. En outre, cette substance présente un fort potentiel en tant
qu’alternative écologique aux produits phytopharmaceutiques synthétiques pour la préservation des cultures
[6,7].

La découverte de la 2-(3H)-benzoxazolone dans la biomasse végétale est étroitement liée a ses propriétés
biologiques, notamment son potentiel en tant qu’agent pesticide. Ce composé est naturellement présent dans
les plantes, en particulier chez certaines espéces appartenant a la famille des Poacées, telles que le blé, le
seigle et le mais.

En 1951, Beck a démontré que les jeunes plants de mais présentaient une activité biologique contre la pyrale
du mais, un insecte nuisible. Cette activité a été attribuée & un composé, isolé et identifié plus tard par
Virtanen et Hietala : le 6-méthoxy-2-(3H)-benzoxazolone [8-10] (Figure 1.3). Ce métabolite joue un réle

dans la défense naturelle des plantes contre certaines infections bactériennes et fongiques [11-15].

10
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Figure I. 3. La structure de 6-methoxy 2-(3H)-benzoxazolone.

Plus tard, Smissman a confirmé son réle en tant que composé secondaire bioactif présentant une activité
anti-Fusarium, synthétisé par diverses graminées [16]. Cette molécule a par ailleurs été identifiée dans les

jeunes plants de blé.

Cette fonction protectrice naturelle a suscité des recherches interdisciplinaires, révélant le potentiel du 2-
(3H)-benzoxazolone en tant que pesticide naturel. Ces résultats ont incité des biologistes, biochimistes et
chimistes a approfondir leurs études pour développer des dérivés du 2-(3H)-benzoxazolone adaptés a des

stratégies durables de lutte antiparasitaire [17].

Geénéralement, 2-(3H)-benzoxazolone est stockée dans les vacuoles présentes dans les cellules végétales
sous forme de D-glucosides. Selon Virtanen a démontré que divers vegétaux appartenant au seigle
contiennent une molécule dont la décomposition conduit a la formation de la 2-(3H)-benzoxazolone [8],

soulignant ainsi son réle dans les mécanismes de défense naturelle des végétaux.

Il s'agit en réalité d’un sucre dérivé du seigle (4-Hydroxy-2-pentahydroxyphényloxy-4H-benzo [1,4] oxazin-
3-one), qui, suite & une activité enzymatique, subit une transformation en aglycone (2,4-Dihydroxy-4H-
benzo[1,4]oxazin-3-one), lequel se transforme en 2-(3H)-benzoxazolone par décomposition thermique
[13,14] (schéma 1.1).

Decomosntlon
—>
OCgH 4105
Glucoside de seigle Aglycone 2(3H)-benzoxazolone

Schéma 1. 1. Réaction de transformation de glucoside de Seigle a 2-(3H)-benzoxazolone.
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1.3. Synthése de la 2-3H-benzoxazolone

D’un point de vue chimique, la 2-(3H)-benzoxazolone et son analogue, bien qu’étant commercialisés, ont

également été synthétisés en laboratoire.

Bien que la 2-(3H)-benzoxazolone puisse étre obtenue par des voies biologiques [18], plusieurs méthodes de
synthése chimique ont été développées, notamment celles utilisant 1’ortho-aminophénol ou ses dérivés

comme précurseurs.

L’une des méthodes de préparation de la 2-(3H)-benzoxazolone a été rapportée en 1946 par Cornforth et

implique la réaction entre 1’ortho-aminophénol, dissous dans le benzéne, et le phosgene [19], comme le

~IC

X:0, S

montre dans le Schéma 1.2.
2HN fo)
j@ DN
0
H

Schéma I. 2. Synthése de 2-(3H)-benzoxazolone en utilise le phosgéne.

Srikanth et al ont synthétisé la 2-(3H)-benzoxazolone par addition d'urée a 1I’ortho-aminophénol dans du
benzéne sous reflux, suivie d’un chauffage de 15 minutes pour la cyclisation, comme illustré dans le schema
1.3. Les cristaux purs de 2-(3H)-benzoxazolone ont ensuite été obtenus aprés un processus de

recristallisation avec du méthanol [20].

H
2HN (0] N o)
+ /u\ reflux/160°C
—_—
2HN NH2 25 mins @ NH2
)I( XH
H A

15 mins
60°C

~< 10

Schéma 1. 3. Synthése de la 2-(3H)-benzoxazolone en utilise I'urée sous reflux.
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1.4. Médicaments dérivés de la 2(3H)-benzoxazolones.

Les dérivés de la 2-(3H)-benzoxazolone présentent un potentiel thérapeutique remarquable, comme en
témoigne le développement de plusieurs médicaments contenant ce noyau chimique a usage clinique. Depuis
la mise en évidence, par Close et collaborateurs [21], de I’activité analgésique du 2-(3H)-benzoxazolone, des
modifications structurales ciblant notamment les positions 5 et 6, ainsi que la fonctionnalisation de I’atome

d’azote en position 3, ont permis d’optimiser leurs propriétés pharmacologiques.

Un certain nombre de dérivés issus de la 2-(3H)-benzoxazolone ont été commercialisés. Parmi eux, on peut
citer le Pardoprunox, utilisé comme agent antiparkinsonien [22] ; le Benzolone, a activité myorelaxante [23]
; le Paraflex, présentant des propriétés analgésiques et sédatives [24] ; ainsi que le Vinizene, un antiseptique
topique. Le 6-méthoxy-2-(3H)-benzoxazolone, un composé d’origine naturelle, posséde des activités

antimicrobiennes, antifongiques et insecticides (Figure 1.4) [25].

Par ailleurs, le 6-benzoyle-2-(3H)-benzoxazolone et ses dérivés présentent des propriétés antivirales,
notamment contre le VIH et le CMV [26], ainsi qu’une activité analgésique marquée (EDso = 7,55 mg/kg),
certains dérivés montrant méme une efficacité supérieure a celle de la morphine [27]. Ce composé et son
bioisostére soufré se sont révélés dépourvus d’activité anti-inflammatoire [28], mais ont néanmoins été

développés jusqu’au stade des essais cliniques comme analgésiques [29,30].

o /
I T > [T >

Paraflex le Benzolone

‘*‘EFO

6 benzoyl-2(3H)-benzoxazolone

T I ENEEZFO

6-méthoxy-2(3H)-benzoxazolone Pardoprunox
Br o
>:()
N
H
Vinizéne
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Figure 1. 4. Médicaments & base de 2-(3H)-benzoxazolone

1.5. Propriétés biologiques des dériveés de la 2-(3H)-benzoxazolone

La 2-(3H)-benzoxazolone et ses dérivés peuvent étre considérés comme des structures privilégiées en chimie
médicinale, car ils se prétent particulierement bien a la conception de sondes pharmacologiques [31]. Ils
occupent une place importante dans la recherche et I’innovation thérapeutique, notamment en raison de leur
présence dans certains systémes biologiques naturels et de 1’étendue de leur potentiel thérapeutique. Ces
composés présentent diverses activités pharmacologiques, parmi lesquelles des effets antimicrobiens,

myorelaxants, anti-inflammatoires, analgésiques, sédatifs, ainsi qu’une activité antiseptique topique [32].

En 1941, A. Lespagnol et ses collaborateurs ont publié des travaux de recherche sur les propriétés
pharmacologiques et hypnotiques de la 2-(3H)-benzoxazolone. Depuis, de nombreuses études portant sur ce
noyau hétérocyclique ont été réalisées afin de révéler ses diverses activités pharmacodynamiques. Parmi les
effets observés, on peut citer les effets sedatifs au niveau du systéme nerveux central, ainsi que les propriétés
analgésiques, antipyrétiques, antibactériennes, antifongiques, insecticides et hypnotiques [33,34].

Plusieurs dérivés basés sur ces deux pharmacophores ont été commercialisés. Par exemple, le composé 6-
méthoxy-2-(3H)-benzoxazolone (Figure 1.3), un produit naturel présent dans le mais, possede des propriétés
antimicrobiennes, antifongiques et insecticides [35].

L’importance pharmacologique de la 2-(3H)-benzoxazolone est renforcée par des publications [36,37]
identifiant le 6-méthoxy-2-(3H)-benzoxazolone comme un analogue structurel de la mélatonine (Figure
1.5), capable d’induire une stimulation de la fonction reproductive chez différentes especes animales et

d’améliorer la fertilité.
NHCOCH;
pd \
N

H

Mélatonine

Figure I. 5. La structure de mélatonine.
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En revanche, 1’étude de certains dérivés de la 2-(3H)-benzoxazolone a révélé des similitudes avec les

propriétés pharmacologiques observées dans la famille des coumarines (Figure 1.6), notamment des effets

analgeésiques, hypothermisants et neurosedatifs [38].

Coumarine

Figure I. 6. La structure de coumarine.

Les modifications structurelles apportées a la 2-(3H)-benzoxazolone par les chercheurs concernaient

géneralement les positions 3, 5 et 6, et les effets biologiques résultant de ces changements ont été étudiés.

A cet égard, Palaska et ses collégues ont synthétisé une série de dérivés de la 3-[2-(2- et 4-pyridyl)éthyl]

benzoxazolone, dont I’activité biologique a révélé des propriétés anti-inflammatoires accompagnées d’effets
analgésiques (Figure 1.7) [39].

Figure I. 7. Structure générale des dérivés 3-[2-(2- et/ou 4-pyridyl)éthyl]benzoxazolone.
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En 2024, Jurat¢ Siugzdaite et al. [40] ont synthétisé une nouvelle série de dérivés de la
2-(3H)-benzoxazolone, fonctionnalisés en position 3 par diverses hydrazones et azoles (Figure 1.8), et ont
évalué leurs propriétés antibactériennes contre différentes souches microbiennes. Les résultats obtenus ont
montré que ces composes pourraient étre utilisés dans le développement futur de médicaments antibactériens

actifs contre divers pathogénes a Gram positif et a Gram négatif.

(o)

(o)
NH NH
BT =
Q N N y
/\ko X
o%o o -
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N/\/‘\H
oA
o 3

Figure |. 8. Nouvelle série de 2-(3H)-benzoxazolone liée a divers hydrazones et azoles.

Le développement de réactions d'acylation [41-43] constitue une etape significatif dans les aspects
pharmacologiques et dans la chimie de la 2-(3H)-benzoxazolone. Les composés acylés possedent une variété
de propriétés pharmacologiques, les propriétés neurosedatives et analgésiques étant les plus notables [44-
47]. Ces effets sont également observés chez leurs dérivés similaires, en particulier les composés 3-acyl-2-

(3H)-benzoxazolone, et plus largement en 6-acyl-2-(3H)-benzoxazolone.

Parmi ces dérivés, la 6-benzoyl-2-(3H)-benzoxazolone (Figure 1.9) a fait I'objet de recherches approfondies
a I'Institut de Chimie Pharmaceutique Albert Lespani (ICPL). Ces travaux ont revélé que ce compose
possede des propriétés analgésiques et anti-inflammatoires particulierement marquées (CERM 10194 -
ED50 = 7,35 mg/kg). En raison de ces propriétés remarquables, il a progressé jusqu’au stade des essais
cliniques [48]. En complément, ces structures ont également servi de tétes de serie pour la mise au point et la
synthese de nouveaux composes antiviraux potentiels, spécifiquement ciblés contre le virus responsable du
SIDA (VIH) et le cytomégalovirus humain (CMV) [49].
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Figure I. 9. La structure de 6-acyl 2-(3H)-benzoxazolone.

O

D’autre part, de nombreuses études rapportées dans la littérature ont approfondi ’analyse de la relation
structure-activité de leur analogue, le 6-benzoyl-2-(3H)-benzothiazolone (Figure 1.10), un composé aux

propriétés analgésiques et anti-inflammatoires marqueées [50].

Des recherches pharmacologiques sur les dérivés de 6-acyle-2-(3H)-benzothiazolone ont réveélé des activités
biologiques similaires a celles des dérivés de 2-(3H)-benzoxazolone. Le composé le plus actif, le 6-benzoyl-
2-(3H)-benzothiazolone, a montré une activité analgésique supérieure a celle de son analogue oxygéneé et

comparable a celle de la glafénine, mais sans provoquer de saignements gastriques [51].

Des recherches menées au Brésil ont également démontré que ce composeé facilite la libération périphérique
de peptides opioides et exerce une faible inhibition de la cyclo-oxygénase. Cependant, en raison de sa forte

hépatotoxicité, son développement a di étre interrompu [52].
H
N
>:O

Figure I. 10. La structure de 6-acyl-2-(3H)-benzthiazolone.

O

Les dérivés de 6-acyl-2-(3H)-benzoxazolone considérer comme des composés de base, que permet d’obtenir
diverses structures aux propriétés médicinales. Ils ont fait I'objet de diverses études de recherche en
laboratoire, plus spécifiguement dans les domaines dopaminergique, adrénergique, hypnotique,
cardiovasculaire, analgésique, anti-dépresseur, anti-histaminique, anti-inflammatoire, anti-convulsivant,

anti-virale, anti-cocaine et psychotrope [25, 59, 30, 53-76].
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Les derives 3-(4-substitues benzoylmethyl)-2-(3H)-benzoxazolone (Figure 1.11) ont été synthétisés et
étudiés par Meri¢ K. et al, ont présenté une efficacité notable contre la bactérie Escherichia, Pseudomonas
aeruginosa et Staphylococcus aureus, tout en montrant une activité antifongique a 1’égard de Candida
albicans, Candida krusei et Candida parapsilosis. Ces composés ont été comparés aux standards

Ampicilline et Fluconazole [77].

R3
Ri, O
(@)
N
R 0/&0

Figure I. 11. La structure générale des dérivés 3-(4-substitués benzoylméthyl)-2-benzoxazolone.
Les dérivés 3-[2-(2-/4-pyridyl)éthyl]benzoxazolone (Figure 1.12), synthétisés par Gokhan et al., ont été
évalués pour leurs activités biologiques, en particulier leur potentiel analgésique. Les tests réalisés ont révélé
que la majorité de ces composés, administrés a une dose de 100 mg/kg, présentaient une activité analgésique

supérieure a celle de I’acide acétylsalicylique [78].

L’analyse structure-activit¢é a montré que la nature des substituants sur le noyau phényle influencait
significativement ’efficacité des composés. En particulier, les dérivés fluorés ont démontré une activité
supérieure a celle des composés comportant un substituant bromé en position 6, ce qui suggére un role clé

des interactions ¢électroniques dans leur mécanisme d’action.
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Figure I. 12. La structure générale des dérivés 3-[2-(2-/4-pyridyl)éthyl]benzoxa(thia)zolone.
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Dans un autre article publié par Tijen ONKOL et ses collégues [79], sept dérivés de base de Schiff 5-
chloro-2-(3H)-benzoxazolone-3-acétyl-2-(p-substitués benzaldéhyde-hydrazone) et quatre dérivés de 5-
chloro-2-(3H)-benzoxazolone-3-acétyl-2-(p-substitués acétophénone-hydrazone) (Figure 1.13) ont été
synthétisés et analysés pour leur activité antimicrobienne. Les résultats obtenus montrent que 1’ajout d’un
substituant electronégatif au noyau aromatique des dérivés préeparés améliore les propriétés antibactériennes

et antifongiques.

O
N—N
N H N_—R
o
(0]
R: H, CH3.
R,:Br, Cl, F.
R4

Figure I. 13. La structure générale des dérivésde bases de Schiff 5-chloro-2-(3H)-benzoxazolinone-3-acétyl-2-(p-
substitués benzal-hydrazone).

Dans une étude récente, Mulazim et ses collegues [80] ont évalué les activités analgésiques et anti-
inflammatoires potentielles de dérivés de 2-(3H)-benzoxazolone récemment synthétisés, comportant des
substituants arylpipérazine (Figure 1.14). L’indométhacine (INDO) et I’acide acétylsalicylique (ASA) ont
été utilisés comme inhibiteurs non sélectifs de référence de la cyclooxygénase (COX). Les résultats ont
montré que tous les composés synthétisés présentaient des propriétés anti-inflammatoires prometteuses. En

particulier, le dérivé portant un groupe pyrimidylpipérazine a révélé une activité analgésique significative.
//\ N—R
I N\J
N
>:0
(0)

Figure I. 14. La structure genérale des dérivés de 2-(3H)-benzoxazolone comportant des substituants arylpipérazine.
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Yapanoglu et al [81] ont mené une étude sur les propriétés antioxydante potentielles des structures
hydrazones deérivees de la 2-(3H)-benzoxazolone. Les résultats ont montré que les dérivés modernes
contenant un groupe hydroxyle attaché a lI'anneau aromatique (Figure 1.15) étaient les plus efficaces,

montrant des propriétés antioxydant remarquables en évaluant leur pouvoir réducteur et leur activité de
piégeage de DPPH.

0
—N
H,C N ﬁ \
—c
o)
HO

Figure I. 15. Structure générale des dérivés hydrazones a base de 2-(3H)-benzoxazolone.

De plus, une étude préliminaire a été menée sur l'activité antioxydant in vitro de certaine nouvelle base de
Schiff contenant un échafaudage de 2-(3H)-benzoxazolone (Figure 1.16). Les résultats de l'activité
biologique ont montré que le composé 6-((E)-(2-hydroxyphenylimino) methyl)-3-methylbenzo[d]oxazol-
2(3H)-one présentait la plus forte activité de piégeage des radicaux DPPH, avec une IC50 de 2,13 ug/mL,
ce qui est plus actif que la vitamine C (IC50 = 2,16 pg/mL). [82]

R
R: H, OH, SH, OMe, Cl

Figure I. 16. Structure de 6-((E)-(2-hydroxyphenylimino) methyl)-3-methylbenzo[d]oxazol-2(3H)-one.
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1.6. Propriétés physico-chimiques de la 2-(3H)-benzoxazolone:

La 2-(3H)-benzoxazolone est un composé aromatique hétérocyclique intéressant. Découverte pour la
premiere fois en 1876 par Grunwick [83], elle est formée par la fusion d'un cycle benzénique avec un cycle a

cing contenant des atomes d'oxygene et d'azote (carbamates).

Elle apparait sous forme de poudre brun clair, avec une formule moléculaire C-HsNQO: et un poids
moléculaire de 135,12 g-mol™'. Elle posséde une capacité a se dissoudre dans 1’eau dépassant 20,3 pg-mL™?
et une polarité importante 4,47 Debye. Sa valeur de pKa est de 8,7 ce qui en fait un acide faible en solution

aqueuse [84].

Le numéro du cycle 2-(3H)-benzoxazolone est indiqué, ainsi qu’illustré dans la Figure 1.17.

Bénzene Carbamate

L5 i
L

Figure I. 17. Structure et numérotation de la 2-(3H)-Benzoxazolone.

Les propriétés d’hydrophilie et de lipophilie constituent des caractéristiques fondamentales du 2-(3H)-
benzoxazolone. L’hydrophilie de ce composé fait référence a son affinité pour 1’eau, une affinité liée a la présence
d’atomes d’hydrogeéne et d’oxygéne. Ces atomes jouent un rdle clé dans la formation de liaisons hydrogéne, ce qui

influence la solubilité de la molécule dans les milieux aqueux et, par conséquent, sa distribution dans 1’organisme.

Par ailleurs, la lipophilie confere au 2-(3H)-benzoxazolone une affinité pour les récepteurs hydrophobes des protéines.
Cette propriété joue un réle crucial dans la capacité du composé a diffuser a travers les membranes cellulaires et a
interagir avec des cibles spécifiques a I’intérieur des cellules. Ainsi, les caractéristiques hydrophiles et lipophiles du 2-

(3H)-benzoxazolone influencent sa biodisponibilité et son potentiel pharmacologique.
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1.7. Reactivity de la 2-(3H)-benzoxazolone
1.7.1. Tautomerization de la 2-(3H)-benzoxazolone

La 2-(3H)-benzoxazolone est subir une tautomérisation pour produire des formes de céto et énol en raison
de la nature énolisante de la fonction amide [85]. Cette possibilité permet des modifications favorables de

I'azote hétéroatomique en position trois (Figure 1.18).

Pooes

Figure |. 18. Equilibre tautomérique de la 2-(3H)-benzoxazolone.

1.7.2. Ouverture du cycle oxazolinonique
+ Par Hydrolyse Alcaline

Dans un milieu acide, les dérivés de la 2-(3H)-benzoxazolone restent stables, tandis que dans un milieu
basique, ils deviennent instables, entrainant 1’ouverture du noyau hétérocyclique benzoxazolinonique. Cela
conduit & la formation de 2-aminophénols [86,87]. Ces 2-aminophénols peuvent subir une acylation en
position 4, suivie de la cyclisation de I’anneau de la 2-(3H)-benzoxazolone, donnant ainsi les dérives 5-acyl-
2-(3H)-benzoxazolone. Par ailleurs, les mémes 2-aminophénols peuvent étre utilisés pour étendre les dérives

de la 2-(3H)-benzoxazolone aux benzoxazinones (Schéma 1.4).

ZA0

1: aq.NaOH, 2: R-COCI, ALCI3.DMF, 3: CICOOC2H5 / TEA,
4: BrCH2COOC2H5 / TEA

Schéma I. 4. Expansion et ouverture le cycle de 2-(3H)-benzoxazolone Par Hydrolyse Alcaline.
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+ Action Des Amines

L'action des amines telles que I'nydrazine [88] ou I'aniline [87] ouvre le cycle oxazolinonique Schéma 1.5.

R I
N NH,-NH 0
>:0#> \]/
HN
N O “Nu
| 2
H
NHZ-CGHSl
)
N\’/O
[ I HN
(l) SCeHs
H

Schéma I. 5. Expansion et ouverture du cycle de la 2-(3H)-benzoxazolone par action des amines.

1.7.3. Réaction de la 2-(3H)-benzoxazolone en 3eme position

La principale raison des nombreuses transformations se produisant au niveau du centre azoté en position 3
du noyau de la 2-(3H)-benzoxazolone réside dans le caractére énolisable du groupe amide. La réaction
d’alkylation, catalysée par une base, produit le dérivé 1, tandis que la N-acylation de la 2-(3H)-

benzoxazolone, effectuée sous catalyse acide ou basique, donne le dérivé 2 (Figure 1.19) [89-91].

0]
R

! g
(L O

Figure 1. 19. Structure générale des dérivés N-alkyle (1) et N-acyle (2) de la 2-(3H)-benzoxazolone.
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L’hydrogéne li¢ a 1’azote de la 2-(3H)-benzoxazolone peut étre facilement substitué par un ion métallique,
tel que le sodium (Na). La 2-(3H)-benzoxazolone sodée est obtenue sous 1’effet de I’hydroxyde de sodium
ou de I’ion alcoolate de sodium. En milieu basique, la 2-(3H)-benzoxazolone ou son dérivé sodé réagit avec

des composés halogenés a chaine aliphatique pour générer des dérivés substitués sur 1’azote via différents

groupes alkyle (Schéma 1.6) [92, 93].
Na
/
N
s
H V 0

/
N
Co-, F
R
(0]
EEYaE
Ry o

(0]

Schéma I. 6. N-alkylation de 2-(3H)-benzoxazolone par hydroxyde de soduim.

En revanche, il est possible de synthétiser les dérivés N-alkyle de la 2-(3H)-benzoxazolone par réaction avec
des halogénures d’alkyle en présence de carbonate de potassium (K2COs) en milieu DMF ou dans de
I’acétone a reflux [94, 95] (Schéma 1.7).

Cette substitution augmente la lipophilie de la 2-(3H)-benzoxazolone tout en réduisant considérablement sa
solubilité en milieu aqueux, notamment pour les molécules a visée thérapeutique.

H
N K CO /DMF
O: 0+ Reflux

Schéma I. 7. N-alkylation de la 2-(3H)-benzoxazolone par le carbonate de potassium.

La N-acylation de la 2-(3H)-benzoxazolone sur 1’atome d’azote permet d’obtenir quantitativement les
différents derivés 3-acyl-2-(3H)-benzoxazolones souhaités. Cette réaction nécessite une catalyse acido-

basique appropriée pour former les dérivés N-acylés correspondants [96] (Schema 1.8).
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0]

e
H
/ N
N Agent d'acylation

>:o - 0
o Catalyse acide -basique o

Schéma I. 8. N-acylation de la 2-(3H)-benzoxazolone.

Parmi ces deérivés, les N-cyclohexanecarbonyl-2-(3H)-benzoxazolone peuvent étre synthétisés en condensant
des dérivés de 2-(3H)-benzoxazolone avec du chlorure de cyclohexanecarbonyle. Cette réaction se déroule

en présence d’éthylate de sodium et d’un solvant constitué d’un mélange acétone-eau (Schéma 1.9) [97].

H 0)
/ 0 YO
N 2.EtO-Na, EtOH
/C[ >: o + 1.Acétone-eau (9-1) /C[N>:
. - (0)
R o T.a; 15min o

R

R: H, N02 ,Br, CH3-C:O, CH3-CH2-
C=0,Ph-C=0

Schéma I. 9. Synthése des dérivés N-cyclohexanecarbonyl-2-(3H)-benzoxazolone.

Les dérivés N-acyles de la 2-(3H)-benzoxazolone ont été synthétisés en 1998 par Ucar et al [98] par la
condensation de la 2-(3H)-benzoxazolone avec des anhydrides d’acides ou des halogénures d’acyle. La
réaction a été effectuée en présence de triéthylamine comme base, dans le tétrahydrofuranne (THF) utilisé

comme solvant (Schéma 1.10).

0
R

H >/
N/ ) N
TEA/ THF
—0 T )k > o
R Reflux:2h
[0} O

R: Aryle ou alkyle

Schéma 1. 10. Synthése des dérivés N-acyl-2-(3H)-benzoxazolone.
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Gréce a la capacité de I’atome d’azote a libérer un proton, la 2-(3H)-benzoxazolone peut interagir avec le
formaldéhyde ainsi qu’avec les amines secondaires, conduisant ainsi a la formation de bases de Mannich
[99] (Schéma 1.11).

i N  N-R
0,N N M 0,N [\

N
=0 1A »2 \CE =0
(0] amine O

R: Phenyl
derivatves

Schéma I. 11. Synthese des bases de Mannich dérivées de la 2-(3H)-benzoxazolone.

De plus, une cyanoéthylation peut également avoir lieu, 1’acrylonitrile réagissant avec la 2-(3H)-

benzoxazolone, ce qui constitue un exemple typique d’addition de Michael [100] (Schéma 1.12).

COOH

H

/

N 1-acétonitrile, A

>:o + 2HC= c C=N — >:0
(0]

Schéma . 12. Synthese des dérivées de la 2-(3H)-benzoxazolone par l'addition de Michael.

1.7.4. Réactions de substitutions sur les noyaux aromatiques

La position 6 est préférée lors de la réaction de substitution électrophile sur le noyau aromatique de la 2-
(3H)-benzoxazolone, en raison de I'influence prédominante du groupement azoté -NH-CO-, qui agit comme
un directeur ortho-para par rapport au substituant oxygéné -O-CO-[101]. Cette substitution, qui inclut des
réactions telles que 1’halogénation, la nitration et I’acylation, est essentiellement de type électrophile,
I’acylation n’a été rapportée que tardivement [102], principalement dans le cadre des conditions de Friedel et
Crafts [103].

L’acylation de Friedel-Crafts appliquée au noyau aromatique de la 2-(3H)-benzoxazolone, mise au point
dans le laboratoire de Bonte [104], conduit, avec de bons rendements, a des derivés monoacylés en position

6, présentant des propriétés pharmacologiques prometteuses.
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Cette reaction a été déja étudiée dans la littérature [105-106], Et a été réalisée en utilisant I’acide
polyphosphorique (PPA) en 1973, ou l'acide polyphosphorique (PPA) a été utilisé comme solvant et
catalyseur, tandis que les acides organiques ont servi d’agents d’acylation [104,105, 107] (Schéma 1.13).
Elle est applicable aux acides aliphatiques, aromatiques et arylaliphatiques. Toutefois, elle présente certains
inconvénients, notamment la température et des durées de reaction élevées. En outre, cette méthode ne
convient pas aux acides halogénés, diacides, hétérocycliques ou aux anhydrides.

Pour limiter ces inconvénients, Aichaoui et al en 1991 ont élaboré de nouvelles conditions expérimentales
pour l'acylation, en employant le complexe AICI;-DMF comme solvant et catalyseur et les halogénures
d'acides ou leurs anhydrides utilisés comme agents d'acylation [107, 108] (Schéema 1.13).

L'utilisation de cette méthode a permis daugmenter les rendements et d'obtenir les 6 acyl-2-(3H)-
benzoxazolone, qui ne sont pas accessibles en utilisant I'acide polyphosphorique (PPA). Cette méthode
nécessite généralement une quantité importante de catalyseur, soit de 7 a 11 équivalents de chlorure
d'aluminium (AICIz), selon la littérature [107, 109], ceci constitue le probléme principal rencontré dans ces

réactions.

R AICI,-DMF R
) ; N
R.)J\ >:0
>: © O o)
o PPA
5 R
R:H, CH, R OH R:H, CH,

Schéma I. 13. Réactions de substitutions sur les noyaux aromatiques de 2-(3H)- benzoxazolone.

D’autre parts et Afin d’optimiser les conditions de préparation les acyl-2-(3H)-benzoxazolone, une autre
méthode en deux etape a été décrite dans la littérature qui implique I'utilisation du catalyseur AICI3 dans le
DMF; et exploite la transposition des N-acyl-2-(3H)-benzoxazolone, selon la réaction de Fries pour
obtenir des 6-acyl-2-(3H)-benzoxazolone. Les N-acyl-2-(3H)-benzoxazolone, peuvent subir un
réarrangement a une température élevée (160°C) sous l'influence du catalyseur AICIs, dans les conditions de
la réaction de transposition de Fries, afin de produire les dérivés 6-acyl-2-(3H)-benzoxazolone (Schéma
1.14). Cette réaction s’effectue par un processus électrophile intermoléculaire. L'acide aprotique et le
dérivé N-acylé forment un complexe de coordination initialement. En chauffant, ce complexe se divise en

un résidu anionique benzoxazolinonique et un carbocation [110].
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R

>/ H
N
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A;RCOCI, AICI3, DMF (o)
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R

Schéma I. 14. Acylation de Friedel-Crafts de 2-(3H)-benzoxazolone en utilise AICI3-DMF comme catalyseur.

Pour optimiser la réaction de Friedel-Crafts de la 2-(3H)-benzoxazolone, le complexe FeCl:-DMF a été testé
comme catalyseur avec des chlorures d'acide et des anhydrides en tant qu'agents acylants (Schéma 1.15).
Dans ces conditions, les 6-acyl-2-(3H)-benzoxazolone ont été obtenus avec des rendements variant de 52 a

89 %. Parmi les différents catalyseurs couramment utilisés, tels que AICl;-DMF, ZnCl.-DMF et PPA, les

cond
ition
R r
/ N S
N FeCly-DMF/170° >:0 impli
>:O 0 . o quan
o A t
R R'
FeCl

R:H, CH; R': ©\\T|\c/} \Tl\// @LCOOH 3

DMF se sont révélées les plus efficaces et pratiques [111].

Schéma I. 15. Acylation de Friedel-Crafts de 2-(3H)-benzoxazolone en utilise FeCI3-DMF comme catalyseur.
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1.8. Travaux personnels

Les travaux de cette these ont porté sur la synthése de nouveaux composés centrés sur le noyau
hétérocyclique de la 2(3H)-benzoxazolone, via une réaction de N-acylation réalisée dans des conditions de
chimie verte, dans le but de développer de nouveaux agents a intérét biologique. Le greffage de groupements
acyles en position 3 de cette molécule biologiquement active constitue un exemple caractéristique de
pharmacomodulation, qui consiste a modifier certains éléments structuraux d’une molécule afin d’améliorer

son indice thérapeutique.
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Partie 01 : Etude bibliographique

I11.1. Introduction

Les avancées informatiques récentes ont doté la chimie d'outils numériques puissants pour la représentation
et I'analyse moléculaire [1]. Parmi ces avancees, la modélisation moléculaire se distingue comme un outil
essentiel, permettant aux chimistes de réaliser des études détaillées et précises des systemes moléculaires. En
effet, Cette approche est essentielle car elle offre aux chercheurs une compréhension approfondie de
I’organisation structurale et des propriétés réactives des molécules. Comprendre 1’architecture des
assemblages moléculaires rend possible d’analyser les transformations physiques, chimiques ou biologiques
qu’ils subissent, tout en rendant possible la prédiction de certaines de ces transformations. De plus, la
visualisation des structures facilite considérablement 1’interprétation et 1’anticipation de ces processus,

renfor¢ant ainsi I’efficacité des analyses scientifiques.

La modélisation moléculaire repose sur une gamme d'approches théoriques, telles que la mécanique
moléculaire, la dynamique moléculaire et la mécanique quantique. La mécanique quantique, en particulier la
théorie fonctionnelle de la densité (DFT), est un outil puissant pour explorer les propriétés électroniques et
d'interaction des molécules (Schéma I1.1). D’autre part, la modélisation occupe une place essentielle dans le
secteur de la recherche en médicaments, car elle contribue a accélérer le processus de découverte de

composes efficaces et a réduire les colts associés aux essais en laboratoire et cliniques

Dans ce chapitre, nous aborderons les méthodes théoriques basées sur la théorie DFT, qui permettent
d’analyser les structures géométriques de nos molécules ainsi que leur comportement d’interaction. Nous
introduirons le concept général de docking moléculaire pour explorer les interactions intermoléculaires entre
les ligands et les récepteurs. Nous décrirons également certains parametres physicochimiques permettant de
prédire le profil ADMET (absorption, distribution, métabolisme, excrétion), ainsi que les paramétres de
toxicité, qui sont essentiels pour évaluer la sécurité et les effets potentiels des molécules nouvellement

synthétisées.
11.2. La modélisation moléculaire

L’objectif principal de la modélisation moléculaire est d’approfondir la compréhension et 1I’exploitation des
caractéristiques des molécules. Elle fournit des outils puissants pour représenter visuellement les structures
moléculaires en 2D et en 3D, facilitant ainsi 1’analyse de leur géométrie et de leurs interactions. Elle est
également essentielle pour analyser et prédire les propriétés physiques, chimiques et électroniques des
molécules [2], comme leur énergie, leur stabilité, leur polarité et leurs interactions entre molécules. Cet outil
essentiel permet également de reproduire les comportements des molécules, d'analyser leurs modifications
dans divers milieux et de représenter leurs interactions avec d'autres molécules, en particulier dans le

contexte des liaisons ligand-récepteur.
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Schéma I1. 1 Les différentes méthodes et étapes de la modélisation.

11.3. Aspects de la chimie théorique et méthodologies employées dans notre approche
11.3.1. Approche théorique basée sur la théorie des orbitales moléculaires de frontiére

Les orbitales moléculaires frontiere se composent de deux types spécifiques, L'orbitale HOMO, qui est le
niveau d'énergie le plus élevé et contient au moins un électron, et I'orbitale LUMO, qui est le niveau
d’énergie le plus faible et est inoccupée. Ces orbitales jouent un role clé dans 1’étude de la structure
électronique d'une molécule, en permettant de prédire sa géométrie. En outre, la théorie des orbitales
moléculaires (OM) vise également a expliquer la réactivité chimique en analysant la susceptibilité d'une

molécule a la réactivité chimique ou a établir des interactions avec d'autres molécules.

Le chimiste japonais K. Fukui, qui a recu le prix Nobel de chimie en 1981 pour ces travaux, a été le premier
a souligner l'importance cruciale des orbitales frontieres. Il a proposéune théorie visant a interpréter la

régiosélectivité constatée lors des transformations impliquant les composés aromatiques. Il a montré
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I’existence d’une relation entre la distribution électronique des orbitales moléculaires frontieres et leur role

dans les mécanismes réactionnels, révolutionnant ainsi notre compréhension de la réactivité des molécules

[3].

Cette théorie repose sur le postulat selon lequel, Lors de [I’interaction entre un nucléophile et un
électrophile, le transfert électronique a 1’état de transition se produit surtout entre les électrons situés sur
I’orbitale moléculaire la plus occupée (HOMO) du nucléophile et I’orbitale moléculaire vacante (LUMO) de
I’¢lectrophile. Ainsi, cette interaction spécifique des orbitales frontieres explique a la fois la réactivité et la

régiosélectivité des réactions chimiques

11.3.2. Modéle théorique basé sur la théorie la fonctionnelle de la densiteé:

La théorie de la densité fonctionnelle (DFT) constitue aujourd’hui I’une des approches les plus largement
utilisées dans le cadre des méthodes de mécanique quantique pour la structure électronique. Développée
initialement dans les années 1920 par Thomas et Fermi, elle repose sur le concept de la densité électronique
comme variable fondamentale pour décrire I'énergie d'un systeme. Cependant, ce n'est que dans les années
1960, grace aux travaux de Hohenberg, Kohn et Sham [4], que son cadre théorique a été pleinement

formalisé, rendant la DFT plus pratique et efficace pour la modélisation de systemes complexes.

Les années 1980 ont marqué un tournant avec les travaux de R.G. Parr, qui a enrichi la théorie en proposant
une nouvelle approche visant a affiner ’interprétation des concepts chimiques. Cette avancée a rapidement
fait de la DFT une méthode de référence essentielle dans 1’analyse de la réactivité et de la sélectivité [5].
Elle repose sur 1’analyse des descripteurs électroniques : les descripteurs globaux décrivent la réactivité
d’une molécule [6-8], tandis que les descripteurs locaux fournissent des informations précises permettant
d’expliquer la sélectivité des réactions.

11.3.2.1. Descripteurs globaux:

Les propriétés générales de la molécule sont définies par des descripteurs globaux, sans tenir compte des
variations spécifiques ou des particularités locales des atomes ou des sites réactifs. Ces paramétres offrent
une perspective globale de la réactivité chimique et sont indispensables pour évaluer des caractéristiques
telles que la stabilité moléculaire, la réactivité générale, ainsi que la capacité d'une molécule a interagir avec
d'autres composes chimiques.

11.3.2.1.1. La dureté chimique (n):

La dureté chimique est un concept fondamental pour lI'analyse du comportement des systémes chimiques.

Elle mesure essentiellement la résistance a la déformation ou a la polarisation d'un nuage d'électrons
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composé d'atomes, d'ions ou de molécules lorsqu'il est soumis a une légere perturbation au cours d'une
réaction chimique [9].

La dureté chimique globale d’une molécule est calculée en déterminant 1’écart d’énergie entre les orbitales
les plus hautes occupées (HOMO) et les plus basses inoccupées (LUMO). L’expression mathématique de

cette dureté peut étre formulée comme suit :

1 = (E Homo - E Lumo )/2

11.3.2.1.2. L’électronégativité (y)

La mesure de 1’électronégativité quantifie la capacité d’un atome a capter des électrons lors de la création de
liaisons avec un élément différent [9]. L’électronégativité est définie comme une réduction du potentiel

chimique électronique. Elle peut étre calculée en utilisant les valeurs d’ionisation (I) et d’affinité
électronique (A) [10].
= I+ A)/2

11.3.2.1.3. Le potentiel d*ionisation (I)
Le potentiel d'ionisation connu sous le nom d’énergie requise pour retirer un électron d’un atome ou d’une
molécule, correspond a I’énergie nécessaire indispensable pour extraire un électron et créer un ion positif

[10]. La valeur du potentiel d'ionisation (1) est décrite comme suit [11]:

| =- E Homo

11.3.2.1.4. L'affinité électronique (A)

L'affinité électronique désigne la faculté d'un ligand a recevoir un électron spécifique provenant d'un

donneur, [12, 13]. La valeur de I'affinité électronique (A) est la suivante [14]:

A=-E LUMO

11.3.2.1.5. La mollesse globale

La mollesse d’une molécule, qui correspond a I’inverse de sa dureté (hardness) et représente la capacité

d’une molécule a se polariser [7]. Elle est calculée a partir de la relation suivante:

S=1/2q
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11.3.2.1.6. Le potentiel chimique (p)

Le potentiel de la chimie p est utilisé pour définir la direction dans laquelle les ¢lectrons se déplacent lors
d’une interaction entre deux entités moléculaires distinctes. On définit le potentiel chimique €lectronique

comme la valeur négative de I’électronégativité d une molécule [15].

u=ErLumo+ Enowmo /2

11.3.2.1.7. L’indice d’électrophile (®)

Par et ses collégues [16] ont établi un nouveau indicateur pour mesurer la puissance électrophile globale du
composé, appelé indice d'électrophile (w), qui évalue la diminution d'énergie d'une substance en raison du
flux du passage d'électrons entre donneur et accepteur. Leur définition de l'indice d'électrophile () est la

suivante.

o= p?/ 2n

11.3.2.2.Descripteurs locaux

Les descripteurs locaux jouent un role essentiel en fournissant des données spécifiques pour des régions ou
des atomes particuliers au sein d’une molécule. Ces descripteurs sont cruciaux pour 1’identification des sites
réactifs, tels que les centres nucléophiles et électrophiles, qui influencent la réactivité d’une molécule, ainsi
que pour la prédiction des sites les plus réactifs. Des études dans la littérature [17-19] ont démontré

I’efficacité de ces descripteurs.

11.3.2.2.1. Indices de Fukui

La fonction de Fukui fournit des informations sur les atomes d'une molécule susceptibles de donner ou
d'accepter des électrons [20,21]. Ces sites atomiques sont considérés comme les plus susceptibles de subir
une attaque nucleophile ou électrophile, respectivement. Les fonctions de Fukui ont été définies comme suit
[22] -

Pour I'attaque nucléophile fx=[gk(N+1) - gk(N)]
Pour l'attaque électrophile f " = [qk(N) - gk(N-1)]
Pour une attaque radicale f% = [gk(N+1) - gk(N-1)]
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Ou g (N), g (N+1) et g (N-1) sont la population électronique de lI'atome k dans les systemes neutres,
cationiques et anioniques respectivement.

L'indice d'attaque nucléophile (f*) indique la tendance d'un site atomique a accepter un électron, tandis que
sa capacité a perdre un électron est déterminée par l'indice d'attaque électrophile (f7). Les sites les plus
réactifs sont ceux qui présentent les indices nucléophiles et électrophiles les plus élevés [23].

Dans certains cas, il peut étre difficile de distinguer ces deux types d'interactions simultanément. Pour
contourner ce probléme, Morell et al [24] ont développé un nouveau descripteur, appelé descripteur dual
Af{(r), défini comme la différence entre la fonction de Fukui nucléophile et électrophile, et exprimé par :

Afp=f"% - T

Les sites atomiques ayant une nucléophilie plus élevée sont ceux qui présentent des valeurs positives du
descripteur double (Af(r) > 0), tandis que les valeurs négatives du descripteur dual (Af(r) < 0) correspondent

aux sites les plus électrophiles.

11.4. Docking moléculaire

La technique du docking moléculaire constitue une méthode basée sur I’informatique puissante utilisée pour
anticiper et de représenter les possibles interactions potentielles entre une molécule (souvent appelée ligand),
comme un substrat, un activateur ou un inhibiteur, et une protéine cible, souvent dans le but de saisir les
mécanismes moléculaires d'une interaction biologique ou de créer de nouveaux composés bioactifs.Cette

technique se divise en deux étapes principales (Schéma 11.2):

e Positionnement du ligand : le ligand est placé dans le site actif ou un autre site spécifique de
la cible protéique.
e Analyse énergétique (scoring) : les forces énergétiques possibles entre le ligand et la protéine

sont analysées afin de déterminer leur affinité et leur stabilité.

Proteine _,

Scoring

W 1 Pose Generation [

A K’W
A

Schéma Il. 2 Processus de docking moléculaire -génération et évaluation des poses du ligand.
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L'utilisation d'outils et d'algorithmes au cours de ces deux phases varie selon le type de logiciel de docking
employé [25]. En permettant de réduire les essais expérimentaux et de prédire I'efficacité de nouveaux
composés grace a l'identification du complexe ligand-protéine le plus stable avant les expérimentations en
laboratoire, ces programmes mettent en évidence I'importance du docking dans la recherche pharmaceutique.
Ce dernier joue un réle crucial, notamment dans la sélection et 1’optimisation de molécules candidates aux
premiéres etapes du développement de nouveaux meéedicaments, offrant ainsi une approche nettement plus
simple a appliquer, moins onéreuse et plus efficace que les approches expérimentales classiques.

Le docking peut étre réalisé entre un ligand et une protéine, deux protéines, un glucide et une protéine ou

encore entre I’ADN et une protéine.

11.4.1. Les approches de Docking

En restreignant la zone d'interaction entre le ligand et la protéine, la souplesse structurelle du ligand permet
de distinguer deux catégories de docking : le docking avec ligand rigide et celui avec ligand flexible.

11.4.1. 1. Docking avec ligand rigide:

La stratégie d’amarrage moléculaire avec ligand rigide repose sur le maintien de la configuration spatiale
initiale du ligand durant la simulation, ce qui implique que ses atomes et liaisons ne subissent aucune
altération. Toutefois, le ligand peut ajuster sa position et son orientation par rapport a la cible protéique en
réalisant des mouvements de rotation et de translation dans la cavité active [26].

Les configurations les mieux notées sont ensuite affinées par le programme, qui explore de légéres
variations de ces mouvements, avec un RMSD généralement compris entre 0,5 A et 0,75 A.

Des logiciels spécialisés, tels que DOCK [27], sont aussi employés dans ce cadre pour un criblage
hiérarchique efficace. Cette méthode rigide permet notamment de filtrer les molécules issues de la
chimiothéque présentant une incompatibilité avec le site actif, par leur taille ou leur encombrement.

11.4.1. 2. Docking semi-flexible:

Le systeme moléculaire est divisé en deux parties : une flexible, comprenant le ligand et les résidus flexibles
du centre actif de la protéine et une rigide, comprenant le reste de la protéine. Les programmes de docking
semi-flexible, qui permettent de moduler la flexibilité du ligand et de certains résidus tout en maintenant une
partie rigide, sont efficaces dans ce cadre. Ces programmes utilisent des méthodes stochastiques, telles que
les méthodes de Monte Carlo et les algorithmes génetiques [28], pour explorer I'espace de maniére non
déterministe. Ces techniques sont particulierement adaptées pour explorer une large gamme de
configurations entre le ligand et le site actif, en optimisant les interactions tout en tenant compte de la

flexibilite.
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11.4.1. 3. Docking flexible:

Dans cette approche, la mobilité compléte de la protéine est considérée de maniere indirecte, ce qui permet
de réduire certains effets de répulsion. Grace a cela, le ligand peut s’insérer partiellement dans la surface
protéique, provoquant des ajustements structuraux qui modifient leur configuration lors de processus
enzymatiques pour s’adapter a la molécule cible.

Cela favorise la création d’interactions ciblées sans encombrement stérique, ce qui contribue a renforcer
I’ajustement de surface ainsi que les liaisons hydrogéne [29].

Les considérations entropiques ainsi que les modeles de type "fonction de score" sont utilisés pour estimer la
force du contact protéine-ligand. Il est & noter que ces modelisations, bien que plus rapides a executer,

offrent généralement une précision moindre [30].

11.4.2. Précision du positionnement :

L’objectif est d’identifier la conformation la plus appropriée du complexe ligand-récepteur. Cette
conformation est celle qui présente 1’énergie empirique la plus basse (connue sous le nom de Scoring
Function). Elle est déterminée sur la base de I'étude des interactions entre les molécules [31], en utilisant
I’indicateur suivant :

11.4.2.1. Ecart quadratique moyen (RMSD) :

La précision du positionnement est généralement évaluée a l'aide de I'écart quadratique moyen (Root Mean
Square Deviation, RMSD).

- La valeur RMSD est couramment utilisée pour valider un protocole de docking. Cette validation

consiste généralement a redocker le ligand natif d'un complexe protéine-ligand de structure

cristallographique connue.

- Plus la valeur de RMSD est faible, plus la précision du docking est éleveée.
-Bonne: RMSD<2.0A
- Acceptable: RMSD est comprise entre 2.0 et 3.0A
-Mauvaise: RMSD>3.0A.
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11.5.Prédiction des propriétés pharmacocinétiques (profile ADME(T))

La pharmacologie est I'étude du comportement des molécules a I'égard du corps humain, qui se compose de
deux disciplines La pharmacodynamique et la pharmacocinétique [32].
e La pharmacodynamique désigne la maniére dont un médicament agit au sein de l'organisme, c'est-a-
dire comment il interagit avec ses cibles spécifiques
e La pharmacocinétique, quant a elle, expligue comment le médicament pénetre dans I'organisme,
c'est-a-dire comment I'organisme l'influence. La discipline est cruciale pour développer de nouvelles
molécules a activité biologique. Il est essentiel de connaitre le profil pharmacocinétique de chaque
molécule, ce qui implique l'utilisation de différentes méthodes de modélisation et de prédiction afin

d'en déterminer les propriétés [32]. (Schema I1. 3).

Pharmacocinétique
Les principes ADME

Médicament g [ Absorption
. 2 Mode de pénétration

Metabolisme
Mode de décomposition

Foie Distribution
Destination

{ Transporteurs

Excrétion
Mode d'élimination

Schéma ll. 3 Les étapes de la pharmacocinétique (ADME) d’un médicament dans 1’organisme.

L’absorption fait référence au mécanisme par lequel un médicament atteint la circulation sanguine apres
administration, en quittant son site d’injection. Ainsi, il rejoint la circulation systémique, ou il peut agir
[33]. Les propriétés physico-chimiques de la molécule, notamment sa taille, sa liposolubilité, son état
d'ionisation, ainsi que sa formulation et sa composition chimique, jouent un réle dans ce processus. La dose
administrée, la concentration, la méthode d'administration, le débit sanguin au site d'absorption et les
caractéristiques particulieres du site d'absorption sont d'autres facteurs déterminants [34].

La distribution d’un médicament désigne son déplacement dans I’organisme via la circulation sanguine

jusqu’aux organes et tissus cibles ou il produit son action thérapeutique. Ce processus est modulé par
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plusieurs facteurs, notamment la solubilité du médicament, son interaction avec les protéines plasmatiques
(comme I’albumine), son affinité pour certains tissus et le débit sanguin qui irrigue ces organes. La
permeéabilité des membranes cellulaires ainsi que les propriétés physico-chimiques du médicament

influencent également 1’efficacité de sa distribution [35].

Le meétabolisme des substances a lieu principalement dans le foie, mais également dans les reins, les
poumons, la peau et le systeme gastro-intestinal. Ce processus repose sur l'action d'enzymes qui modifient
les substrats a I'échelle cellulaire [35].

L'excrétion est le processus par lequel le médicament et ses métabolites sont éliminés de I'organisme. Elle
peut se produire de deux fagons : soit par I'excrétion directe du médicament sous sa forme intacte, soit apres
une biotransformation métabolique qui le rend plus hydrosoluble, facilitant ainsi son élimination. Les reins
jouent un réle majeur en éliminant les substances via l'urine, tandis que le foie, principal site de
biotransformation [36].

La toxicité désigne le niveau de préjudice qu'une substance chimique ou un mélange de substances peut
causer a un organisme, en fonction de différents éléments tels que la quantité, la durée et la voie d'exposition
[37].

11.5.1. Propriétés physico- chimiques
11.5.1. 1. Régles de Lipinski:

Lipinski a développé une série de critéres, appelée régle des 5, afin d'évaluer la disponibilité orale d'un
composé en se basant sur sa structure en 2D. Aprés avoir examiné plus de 2200 substances déja
commercialisés ou en phase de développement avancé [38], ces régles concernant les propriétés physico-
chimiques ont été établies. Ces criteres sont les suivants :

e - Masse moléculaire < 500 Da.

e -LogP<5s.

e - Nombre de donneurs de liaisons hydrogéne (atomes H liés a O ou N) < 5.

e - Nombre d'accepteurs de liaisons hydrogene (atomes O et N) < 10.

11.5.1. 2. Regles de VEBER

Pour evaluer la biodisponibilité d'une molécule, Veber et ses collaborateurs ont proposé deux criteres
supplémentaires, indépendants de ceux définis par Lipinski [39] :
e Un nombre maximal de liaisons rotatives fixé a 10.

e Une surface polaire topologique (TPSA) ne dépassant pas 140 A2,
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11.5.2. Propriétés pharmacocinétiques
11.5.2. 1. Absorption Gastro-Intestinale (Gl)

Le test GI, connu sous le nom de test de "perméabilité gastro-intestinale”, permet d'évaluer les
caractéristiques pharmacocinétiques d'un médicament. 1l évalue I'absorption du médicament par les intestins
et son effet sur le corps aprés une prise orale. Ce test est essentiel dans les études précliniques des
médicaments, car il permet d'obtenir des données essentielles sur la biodisponibilité du médicament et sur la
vitesse et I'efficacité de son absorption dans le systeme digestif [40].

11.5.2. 2. Barriére hémato-encéphalique (BBB)

Le test BBB (Blood-Brain Barrier) permet d’analyser dans quelle mesure la barriére hémato-encéphalique
est traversable. Il vise a déterminer I’aptitude d’un médicament a traverser cette barriére et a pénétrer le
cerveau. La protection du cerveau contre les substances potentiellement dangereuses présentes dans le sang
est assurée par la barriere hémato-encéphalique. Ainsi, il est essentiel que le médicament puisse franchir
cette barriere afin de développer des traitements pour le systeme nerveux central [41].

11.5.2. 3. L'inhibition des CYP450

Est un test qui permet d'évaluer I'effet d'un médicament particulier sur les enzymes hépatiques appelées
cytochrome P450 (CYP450). L'activité de ces enzymes est essentielle dans le métabolisme des
médicaments, car elles décomposent les substances en molécules plus petites et plus faciles a éliminer [42].
Il existe différents types d'enzymes CYP4, chacune ayant un ensemble spécifique de substrats et de
fonctions. Voici les 5 principales :
e CYP3A4 : Clest I'enzyme la plus répandue dans le foie, responsable du métabolisme d'un large
éventail de médicaments.
e CYP2D6 : Impliquée dans le métabolisme de nombreux médicaments psychotropes et de traitements
cardiaques.
e CYP2C9 : Impliquée dans la dégradation des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et de
certains anticoagulants.
e CYP2C19 : Participe au métabolisme de certains medicaments antiepileptiques et antidépresseurs.
e CYP1A2 : Contribue au métabolisme de substances comme la caféine et de certains médicaments
psychiatriques.
Lorsqu'un médicament bloque l'activiteé des enzymes CYP450, il peut perturber le métabolisme d'autres
médicaments traités par ces mémes enzymes, entrainant une augmentation de leur concentration. Cela peut

provoquer des interactions médicamenteuses néfastes et des risques de toxicité [43,44].
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SYNTHESE DE DERIVES DE N-ACYL-6-
CHLORO-2-(3H)-BENZOXAZOLONE



Partie 02 : Résultats et discussion

I11.1. Introduction

Le premier but de notre travail concerne la préparation d’une nouvelle séric de N-acyl-6-
chloro-2-(3H)-benzoxazolones, réalisée par une méthode simple et efficace en recourant
I’oxyde de zinc comme catalyseur. Ce dernier permet d’éviter I’utilisation de solvants nocifs,
d’accroitre le rendement énergétique et de réduire I’emploi de réactifs toxiques pour
I’environnement [1,2]. De plus, I’oxyde de zinc assure une bonne sélectivité et permet de
réaliser les réactions a température ambiante, diminuant ainsi la consommation d’énergie [3-
7].

Les caractéristiques structurales essentielles de ces composés concernent la nature des
groupements acyles liés a 1’atome d’azote de 1’hétérocycle oxazolinonique, qui peuvent étre
aliphatiques, arylaliphatiques ou aromatiques, ainsi que le substituant portant en position 6 du
noyau aromatique de la 2-(3H)-benzoxazolone, qui est un atome de chlore (Cl). Ces structures

sont représentées dans la Figure I111.1.

R™''n o
N
Oi/
(o)
-CH3 (m)
X X = -CH3 (p)
R = IA< ' -No, (P)
o) o) -H
n=0 n=0, 1,2

Figure I11. 1. Structure des nouveaux dérivés de N-Acyl-6-Chloro-2-(3H)-Benzoxazolone.

111.2. Synthése de N-Acyl-6-Chloro-2-(3H)-benzoxazolone

La synthése de ces composés repose sur une réaction de N-acylation de la 6-chloro-2-(3H)-
benzoxazolone avec un chlorure d’acide utilis€é en quantité équimolaire, en présence de
I’oxyde de zinc (ZnO) comme catalyseur, a température ambiante. Pour 1’obtention de cette
série de composé, la 6-chloro-2-(3H)-benzoxazolone a été employée comme matiére premiére

de départ.

50



Partie 02 : Résultats et discussion

111.2.1. Préparation du produit de départ : 6-chloro-2-(3H)-benzoxazolone

Selon la voie de synthese A (Schéma 111.1), la 6-chloro-2-(3H)-benzoxazolone peut étre
obtenue par substitution électrophile sur le noyau aromatique de la 2-(3H)-benzoxazolone, en
présence de N-chlorosuccinimide dans I’cau, avec 1’acide sulfurique (40 %) comme
catalyseur [8-10]. Le mélange réactionnel est porté a reflux pendant 10 heures. Dans ces

conditions, le produit est isolé avec un rendement acceptable de 59 %.

Une seconde voie de synthése (voie B, Schéma 111.1) permet de synthétiser ce dérivé avec un
excellent rendement de 89 %, par fusion du 5-chloro-2-aminophénol en présence d’urée, a une
température de 180 °C pendant 4 h, en appliquant la méthode décrite par Heise et al [11].
Cette méthode de synthése a été retenue dans notre laboratoire, car elle constitue une voie

plus efficace et plus rapide pour la préparation de la 6-chloro-2-(3H)-benzoxazolone.

i
N 1-NCS,H,0
o—j/ H
2-H,50, (40% |
0 N

NH
2 HoN 1-180°C /4h
+ (o)
oH H:
Schéma I11. 1. Voies de synthése de la 6-chloro-2-(3H)-benzoxazolone.

La structure du composé synthétisé a été élucidée par spectroscopies de RMN H et °C.
L'analyse du spectre RMN du proton (RMN H) montre la présence d’un signal
caractéristique vers & = 11,89 ppm correspondant au proton de la fonction amide (-NH-) du
cycle oxazolinonique. En spectroscopie du carbone 13 (RMN C), I’apparition d’un pic
attribué au carbonyle du cycle du oxazole vers 6 = 154.11. Ces résultats spectroscopiques
montrent que la structure du composé synthétisé est correspond aux résultats décrits dans la
littérature [12].
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111.2.2. Optimisation des conditions de synthése

En vue d’optimiser les conditions de la réaction de N-acylation de la 6-chloro-2-(3H)-
benzoxazolone en présence de ZnO comme catalyseur, en utilisant des halogénures d’acides
comme agents acylants (Schéma 111.2), Dans un premier temps, nous avons étudié la réaction
de N-benzoylation comme modele. Pour ce faire, nous avons fait varier la nature du solvant,
la durée et la température de la réaction. Les essais réalisés avec différents solvants
organiques (CHsCN, CHCls;, CH:Cl2) ont montré des résultats peu reproductibles, le produit
étant obtenu avec des rendements trés faibles Tableau 111.1.

Tableau Il1. 1. Optimisation des conditions de la réaction de N-benzoylation de la 6-chloro-2-(3H)-
benzoxazolone.

N° Solvant Température (°C) Temps (min) Rdt (%)

1 CHsCN (T.a) 180 0
2 CHsCN Reflux 180 26
3 CHCIz (T.a) 180 35
4  CHCI3 Reflux 180 39
5 CHCL (T.a) 180 32
6 CH2ClL Reflux 180 49
7 Aucun (T.a) 5 98

En I’absence de solvants organiques, le milieu réactionnel favorise un taux de collision plus
élevé entre les réactifs et le catalyseur, ce qui contribue a améliorer I’efficacité du processus.
Les sites actifs, a la fois basiques et acides de Lewis, présents a la surface de I’oxyde de zinc,
jouent un role clé dans cette amélioration. Ils se coordonnent avec le groupe carbonyle du
chlorure d’acyle, augmentant ainsi 1’¢lectrophilie de I’atome de carbone. Cette double
activation simultanée du site électrophile et nucléophile facilite 1’attaque nucléophile,

entrainant par conséquent une amélioration significative du rendement de la réaction [13-17].
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L’application de ces nouvelles conditions expérimentales optimisées nous a permis
d’introduire rapidement une diversité moléculaire sur 1’atome d’azote de la 6-chloro-2-(3H)-

benzoxazolone Schéma I11.1.

H 0} R 4a: R= C-(CH3)3
' 4b: R= C¢H;-
N 0 N 615
0= j@ + L ZnO, t.a /@[ =0 de: R= C¢H;-CH,CH,-
(0] R 5 min 0 P D—
4d: R= p-CH3-C6H4
4e: R= m-CH3-C6H4

4f: R= p-NOZ-C6H4
4g: R= C6H5-CH2-

Schéma I11. 2. La procédure de synthése des nouveaux dérivés de N-acyl-6-chloro-2-(3H)-
benzoxazolone.

En effet, cette nouvelle voie de synthése nous a permis de récupérer directement les produits
finaux par I’addition dun volume de dichlorométhane (CH.CI>) au milieu réactionnel. Apres
filtration, évaporation et recristallisation dans 1I’éthanol, les composés synthétises 4 (a-g) ont
été obtenus avec des rendements élevés. La pureté de cette série de composes a été vérifiee
par CCM et par HPLC. Les rendements et les propriétés physico-chimiques de cette nouvelle
série sont rapportés dans le Tableau I11. 2.

Tableau I11. 2. Caractéristiques physiques de la nouvelle série de N-acyl-6-chloro-2(3H)-
benzoxazolones synthétisées.

Composé Structure T+ (°C) Temps (min) Rdt (%)

N

4a 189-190 5 99
(0)

4b }/@ 164 5 96

4¢ o V/O 126 5 74
N
O,

4d §/®/ 149-150 5 68
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O,
4e 109-110 5 95
N
Ly
(0]
af o@lﬁl— 148-149 5 83

49 (0] 169 5 98

111.2.3. Mécanisme de formation de N-acyl-6-chloro-2-(3H)-benzoxazolone

La formation de N-acyl-6-chloro-2-(3H)-benzoxazolone a partir de la 6-chloro-2-(3H)-
benzoxazolone et du chlorure d’acyle en présence de ZnO peut étre décrite par le mécanisme

général en Schéma lll. 3.

e Activation de I’électrophile :

Les sites acides de Lewis a la surface de I'oxyde de zinc se coordonnent au groupe carbonyle
du chlorure d'acyle, augmentant ainsi I'électrophilie du carbone carbonylé et facilitant son

attaque par I'azote nucléophile de la 6-chloro-2(3H)-benzoxazolone.
e Activation du nucléophile :
Les sites basiques de I'oxyde de zinc (ZnO) interagissent avec le proton de l'azote de la 6-
chloro-2(3H)-benzoxazolone, augmentant ainsi sa nucléophilie.
e Attaque nucléophile
L'azote activé attaque le carbone électrophile du chlorure d'acyle, formant un intermédiaire

tétraédrique instable.

L'élimination de HCI a partir de l'intermédiaire tétraédrique conduit a la formation du N-acyl-
6-chloro-2-(3H)-benzoxazolone, tandis que le catalyseur ZnO est régénéré et peut participer a

un nouveau cycle réactionnel.
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N
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Schéma I11. 3. Mécanisme réactionnel de la formation de N-acyl-6-chloro-2-(3H)-benzoxazolone.

111.2.4. Caractérisations spectrales des produits

Les caractéristiques structurales essentielles de ces composés concernent la nature des
groupements acyles liés a I’atome d’azote de I’hétérocycle oxazolinonique, qui peuvent étre
aliphatiques, arylaliphatiques ou aromatiques, ainsi que le substituant portant en position 6 du
noyau aromatique de la 2-(3H)-benzoxazolone, qui est un atome de chlore (Cl). Ces structures

sont représentées dans la (Figure IIL1).

L’ensemble des composés synthétisés ont été caractérisés par des données spectroscopiques
(*H, 3C) RMN, IR ainsi que par spectrométrie de masse (MS). Les spectres infrarouges des
produits 4(a-g) révélent la disparition de la bande d'absorption située vers 3500 cm,
correspondant a la liaison (N-H) de la fonction amide du cycle oxazolinonique de la 6-chloro-
2-(3H)-benzoxazolone. L’apparition des bandes d’absorption dans les régions 1795-1886 cm"
Let 1721-1795 cm™ a été attribuée respectivement aux vibrations d’élongation du groupement
carbonyle (C=0) du cycle oxazole et du carbonyle (C=0) de la fonction amide. En
spectrométrie de RMN *H et 13C, la formation des groupements acyles dans tous les composés
synthétisés 4(a-g) a été confirmée par la disparition du signal (N-H) vers 11,89 ppm et
I’apparition des nouveaux signaux observés dans la région 160 et 178,7 ppm, attribués aux

carbones carbonyles des fonctions acyles confirmant la formation des produits.
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Figure I11. 2. Spectre IR du composé 4a
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Figure 111. 3. Spectre RMN *H du composé 4a
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Figure 111.4. Spectre RMN C du composé 4a

111. 3. PARTIE EXPERIMENTALE
I11. 3. 1. Notes techniques
111.3. 1. 1 Appareillage, techniques d’analyses

«» Point de fusion

L’appareil Banc Kofler a été utilisé pour déterminer les points de fusion de tous les composés

obtenus.

0,

% Chromatographie

L’évolution de la réaction et la pureté des produits ont été contrdlées par chromatographie sur
couche mince (CCM), en utilisant des plaques en aluminium recouvertes de gel de silice
(type 60 F2s4 (250mm), E. Merck, Darmstadt, Allemagne, réf. 5735). Solvants de migration et
un mélange a base d’acétate d’éthyle/cyclohexane (70:30). La révélation des produits

synthétisés a été réalisée a I’aide d’une lampe UV a (254 nm).

%+ Chromatographie en phase gazeuse -Spectrométrie de masse GC-MS :

L’analyse GC-MS a été reéalisee sur un spectrometre Shimadzu GCMS-QP2020 équipé d’une
colonne capillaire RXi®-5 ms (30 m x 0,25 mm, film de 0,25 pm). L’échantillon (0,5 uL dilué

dans le dichlorométhane) a été injecté en mode split. Les températures de I’injecteur et du
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détecteur étaient respectivement de 250 °C et 270 °C. Le programme thermique consistait en
une montée de 120 °C & 270 °C & un débit 10 °C/min, avec des paliers de 2 minutes aux

extrémités.

Le gaz porteur utilisé était I'nélium (pureté 99,995 %) avec un débit fixé & 1 mL/min. Les
réglages du spectrométre de masse se détaillent comme suit : tension d’ionisation réglée a 70
eV, avec une température de la source ionique maintenue a 200 °C, et acquisition des spectres

massiques obtenus via une ionisation électronique dans une plage de 45 a 600 m/z.
% Infrarouge

Les spectres infrarouges ont été obtenus a 1’aide d'une dispersion du produit dans des pastilles
de (KBr), en utilisant un spectrométre de marque Perkin-Elmer modéle 457. Les bandes

caractéristiques sont données selon leur position en cm™,
% Résonance magnétique nucléaire

Les spectres de RMN 1H et 13C ont été obtenus a I’aide d’un spectrométre Briiker opérant a
400 MHz (400 MHz pour H, 101 MHz pour C) en utilisant le CDCl; ou DMSO-ds comme
solvants résiduels. Les valeurs de déplacement chimique (8) sont exprimés par en partie par
million (ppm) par rapport au tétraméthylsilane (TMS) comme standard interne. Les constantes
de couplage J sont exprimés en Hertz (Hz), les multiplicités sont données comme suit: (S)
pour singulet, (d) pour doublet, (dd) pour doublet dédoublé, (t) pour triplet, (q) pour

quadruplet et (m) pour multiplet.
I11. 3. 2. Méthodes de syntheése :
I11. 3. 2. 1. Préparation des matieres premieres:

Les composés 2-(3H)-benzoxazolone et 6-chloro-2-(3H)-benzoxazolone ont été
précédemment rapportés et préparés tel que décrits dans la littérature. Leurs propriétés

physicochimiques et analytiques sont en accord avec les données de la littérature [18-25].
I11. 3. 2. 1. 1. Préparation de la 2-(3H)-benzoxazolone
Dans un ballon de 500 ml, 36 g (0,6 mol) d'urée et 21,82 g (0,2 mol) de 2-aminophénol ou 2-

aminothiophénol 25,23 g (0,2 mol) sont introduits. Le mélange réactionnel a été chauffé sous
agitation a une température de 180°C pendant 3 heures. Aprés refroidissement, ajouter au

58




Partie 02 : Résultats et discussion

mélange réactionnel de I'eau acidifiée puis agiter pendant 30 minutes. Le précipité obtenu a
été filtré a travers un entonnoir de Bichner, lavé a l'eau, séché et recristalliser dans le

cyclohexane.

2-(3H)-benzoxazolone

Masse molaire = 135,12 g/mol; Formule brute : C;HsNO>; Aspect: Poudre biege; Rdt =
89%, Tr. 136-138C.

I11. 3. 2. 1. 2. Préparation de la 6-Chloro-2-(3H)-benzoxazolone.

I11. 3. 2. 1. 2. 1. Mode opératoire -1.

Dans un ballon rodé de 250 ml contenant 20 ml d'eau distillée, introduire (1 mmole) de 2-
(3H)-benzoxazolone et (1,5 mmole) de chlorosuccinimide. Chouffer a reflux sous agitation
dans un bain d'huile a une température de 80°C puis introduire (2 mmole) d'acide sulfirique
(H2S0O4, 40%). Laisser le mélange réactionnel sous agitation pendant 10 heures. Apres
refroidissement, ajouter 30 ml d'eau distillée. Agiter pendant 30 minutes. Filtrer le précipité,

laver & I'eau, sécher et recristalliser dans le Toluene (Rdt = 64%).

I11. 3. 2. 1. 2. 2. Mode opératoire -2.
Dans un ballon de 250 ml, 36 g (0,6 mol) d'urée et 28,71 g (0,2 mol) de 5-chloro-2-

aminophénol sont introduits. Le mélange a été chauffé sous agitation a 180°C pendant 4
heures. Apres refroidissement, ajouter au mélange réactionnel de I'eau acidifiée sous agitation
magnétique. Le précipité obtenu a été filtré a travers un entonnoir de Blchner, lavé a I'eau,

séché et recristalliser dans 1’éthanol (Rdt = 89%).
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6-Chloro-2-(3H)-benzoxazolone

Masse molaire = 169.56 g/mol; Formule brute : C7H4CINO2; Aspect: poudre blanche; Tr:
192-193 C. IR (KBr): v (cm™1)= 3278 (NH), 1731 (C=0) oxazolinonique, 1610 (C=C)
aromatique. *H NMR (400 MHz, DMSO-d6): § (ppm) = 7.09 (d, J = 8.01 Hz, 1H, Ar-H),
7,37 (d, J = 7.96 Hz, 1H, Ar-H), 7,61 (s, 1H, Ar-H), 11,89 (s, 1H, NH), 13C NMR (101 MHz,
DMSO- d6): & (ppm) = 110.18, 110.29, 123.53, 125.73, 129.30, 143.73, 154.11.

1.3, 2. 2. Procédure générale de la synthése des 6-chloro-N-acyl-2-(3H)-
benzoxazolones :

Dans un ballon rodé de 250 ml contenant un mélange de 0,08 g (1 mmol) d'oxyde de zinc
anhydre et 0,08 g (2 mmol) de 6-chloro-2-(3H)-benzoxazolone ajouter lentement et sous
agitation magnétique (2,5 mmol) de chlorure d'acide. Le milieu réactionnel est agité a la
température ambiante pendant cinq minutes. Ajouter par la suite au mélange réactionnel un
volume de 20 ml de dichlorométhane (CH2Cl,). La phase organique est lavée avec une
solution diluée de carbonate de sodium (NaHCO3) (5 %), séchée sur du sulfate de sodium

(NaS0s), le solvant est évaporé, le précipité obtenu est recristallisé dans 1’éthanol.

I11. 3. 2. 2.1. Caractéristiques physicochimiques des produits synthétisés

6-Chloro-3-trimethylacetyl-2-(3H)-benzoxazolone (4a)
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Masse molaire = 253,68 g/mol; Formule brute : C12H12CINO3; Aspect: poudre blanche ;
Rdt = 99%, Tr. 189-190 'C. IR (KBr): v (cm 1)= 2973.50 (CHs3), 1728.55 (C=0) cétonique,
1872.47 (C=0) oxazolinonique, 1479.10 (C=C) aromatique. ‘H NMR (400 MHz,
DMSO-d6): & (ppm) = 1,13 (s, 9H, 3CHz3), 7.09 (d, J = 8.3 Hz, 1Ar-H), 7,19 (dd, J = 8.3 Hz,
J =2 Hz, 1Ar-H), 7,45 (d, J =1.9 Hz, 1Ar-H), 13C NMR (101 MHz, DMSO- d6): & (ppm) =
26.45, 37.15, 109.60, 110.13, 123.05, 125.22, 128.98, 143.27, 153.65, 178.7. Spectrométrie
de masse (MS): MS: m/z [M+] 254.96.

6-Chloro-3-benzoyl-2-(3H)-benzoxazolone (4b).

Masse molaire = 273,67 g/mol, C14HgCINOs3; Aspect: poudre blanche, Rdt = 98%, T+
164°C. IR (KBr): v (cm )= 1732.71 (C=0) cétonique, 1799.54 (C=0) oxazolinonique, 1600
(C=C) aromatique, *H NMR (400 MHz, DMSO-d6): & (ppm) = 7.07 (d, 1H, J = 8.3 Hz,
1Ar-H), 7.16 (dd, J = 8.3 Hz, J = 1.9Hz, 1Ar-H), 7.3-7.9 (m, 6Ar-H), 3C NMR (101MHz,
DMSO-6) : & (ppm) = 110.44, 111.18, 116.02, 124.70, 127.28, 128.52, 129.93, 132.70,
133.53, 143.46, 144.45, 150.61, 155.09, 167.81. Spectrométrie de masse (MS): MS: m/z
[M+] 273.54.
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6-Chloro-3-(3-phenylpropionyl)-2-(3H)-benzoxazolone (4c).

Masse molaire = 301,73 g/mol, C16H12CINOs3; Aspect: poudre blanche, Rdt= 74%, Ts. 126
C. FT-IR (KBr): v (cm™) = 2928.29 (CH_), (C=0) 1725.00 cétonique, 1797.95(C=0)
oxazolinonique, 1620 (C=C) aromatique, 'H NMR (400 MHz, DMSO-d6): & (ppm) = 3.09
(t, 2H, CHy), 3.43 (t, 2H, CHy2), 6.38-7.26 (m, 7Ar-H), 7.98 (d, J=9.1 Hz, 1Ar-H), 1*C NMR
(101MHz, DMSO-6) : 8 (ppm) = 29.87, 38.39, 110.81, 116.76, 125.04, 125.73, 126.56,
127.53, 128.04, 128.59, 128.67, 139.93, 142.58, 145.40, 150.85, 141.48 .Spectrométrie de
masse (MS): MS: m/z [M+] 301.98.

6-Chloro 3-(4-Methylbenzoyl) -2-(3H)-benzoxazolone (4d).

Masse molaire = 287,70 g/mol, C1sH10CINOs; Aspect: poudre blanche, Rdt = 68%, Ts: 149-
150 °C. FT-IR (KBr): v (cm™) = 3130.20 (CHs), 1795.18 (C=0) cétonique, 1827.85 (C=0)
oxazolinonique, 1607.52 (C=C) aromatique. *H NMR (400 MHz, DMSO-d6): & (ppm) =
3.33 (s, 3H, CH3), 7.28-7.35 (dd, J = 8.3 Hz, J = 5.2 Hz, 1Ar-H), 7.67-7.85 (m, 6Ar-H). 3C
NMR (101MHz, DMSO-6): & (ppm) = 21.58, 111.15, 115.88, 124.64, 128.11, 128.52,
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129.25, 129.56, 129.71, 129.79, 130.30, 143.45, 144.30, 150.68, 167.57. Spectrométrie de
masse (MS) : MS: m/z [M+] 288.

6-Chloro-3-(3-Methylbenzoyl)-2-(3H)-benzoxazolone (4e).

Masse molaire = 287,70 g/mol; CisH10CINOs; Aspect: poudre blanche, Rdt = 95%, T
109-110 ‘C. FT-IR (KBr): v (cm™?) = 3056.04 (CH3), 1721.75 (C=0) cétonique, 1786.96
(C=0) oxazolinonique, 1606.15 (C=C) aromatique, 1507.30 (C=C) aromatique. ‘H NMR
(400 MHz, DMSO-d6): & (ppm)= 3.31 (s, 3H, CH3), 7.12 (d, J = 7.2 Hz, 1Ar-H), 7.25-7.45
(m, 2Ar-H), 7.55-7.63 (m, 2Ar-H), 7.99-8.36 (m, 2Ar-H). 13C NMR (101MHz, DMSO-6): §
(ppm) = 21.73, 111.74, 115.88, 124.64, 128.11, 128.52, 129.13, 129.25, 129.56, 129.71,
129.79, 130.30, 143.55, 154.98, 168.25. Spectrométrie de masse (MS): MS: m/z [M+]
287.9.

6-Chloro-3-(4-nitrobenzoyl)-2-(3H)-benzoxazolone (4f)
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Masse molaire = 318,67 g/mol; C14H7CIN2Os; Aspect: poudre blanche, Rdt = 83%, T 148—
149°C. FT-IR (KBr): v (cm™) = 1782.07 (C=0) cétonique, 1798.57 (C=0) oxazolinonique,
1623.57 (C=C) aromatique, 1479.23 (C=C) aromatique. *H NMR (400 MHz, DMSO-d6): &
(ppm)= 7.33 (dd, J = 9.3Hz, 1Ar-H), 7.38 (d, J = 5.6 Hz,1Ar-H), 7.47 (s, 1Ar-H), 8.03 (d, J
=5.6 Hz, 2Ar-H), 8.25 (d, J =5.6 Hz, 2Ar-H).13C NMR (101MHz, DMSO-6): § (ppm) =
111.45, 115.70, 117.41, 125.31, 127.63, 129.65, 131.96, 132.94, 133.29, 134.27, 143.52,
150.81, 162.85, 167.85. Spectrométrie de masse (MS) : MS: m/z [M+] 319.01.

6-Chloro-3-phenylacetyl-2-(3H)-benzoxazolone (4g)

Masse molaire = 287,70 g/mol ; CisH10CINO3; Aspect: poudre blanche, Rdt = 96%, Tr:
169°C.FT-IR (KBr): v (cm™) = 3034.23 (CHy), 1729.32 (C=0) cétonique, 1795.46 (C=0)
oxazolinonique, 1621.90 (C=C) aromatique. *H NMR (400 MHz, DMSO-d6): & (ppm)= 4,5
(s, 2H, CHy), 7,2-7.6 (m, 7Ar-H), 8 ppm (m, 1Ar-H).*C NMR (101MHz, DMSO-6): §
(ppm)= 43.78, 110.69, 116.49, 125.09, 126.76, 127.37, 128.78, 129.38, 131.04, 132.33,
142.52, 150.81, 170.31. Spectrométrie de masse (MS): MS: m/z [M+] 288.9.
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1VV.1. Introduction

La modélisation moléculaire constitue un outil essentiel en chimie médicinale, permettant d’explorer et de
comprendre les propriétés structurales, €lectroniques et énergétiques des molécules a I’échelle atomique.
Elle compléete parfaitement les données expérimentales en offrant une visualisation précise de la géométrie
atomique et en évaluant les propriétés physico-chimiques clés, ce qui aide a mieux cerner la stabilité, la

réactivité et les interactions biologiques potentielles des composes.

Cette approche repose sur I'utilisation de différentes méthodes de calcul théorique, parmi lesquelles la
théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT) s’impose de plus en plus comme une méthode fiable pour la
simulation de phénomeénes chimiques. Reconnue pour sa précision et son efficacite, la DFT est devenue un

outil indispensable en chimie quantique.

Dans cette étude, nous avons utilis¢é le logiciel Gaussian 16 avec I’approche DFT au niveau 6-
311G++(2d,2p) pour optimiser les structures moléculaires des dérivés N-acyl-6-chloro-2-(3H)-
benzoxazolone. Les géométries optimisées ont été visualisées a 1’aide de GaussView 6.0. Par ailleurs, a
partir des énergies des orbitales frontieres HOMO et LUMO, nous avons calculé divers descripteurs
¢lectroniques clés, tels que I’écart énergétique (AE gap), I’indice d’¢électrophilie (w), la mollesse globale (o),
la dureté globale (1) et I’¢électronégativité absolue (). Ces analyses fournissent des informations essentielles

sur les propriétés électroniques et la réactivité de ces composés.

IV.2. Etude théorique DFT
IV.2. 1. Optimisation de la géométrie des structures
Les structures des composés synthétisés 4 (a-g) ont été optimisées par la méthode DFT (B3LYP) en utilisant

I'ensemble de base 6-311G++(2d, 2p) avec le logiciel Gaussian 16 [1]. La Figure 1V.1 représente les

structures optimisées.
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Figure I'V. 1. Structure optimisée des composés synthétisés 4(a-g).
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IV. 2. 2. Les Orbitales moléculaires frontiéres et les descripteurs de la réactivité globale

Les interactions de la molécule avec d'autres especes, telles que les récepteurs biologiques, sont déterminées
par les orbitales moléculaires frontieres. L’orbitale moléculaire la plus externe pouvant contenir des
électrons, dite HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital), tend & libérer ses électrons. A l'inverse,
I'orbitale moléculaire vacante la plus basse (LUMO), située a un niveau énergétique inférieur, constitue un
site favorable pour accepter des électrons. Ces orbitales contribuent fortement a la stabilité chimique des
composés. L'analyse des orbitales moléculaires frontieres (FMO) permet de déterminer la réactivité
moléculaire, le comportement électronique et les transitions entre états moléculaires. Elles sont également
directement liées aux descripteurs de réactivité globale. Les visualisations des orbitales issues des structures
moléculaires optimisées sont représentées dans la Figure 1V.2. La méthode DFT/6-311G++(2d,2p) a été
employée pour déterminer les orbitales moléculaires fronticres, les écarts d’énergie ainsi que les indices de
réactivit¢ chimique, notamment [’affinité ¢&lectronique, la dureté, le potentiel chimique, [’indice
d’électrophilie et la capacité maximale d’acceptation de charge. Les résultats obtenus a partir de ces calculs

figurent dans le Tableau IV.1.

En complément, pour une meilleure compréhension de la réactivité et des propriétés électroniques des
molécules étudiées 4(a-g), des calculs supplémentaires ont été effectués, incluant 1’analyse des densités

d’états électroniques (TDOS), comme illustré dans la Figure 1V.3.
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Figure I'V. 2. Distributions de HOMO, LUMO et énergies gap des composés synthétisés 4(a-g).
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Figure I'V. 3. Densité d'état totale, TDOS des composés 4(a-g).

L’écart HOMO-LUMO d’une molécule peut étre calculé en évaluant I’intervalle d’énergie entre ses
orbitales HOMO et LUMO, ce qui permet de comprendre sa stabilité cinétique ainsi que sa réactivité
chimique. Un faible écart d'énergie entre ’THOMO et le LUMO indique que la molécule présente une
stabilité moindre et une plus grande réactivité. Dans les présentes investigations, les résultats révelent que
les composés synthétisés présentent un écart énergétique modéré (AEgqp), avec des valeurs comprises entre
(3,67 et 5,61 eV), suivant l'ordre : 4f < 4b< 4d< 4c< 4g< 4a < 4e. Le composé 4f se distingue par le plus
faible écart énergétique (3,67 eV) et par une dureté chimique minimale (n = 1,83 eV), traduisant une
réactivité potentiellement plus élevée comparée aux autres composés analysés. Il présente également une
¢lectronégativité supérieure (y = 5,34 eV), ce qui suggere une forte capacité a attirer les électrons. Par
ailleurs, sa forte électrophilicité (o = 7,75 eV) refléte une sensibilité marquée aux attaques nucléophiles. Ces
résultats laissent supposer que ce composé pourrait présenter un profil biologique plus favorable que les

autres composeés étudiés.

Les courbes de densité d’état totale (TDOS) révelent un deplacement significatif des orbitales occupéees du
composé 4f par rapport aux autres, soulignant I’importance du transfert électronique. Cette tendance
concorde avec la capacité maximale d’acceptation de charge calculée, le composé 4f présentant la valeur la

plus élevée de ANmax = 2,900.
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Tableau I'V. 1. Les valeurs calculées des descripteurs de réactivité globale des composés synthétisés 4(a-g), étudiées
par le niveau B3LYP/6-311G++(2d,2p).

Composé Enomo Erumo 1(eV) A (V) EgpeV) xeeV) unEVv) nEV) SEeV) oeV) ANmax
4a -6.930 -1.678 6.930 1.678 5.248 4304 -4305 2623 0381 3529 1641
4b -6.775 -2.408 6.775 2.408 4.367 4590 -2.182 2182 0458 4.827 1.000
4c -6.666 -1.730 6.666 1.730 4.935 4198 -4.199 2467 0405 3572 1.702
4d -6.712 -2.318 6.712 2.318 4.394 4514 -4514 2195 0455 4.639 2.056
4e -6.731 -1.118 6.731 1.118 5.610 3.923 -3924 2805 035 2743 1.399
4f -7.177  -3501 7.177 3.501 3.676 5.341 -5341 1836 0544 7.757  2.909
4q -6.900 -1.738 6.900 1.738 5.161 4318 -4318 2579 0.387 3.611 1.674

IV. 2. 3. Surface de potentiel électrostatique moléculaire.

Le potentiel électrostatique moléculaire est un outil utile pour analyser les sites électrophiles et nucléophiles
des molécules et prédire leur polarité. Dans I’image MESP, les couleurs rouge et jaune indiquent des zones a
charge négative, associées a un caractére nucléophile, capables d’attaquer les sites électrophiles. La couleur
bleue correspond a une zone a charge positive, liée a un caractere €lectrophile, tandis que le vert correspond

a une région probablement neutre.

Les MESP des composés synthétisés, présentés dans la Figure 1V.4, ont révélé des zones de potentiel
électrostatique négatif principalement localisées sur les atomes d’oxygéne .Riches en densité électronique,
ces régions favorisent I’attraction des especes chargées positivement, notamment les radicaux libres, dont
I’instabilité est a 1’origine du stress oxydatif et de diverses altérations cellulaires. Par ailleurs, les dérivés
portant des groupes donneurs d’électrons pourraient plus aisément céder des électrons a ces radicaux. Les
zones de potentiel positif ont été observées au voisinage des atomes d’hydrogéne des groupes alkyles et
aromatiques, ainsi qu’autour du carbone du groupe carbonyle. Ces zones sont donc favorables aux attaques
nucléophiles. En revanche, des régions de potentiel électrostatique quasi neutre ont été observées au niveau

des atomes de chlore dans tous les composés étudies.
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Figure I'V. 4. Densité totale sur le potentiel électrostatique de tous les composés synthétisés 4(a-g).
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IV. 2. 4. Docking moléculaire des N-acyle 6-chloro-2(3H)-benzoxazolones

Le docking moléculaire constitue un outil puissant pour prédire I’interaction des candidats-médicaments
avec des cibles biologiques spécifiques, notamment les protéines impliquées dans des fonctions cellulaires
essentielles. Parmi ces cibles, ’ADN gyrase, enzyme bactérienne cruciale dans les mécanismes de
réplication, de transcription et de réparation de I’ADN, occupe une place centrale [2]. Compte tenu de son
role essentiel dans la survie bactérienne, cette enzyme représente une cible privilégiée pour le

développement de nouveaux agents antibactériens.

Dans cette étude, une analyse de docking moléculaire a été réalisée sur sept nouveaux dérivés N-acyl-6-
chloro-2-(3H)-benzoxazolone 4(a-g), en comparaison avec le ligand co-cristallisé ainsi qu’avec un
antibiotique de référence, la ciprofloxacine. Les interactions ont été simulées au niveau du site actif de
I’ADN gyrase d’Escherichia coli (PDB ID : 7P2N), a I’aide du logiciel MGLTools 1.5.7 [3].

La structure cristalline de I’ADN gyrase a été récupérée depuis la banque de données RCSB

(http://www.rcsb.org). La préparation de la protéine a suivi le protocole standard : ajout des hydrogénes

polaires, fusion des hydrogeénes non polaires, suppression des molécules d’eau et application des charges de
Kollman. Une boite de grille tridimensionnelle de 30 A x 30 A x 30 A a été définie autour du site actif,
centré aux coordonnées X = -19,823 A, Y =-12,238 A et Z =9,098 A, avec un espacement de grille de 0,508
A. Le docking a été réalisé sur les géométries optimisées des ligands. Les conformations présentant les
énergies de liaison les plus faibles ont été retenues pour 1’analyse des interactions protéine-ligand. L’étude

des interactions a ét¢ menée a I’aide du logiciel BIOVIA Discovery Studio 2021.

Les résultats présentés dans le Tableau 1V.2 incluent I’énergie de liaison, la constante d’inhibition (Ki),
ainsi que les interactions hydrogene et hydrophobes. Le mode d’interaction des ligands avec les résidus du

site actif est représenté dans la Figure 1V.5.
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Tableau I'V. 2. Les scores de docking moléculaire et les interactions résiduelles des acides aminés pour les sept
composes synthétisés 4(a-g), le ligand co-cristallisé et le médicament standard Ciprofloxacine avec I'ADN gyrase.

COMPOses Ki Affinité Liaisons Interactions hydrophobes (s-cation / w-anion / w-alkyle /
(uUM) (kcal/mol) hydrogéne Van der Waals)
4a 55.98 -5.8 Gly-77, Arg-76, lle-78, Pro-79, Glu-50, Ala-47, Asp-73, Gly-75
Thr-165
4b 15.59 -6.60 / Asn-46, lle-78, Val-120, Met-95, Val-71, Val-167, Ala-47,
Asp-73, Val-43, GIn-72, Met-166, Thr-165, lle-94, GIn-50
4c 5.95 -7.13 / Ala-47, Thr-165, lle-78, Glu-50, Arg-76, Gly-77, Pro-79,
Val-43, Val-167, Val-120, lle-94, Asp-73, Asn-46
4d 13.51 -6.64 Gly-77, Thr-165, lle-78, Pro-79, Asp-49, Asn-46, Gly-75, Asp-73
Arg-76
4e 15.87 -6.55 Thr-165, Gly-77, Pro-79, Glu-50, lle-78, Asp-49, Asp-73, Gly-75, Arg-136
Arg-76
4f 3.69 -7.43 Arg-136 Pro-79, Arg-76, Glu-50, lle-78, Val-120, Asn-47, Ala-47,
Asp-73, Gly-77, Thr-165, Val-43, Val-167, lle-94
49 3.55 -7.41 / Arg-76, Glu-50, lle-78, Thr-165, Asn-46, Val-120, Ala-47,
Val-43, Val-167, lle-94, Gly-77, Pro-79, Asp-73
Ligand co- 338.25 -8.83 / Arg-76, Glu-50, Ile-78, Pro-79, Arg-136, Thr-165, Ala-47,
cristallisé Asn-46, Val-43, Val-71, Val-167
Ciprofloxacine 15.60 -7.30 Gly-77, Arg-76 Glu-50, Ile-78, lle-94, Val-167, Val-43, Val-120, Val-71,

Asn-46, Ala-47, Thr-165, Pro-79

L’ensemble des composés testés 4(a—g) montre une bonne stabilité dans le site actif de I’ADN gyrase, avec
des interactions spécifiques avec les résidus voisins, incluant des liaisons hydrogene et diverses interactions

hydrophobes, notamment 7t-cation, n-anion, w-alkyle et de Van der Waals.

Les composés 4a, 4d et 4e établissent des liaisons hydrogene avec GLY-77, ARG-76 et THR-165, d’une
maniere comparable a celle de la ciprofloxacine de référence, qui interagit elle aussi avec GLY-77 et ARG-
76. Cette similarité des interactions renforce le potentiel de ces composés en tant qu’inhibiteurs efficaces de

I’ADN gyrase.

Le composé 4f, quant & lui, forme une liaison hydrogene avec ARG-136. De plus, I’ensemble des composés
4(a—g), ainsi que le ligand co-cristallisé et la ciprofloxacine, établissent des interactions hydrophobes avec
plusieurs résidus clés, notamment ILE-78, VAL-120, VAL-167 et GLU-50. Ces interactions, contribuent a
la stabilisation des composés au sein du site actif de I'ADN gyrase. Les résultats du docking moléculaire
suggerent ainsi une affinité de liaison favorable et indiquent que ces composés pourraient présenter un

potentiel inhibiteur vis-a-vis de cette enzyme.
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Figure 1'V. 5. Docking moléculaire 2D et 3D des composés synthéthisé 4(a-g), du médicament standard
(ciprofloxacine) et du ligand co-cristallisé dans le site active de I'ADN gyrase (PDB ID 7P2N).

Selon les résultats présentés dans le Tableau 1V.2, tous les composés testés présentent une énergie de

liaison intéressante, comprise entre -5,8 et -7,43 kcal/mol. En comparaison, le ligand co-cristallisé et la

ciprofloxacine de référence affichent des énergies de liaison plus favorables, respectivement de -8,83 et -

7,30 kcal/mol.

Parmi les composés synthétisés, 4c, 4f et 4g ont présenté les scores de docking les plus favorables,

respectivement de -7,13, -7,41 et -7,43 kcal/mol. Ces résultats sont cohérents avec leurs faibles constantes

d’inhibition (Ki), de 5,95, 3,69 et 3,65 uM, toutes inferieures a celle du ligand de référence, la

ciprofloxacine (15,60 uM). Cela indique une forte affinité de liaison et une interaction stable avec I’ADN

gyrase, ce qui suggere un potentiel inhibiteur élevé.
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Les énergies de liaison favorables observées pour les composés 4(a—g) résultent des interactions hydrogéne
et hydrophobes établies avec les résidus du site actif, ce qui contribue a la stabilisation du complexe ligand-

protéine.

Les résultats du docking moléculaire concordent avec les données expérimentales in vitro relatives a
I’activité antibactérienne. En effet, les composés 4f et 4g, qui affichent les énergies de liaison les plus
favorables (-7,43 et -7,41 kcal/mol) au niveau du site actif de I’ADN gyrase, présentent également la plus
forte activité antibactérienne, mise en évidence par de larges zones d’inhibition. A ’inverse, les composés
4b, 4c et 4d montrent une activité intermédiaire, tandis que 4a et 4e, associés aux interactions les moins

favorables, sont les moins actifs.

Le redocking, réalisé avec succes, a donné un RMSD de 0,725 A, inférieur 2 1 A, ce qui confirme la fiabilité

de la pose prédite et la précision du protocole de docking utilisé (Figure 1V.6).
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Figure I'V. 6. Validation du docking par rédocking du ligand co-cristallisé dans le site active prédite de 7P2N
(RMSD = 0,725 A).
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IV. 2. 5. Prédiction des propriétés pharmacocinétiques (drug-likeness)

Dans cette étude, le service en ligne SwissADME a été utilisé afin d’évaluer le potentiel des composés

synthétisés 4(a—g) en tant que candidats médicaments pour une administration par voie orale.

Les propriétés physico-chimiques jouent un réle fondamental dans la conception de nouveaux agents
thérapeutiques, puis qu’elles permettent d’estimer le profil pharmacologique préliminaire des molécules. Sur
la base des valeurs prédites pour ces propriétés, présentées dans le Tableau 1V.3, nous constatons que tous
les composés synthétisés 4(a-g) respectent la régle des cinqg de Lipinski. En effet, ces molécules présentent
des caractéristiques favorables, telles qu'un poids moléculaire inférieur a 500 Da, des valeurs de LogP
inférieures a 5, ainsi qu’un nombre acceptable de donneurs et d’accepteurs de liaisons hydrogene. Par
ailleurs, leurs surfaces polaires topologiques totales (TPSA) inférieures & 140 A, combinées a ’absence de
donneurs de liaisons hydrogéne dans 1I’ensemble des composés, indiquent un bon potentiel d’absorption
membranaire. L'ensemble de ces résultats suggere que ces composés posseédent un profil de biodisponibilité

orale prédite favorable, ce qui souligne leur intérét pour de futures études de développement.

Tableau I'V. 3. Prédiction des propriétés pharmacocinétiques des composes synthétisés 4a-4b.

Ligand Poids Moléculaire Liaisons Accepteurs  Donneurs Surface polaire Log P
(g/mol) rotatives H H topologique (A2?) (lipophilie)
4a 253.68 2 3 0 52.21 2.81
4b 273.67 2 3 0 52.21 2.96
4c 301.72 4 3 0 52.21 3.39
4d 287.70 2 3 0 52.21 3.28
4e 287.70 2 3 0 52.21 3.37
4f 318.67 3 5 0 98.03 2.45
4q 287.70 3 3 0 52.21 3.15

La figure IV.7 présente le radar de biodisponibilité, évalu¢ a 1’aide de 1’outil en ligne SwissADME,
illustrant les plages optimales de six propriétés physico-chimiques clés pour une bonne biodisponibilité
orale : lipophilie, poids moléculaire, polarité, solubilité, degré d’insaturation et flexibilité. L analyse montre
que les composeés 4(a—g) etudiés se situent tous dans les plages idéales représentées par la zone rose du
radar, ce qui indique une biodisponibilité orale satisfaisante. La zone colorée du graphigue correspond a
I’espace physicochimique associé a une bonne biodisponibilité orale. Celui-ci est défini par une lipophilicité
comprise entre -0,7 < XLOGP3 < 5,0, une masse moléculaire comprise entre 150 grmol™ < MW < 500
g-mol!, une polarité comprise entre 20 et 130 A2, une solubilité comprise entre -6 < LogS < 0, un degré de
saturation compris entre 0,25 < Fraction Csp* < 1, ainsi qu’une flexibilit¢ entre 0 < nombre de liaisons

rotatives < 9 [4].

81



Partie 02 : Résultats et discussion

LIPO uPo
CH,;
He \f\(o FLEX SIZE o FLEX size
HyC N A M
o
s} :< i
m o cl INSATU POLAR
Q cl INSATU POLAR
INSOLU
INSOLU

(4a) (4b)

LIPO LIPO

FLEX
@1{ FLEX SIZE H,C\@o s
Q

POLAR
INSATU POLAR

INSOLU
INSOLU

(4c) (4d)

LPO uPO

o FLEX SizE
o FLEX SIZE
o
[+]
o/
HyE M
0% N
o cl o :/\ INSATU POLAR
cl

INSATU POLAR o

INSOLU
INSOLU

(4e) (41)

LIPO

FLEX SIZE

N
o :<
4] cl INSATU POLAR

INSOLU

82




Partie 02 : Résultats et discussion

(49)

Figure 1. 7. Radar de biodisponibilité SwissADME des molécules synthétisée 4(a-g).

D’autres propriétés ont également été évaluées a 1’aide du serveur SwissADME, en particulier la lipophilie,

la solubilité aqueuse, la similarité aux médicaments et plusieurs parametres de chimie médicinale.

Les estimations de la lipophilie des composés apportent des indications précieuses sur leur comportement en
milieu biologique et soulignent leur potentiel dans le développement de nouveaux agents thérapeutiques.
Elles traduisent la capacité des composés a se répartir dans des milieux lipidiques, tels que les graisses, les
huiles, les lipides et les solvants non polaires. La lipophilie d’un médicament joue un rdle essentiel dans son

passage a travers les membranes biologiques et dans ses interactions avec les protéines cibles.

Elle a été évaluée pour chaque composé 4(a-g) a I'aide de méthodes de calcul variées (iLOGP, XLOGP3,
WLOGP, MLOGP, SILICOS-IT et Log Po/w consensuel), comme indiqué dans le Tableau 1V .4.

Les composés 4c, 4d et 4e, caractérisés par une lipophilie plus élevée, présentent des substituants
hydrophobes ou un volume moléculaire plus important, favorisant ainsi leur perméabilité membranaire et
leurs interactions avec les protéines. En revanche, les composés 4f et 4g, de lipophilie plus faible,
contiennent une proportion plus élevée de groupes polaires ou un volume moléculaire réduit, ce qui peut
limiter leur affinité pour les milieux lipidiques. Cependant, si une lipophilie modérée améliore généralement
la perméabilité, un excés de lipophilie peut conduire a une faible solubilité aqueuse ou a une instabilité
métabolique.

Tableau I'V. 4. Prédiction de la lipophilie des composés (4a-4g).

Composés 4da  4b  4c  4d  4de 4f 4
Log P./w (méthode iLOGP) 256 254 291 234 277 219 263
Log P,/w (méthode XLOGP3)  3.13 339 362 375 375 322 332
Log P,/w (méthode WLOGP) 293 294 352 324 324 337 313
Log P,/w (méthode MLOGP) 2.78 334 357 359 359 231 292
Log P,/w (méthode SILICOS-IT) 2.64 3.00 3.73 349 349 122 3.36
Log P,/w consensuel 281 3.04 347 328 337 246 3.07

La solubilité dans I’eau des composés synthétisés a été prédite a 1’aide des indices Log S (ESOL), Log S
(Ali) et Log S (SILICOS-IT). Comme le montre le Tableau I1V.5, le compose 4a est classé comme soluble

dans I’eau, tandis que les composés 4b a 4g sont considérés comme modérément solubles.
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Tableau I'V. 5. Solubilité dans I'eau prédite des dérivés de la N-Acyl-6-chloro-2-(3H)-benzoxazolone 4 (a-g).

Composé Log S Classe (ESOL) Log S Classe (Ali) Log S (Méthode Classe (SILICOS-
(ESOL) (Ali) SILICOS-IT) IT)
4a -3.64 Soluble -3.90 Soluble -3.78 Soluble
4b -4.12 Modérément -4.17 Modérément -5.08 Modérément
soluble soluble soluble
4c -4.26 Modérément -4.40 Modérément -5.88 Modérément
soluble soluble soluble
4d -4.41 Modérément -4.54 Modérément -5.46 Modérément
soluble soluble soluble
4e -4.41 Modérément -4.54 Modérément -5.46 Modeérément
soluble soluble soluble
4f -4.15 Modérément -4.95 Modérément -4.92 Modérément
soluble soluble soluble
49 -4.07 Modérément -4.09 Modérément -5.48 Modérément
soluble soluble soluble

Le Tableau V.6 analyse les caractéristiques chimiques des composés 4(a-g) afin d’évaluer leur potentiel en
tant que candidats thérapeutiques. Aucun composé ne présente de signaux d’alerte PAINS, indiquant
I’absence de motifs structurels indésirables. Cependant, le composé 4f déclenche une alerte Brenk due a son

groupe nitro, suggérant une possible instabilité ou toxicité structurelle.

Les composés 4a, 4b et 4g satisfont ’ensemble des critéres, ce qui suggere des propriétés favorables au
développement thérapeutique. A 1’inverse, les composés 4c, 4d et 4e présentent des violations,
principalement liées a des valeurs de XLOGP3 supérieures a 3,5, traduisant une lipophilie trop élevée. Par
ailleurs, les scores d’accessibilité synthétique permettent d’évaluer la facilité de synthese, les faibles valeurs
indiquant une meilleure faisabilité. L’ensemble de ces résultats apporte des informations utiles pour guider

le développement de candidats médicaments.

Tableau I'V. 6. Prédiction de la chimie médicinale des dérivés de N-Acyl-6-chloro-2-(3H)-benzoxazolone.

4a 4b 4c 4d 4e 4f 49
Propriété
PAINS 0 0 0 alerte 0 alerte 0 alerte 0 alerte 0
alerte  alerte alerte
Brenk 0 0 0 alerte 0 alerte 0 alerte 1alerte : 0
alerte  alerte groupe nitro  alerte
Similarité aux Oui Oui Non ; 1 violation : Non ; 1 violation : Non ; 1 violation : Oui Oui
"Leads" XLOGP3> 3,5 XLOGP3 > 3,5 XLOGP3 > 3,5
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Accessibilité 283 265 2,79 2,74 2,73 2,74 2,75
synthétique

1V. 2. 6. Prédiction ADMET

L'analyse ADMET (Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion et Toxicité) est essentiel pour évaluer
les propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques des medicaments. Selon les prédictions du
serveur pre-ADMET Tableau V.7, les composés synthétisés 4(a-g) affichent une faible perméabilité
cutanée (Kp: -5,39 a -5,96 cm/s), mais une excellente absorption gastro-intestinale, favorable a
I'administration orale. La majorité d'entre eux peut franchir la barriere hémato-encéphalique, sauf le
composé 4f. Concernant le métabolisme, impliquant divers cytochromes (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9,
CYP2D6, CYP3A4), ces composés inhibent CYP1A2, CYP2C9 et CYP2C19, sans affecter CYP2D6 ni
CYP3A4. En outre, aucun n'agit comme substrat de la P-glycoprotéine (P-gp).

Tableau I'\V. 7. Propriétés ADMET prédites des dérivés N-acyl-6-chloro-2(3H)-benzoxazolone.

Composé  Valeur de  Absorption Perméabilité Substrat Inhibiteur Inhibiteur Inhibiteur Inhibiteur Inhibiteur
perméation Gl BBB P-gp CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4
cutanée
(log Kp,
cm/s)
4a -5,63 Elevée Oui Non Oui Oui Oui Non Non
4b -5,56 Elevée Oui Non Oui Oui Oui Non Non
4c -5,57 Elevée Oui Non Oui Oui Oui Non Non
4d -5,39 Elevée Oui Non Oui Oui Oui Non Non
4e -5,39 Elevée Oui Non Oui Oui Oui Non Non
Af -5,96 Elevée Non Non Oui Oui Oui Non Non
49 -5,70 Elevée Oui Non Oui Oui Oui Non Non

1V. 2. 7. Prédiction de la toxicité

Cette partie met en lumiére les divers niveaux de toxicité observes, notamment I’hépatotoxicité et les effets
nocifs propres a chaque composé 4 (a-g) Tableau IV. 8 et Figure 1V.8, afin d’évaluer les risques qu’ils
pourraient poser pour la santé humaine. En s’appuyant aux classifications toxiques et aux doses létales
rapportées par Priyanka Banerjee et collaborateurs [5, 6], il apparait que les composés étudiés appartiennent

aux classes IV et V, cette derniére indiquant un risque accru en cas d’ingestion.
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Composes Toxicité Cancérogénicité Immunotoxicité Mutagénicité Cytotoxicité
hépatique
4da + + + + +
4b - + + + +
4c + + + + +
4d - + + + +
4e - + + + +
4f - - + - +
49 - + + + +

(-): active ; (+): inactive

Tableau I'V. 8. Prédiction de la toxicité des composés synthétisés.

Les résultats révelent des profils de toxicité variés parmi les composés étudiés. Les composés 4a et 4e
appartiennent a la classe IV (DLso = 2000 mg/kg), les classant comme nocifs par ingestion, tandis que 4b,
4c, 4d, 4f et 4g, avec une DLso de 2300 mg/kg, relevent de la classe V et sont considérés comme peu
toxiques. Concernant 1’hépatotoxicité, seuls 4a et 4¢ sont inactifs, tandis que les autres composés (4b, 4d, 4e,
4f, 4g) présentent un risque de lésions hépatiques. Le composé 4f se distingue par son potentiel cancérogene
et mutagéne, pouvant induire des cancers et des mutations genétiques. Toutefois, tous les composés sont

inactifs sur le plan cytotoxique et immunotoxique, indiquant un faible risque pour les cellules et le systeme

immunitaire.
Predicted LD50: 2000mg/kg | Predicted LD50: 2300mg/kg | Predicted LD50: 2300mg/kg |
Predicted Toxicity Class: 4 | Predicted Toxicity Class: 5 | Predicted Toxicity Class: 5 |
Average similarity: 82.49% | Average similarity: 70.55% | Average similarity: 69.43% |
Prediction accuracy: 70.97% | Prediction accuracy: 69.26% | Prediction accuracy: 68.07% |
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Figure I'V. 8. LD50 et prédiction de la classe de toxicité des composés synthétisés.
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V.1. Evaluation de I’activité antioxydante

En 1956, Harman a avancé une hypothese établissant un lien entre les radicaux libres et la dégradation des
entités biologiques de la cellule, incluant les acides nucléiques, les protéines et les lipides. Depuis lors,

I’intérét pour 1’étude de 1’activité antioxydante s’est considérablement accru.

Les radicaux libres, également appelés especes réactives de 1’oxygéne, comprennent notamment 1’anion
superoxyde (O:"), le radical hydroxyle ("OH), le radical peroxy (ROO") et le radical alcoxy (RO"). Ces
espéces sont bénéfiques pour les organismes vivants a faible concentration [1]. Cependant, une production
excessive ou incontr6lée de ces especes, associée a une faiblesse des systemes de défense antioxydants,
entraine des troubles métaboliques et des atteintes oxydatives des macromolécules biologiques, telles que les

lipides, les acides nucléiques et les protéines.

Ce déséquilibre contribue a augmenter le risque de nombreuses maladies, notamment les maladies
cardiovasculaires, certains types de cancer et les inflammations chroniques [2-4], ce qui souligne la nécessité

de compléter I’alimentation par des antioxydants exogenes afin de soutenir la protection cellulaire.

Au cours des derniéres années, l’intérét pour les antioxydants d’origine alimentaire, végétale et
pharmaceutique s’est fortement accru, et leur pouvoir antioxydant a été étudié a 1’aide de nombreuses

méthodes analytiques.

Les antioxydants sont des molécules qui, a de faibles concentrations, limitent les processus d’oxydation en
piégeant les espéces réactives de 1’oxygéne par transfert d’électrons [5]. Ce mécanisme contribue a

maintenir un équilibre entre la production, la neutralisation et 1’élimination de ces espéces réactives [6].
Les antioxydants se divisent en deux catégories principales :

Les antioxydants endogénes, produits par 1’organisme, tels que le superoxyde dismutase (SOD), la
glutathion peroxydase (GPx), le glutathion et 1’acide urique, qui contribuent a éliminer les toxines et a

protéger les cellules contre les dommages oxydatifs [7-9].

Les antioxydants exogénes, provenant des aliments et des plantes, comprennent notamment les vitamines

(A, C et E), les caroténoides, les polyphénols et les flavonoides [10-12].

Les composés synthetiques, tels que les dérivés phénoliques (I’hydroxyanisole butylé, BHA ;
I’hydroxytoluéne butylé, BHT ; I’hydroquinone de tert-butyle, TBHQ), sont utilisés dans les industries

alimentaires et cosmétiques pour protéger les graisses contre 1’oxydation [13].
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En raison de la mobilité de I’hydrogene phénolique, 1’efficacité de ces composés est attribuée a leur capacité

a pieger les radicaux libres, contribuant ainsi a protéger les cellules contre les dommages oxydatifs [14].

Dans cette partie, nous présentons 1’évaluation de I’activité antioxydante des composés synthétisés 4(a-g) a
’aide du test DPPH, qui repose sur la capacité de ces molécules a piéger le radical libre DPPHe par un

mécanisme de transfert d’électron ou de don de proton.

V.1.1. Evaluation de activité antioxydante des molécules synthétisées 4(a-Q)

Ce travail a été mené au sein du laboratoire de recherche d’Ecologie Fonctionnelle et Evolutive de
I’Université Chadli Bendjedid d’El Tarf, ou I’activité antioxydante des molécules 4(a-g) (Figure V.1) a été
déterminée par la méthode DPPH.

S
/@(_)F o o ° /@[O/E o

4d de 4f

o
N
=0
o
dg

Figure V. 1. Structures chimiques des molécules testées.

» Principe:

Le test DPPH constitue une méthode simple, rapide et largement employée pour évaluer ’activité
antioxydante de différents composes [15,16]. Le DPPH" est un radical libre stable, doté d’une intense

coloration violette, caractérisée par une forte absorption maximale autour de 517 nm.
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En présence d’un composé antioxydant capable de céder un ¢€lectron ou un atome d’hydrogene, le radical
DPPH" est reduit en 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine (DPPH-H), ce qui se traduit par une décoloration
progressive de la solution, passant du violet au jaune pale. L’ampleur de cette décoloration est

proportionnelle a la capacité du composeé testé a piéger les radicaux libres.
DPPH+AH — DPPH-H+A

Plusieurs facteurs influencent I’activité antioxydante, notamment le temps de contact, la concentration de

I’antioxydant, le pH du milieu et la nature du solvant utilisé [15].

» Protocole :

La capacité antioxydante des composés synthétisés 4(a-g) a été évaluée en mesurant leur aptitude a piéger
les radicaux libres par une méthode spectrophotométrique, avec de légéres modifications par rapport aux
protocoles précédemment décrits [17-19].

La préparation de la solution de DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) consistait a dissoudre 6 mg dans
200 mL d’éthanol, suivie d’un stockage a 1’abri de la lumicre. L’activité antioxydante de chaque échantillon
a été mesurée en enregistrant 1’absorbance a 517 nm, aprés mélange de 1’échantillon, aux concentrations de
0,02 ; 0,04 ; 0,06 et 0,08 mg/mL, avec 1 mL de solution de DPPH, suivi d’une incubation dans 1’obscurité
pendant 30 minutes.

L’acide ascorbique a été utilis€ comme contrdle positif, et le pourcentage de réduction (%RCS) des radicaux

libres pour chaque solution a été calculé a 1’aide de 1’équation appropriée.

RSC%= [(Aslanc - Atchantilion)/ Aslanc] X 100
AgLank représente 1’absorbance de la solution de DPPH seule, tandis que Agchantiion COrrespond a
I’absorbance de la solution contenant I’antioxydant testé. A partir de ces valeurs, une courbe du
pourcentage de piégeage des radicaux libres (%RCS) en fonction de la concentration du composeés est
tracée, ce qui permet de déterminer 1’IC50, c’est-a-dire la concentration d’antioxydant nécessaire pour
réduire de 50 % la quantité initiale de DPPH. L’IC50 est exprimée en pg/mL ; plus cette valeur est faible,

plus le composé présente une activité antioxydante élevée.
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V.1.2. Résultats et discussion

Le pouvoir antioxydant des nouveaux dérivés N-acyle-6-chloro-2-(3H)-benzoxazolone 4(a-g), ainsi que
celui du composeé de référence, la vitamine C, a été évalué en utilisant la méthode DPPH. Les résultats ont
été exprimés en pourcentage de piégeage du radical (%RSC). Les valeurs d’ICso de chaque compose et de

I’acide ascorbique ont été déterminées graphiquement. Les résultats sont présentés dans le Tableau V.1.

Tableau V. 1. Activité de piégeage des radicaux libres des composés synthétisés 4(a-g) et de I’acide
ascorbique.

Activité de piégeage des radicaux libres (%RSC)
Composés 100 pg/mL 200 pg/mL 500 pg/mL 800 pg/mL  Clso (ug/mL)

4a 42,37 44,23 60,96 74,59 3,01
4b 38,04 71,74 86,61 88,22 2,23
4c 25,00 33,33 58,33 66,66 3,78
4d 45,22 59,72 62,57 76,57 2,36
4e 40,00 45,00 60,00 71,66 3,12
4f 40,14 61,46 65,92 79,92 1,54
49 12,76 43,49 68,02 80,91 3,44
Acide ascorbique 47,58 60,22 84,88 88,84 1,70
100
90
80
o 70 -
X
g 60
E 50 - B 100pg.mL -1
% 40 - B 200 pg.mL -1
— 30 - 500 pgmL -1
20 - ® 800 pg.mL -1
10 -
0 -

Figure V. 2. Activité antioxydante des composés synthétisés 4(a-g) et de ’acide ascorbique.
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Selon les résultats présentés dans le Tableau V.1 et la Figure V.2, I’ensemble des composés testés a montré
un pouvoir antioxydant notable, avec des valeurs d’ICso variant de 1,54 a 3,78 pug/mL, mettant ainsi en
évidence leurs propriétés rédox. En particulier, les composés 4b et 4d ont présenté une activité antioxydante
comparable a celle de la vitamine C, tandis que le composé 4f s’est distingué par une valeur d’ICso plus
faible (1,54 pg/mL) que celle du témoin positif (1,7 pug/mL). Ces résultats confirment le fort potentiel

antioxydant des dérivés N-acyle-6-chloro-2-(3H)-benzoxazolone.

Les valeurs d’ICso des dérivés et du composé standard sont présentées sous forme d’histogramme (Figure

V.2), afin de faciliter leur comparaison.

I C50

3,78-
3,44-
312-
3,01-

2,36

2,23
1,70 S

1,54

4f Acid 4b 4d 4a 4e 49 4c

Figure V. 3 Valeurs d’ICso de I’activité antioxydante des composés testés par le test de piégeage du radical
DPPH.

Les molécules testé ont été classées par ordre decroissant de leur activité antioxydante comme suit : 4f>

acide > 4b > 4d >4e>4g>4c.
V.2. Evaluation de I’activité antibactérienne

Les antibiotiques sont utilisés depuis longtemps en médecine pour traiter les infections bactériennes ainsi
que celles causées par d’autres micro-organismes pathogénes, tout en limitant leur propagation [20,21]. Ces
traitements ont révolutionné la médecine moderne en sauvant des millions de vies et en éliminant des

infections qui étaient autrefois mortelles [22,23].

Toutefois, leur surutilisation, voire leur emploi parfois inadapté, souleve de graves inquiétudes concernant la

résistance aux antibiotiques [24,25]. De plus en plus de micro-organismes acquiérent des mécanismes de
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défense qui les rendent insensibles a ces traitements, réduisant leur efficacité, aggravant les risques de

complications séveres chez les patients et augmentant les taux de mortalité [26-29].

En raison de ’augmentation préoccupante des infections et du développement de la résistance des micro-
organismes aux traitements actuels, il devient impératif de mettre au point des solutions curatives
innovantes. Les chercheurs s’emploient a créer des composés chimiques plus efficaces et a mieux

comprendre les mécanismes de résistance afin de devancer les défenses des microbes et de les vaincre [30].

Les composés dérivés de la 2-(3H)-benzoxazolone ont suscité un grand intérét chez les chercheurs en tant
qu’agents antibactériens et se sont révélés treés efficaces contre plusieurs bactéries pathogenes [31-33].
Cela nous a conduits a synthétiser de nouvelles molécules dérivées de la 2-(3H)-benzoxazolone et a évaluer

leur activité antimicrobienne contre cing souches bactériennes.
V. 2.1. Matériel biologique

L'activité antimicrobienne de tous les composés synthétisés 4(a-g) a été évaluée in vitro vis-a-vis de cing
souches pathogenes. Les souches microbiennes employées dans la présente étude sont couramment
impliquées dans les pathologies humaines. Elles comprennent a la fois des bactéries Gram-positives et

Gram-négatives (Tableau V.2).

Tableau V. 2. Microorganismes testés.

Microorganismes Gram
Salmonella typhimurium (ATCC 27853) Gram négatif
Escherichia coli (ATCC 25922) Gram négatif
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) Gram positif
deux souches de Bacillus cereus Gram positif

(ATCC6633 et ATCC11178)

La sensibilité des souches aux composés synthétisés 4(a-g) a été évaluée a 1’aide d’un antibiogramme

standard, en utilisant la gentamicine comme référence.

» Antibiogramme.

Cette méthode consiste a déposer délicatement des disques d'antibiotique sur un milieu gélosé
Mueller-Hinton, dans des boites de Pétri prealablement ensemencées avec la souche bactérienne testée. Ces

disques sont imprégnes d'une dose spécifique d'antibiotique, ce qui permet sa diffusion dans le milieu et
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reproduit les concentrations obtenues avec des doses standard. Apres une période d'incubation, les boites

sont examinées attentivement afin d’évaluer les résultats [34].

Aprés incubation, les diamétres des halos d’inhibition autour de chaque disque ont ét¢ mesurés avec
précision (en mm). Ces résultats ont permis d’apprécier la sensibilité ou la résistance des souches testées

vis-a-Vvis des composés, en comparaison avec les étalons de référence
V.2.2. Evaluation de Pactivité antibactérienne des composés 4(a-g)

L’activité antibactérienne des composés 4(a-g) a été évaluée contre cing souches bactériennes a 1’aide de la
méthode de diffusion sur disque d’agar. Les souches testées comprenaient deux bactéries Gram-négatives
(Salmonella typhimurium ATCC 27853 et Escherichia coli ATCC 25922) et trois bactéries Gram-positives
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 et deux souches de Bacillus cereus, ATCC 6633 et ATCC 11178).
L’agar Mueller-Hinton a éte utilisé comme milieu de culture. La gentamicine a servi de témoin positif,

tandis que le DMSO a été utilisé comme témoin négatif.

Les souches bactériennes ont été testées a des concentrations de 500 et 1000 pg/mL. Les suspensions
bactériennes ont été ajustées a une densité équivalente a 0,5 sur 1’échelle de McFarland dans une solution
saline stérile. Des disques de papier filtre de 6 mm de diametre, saturés avec chaque composé dissous dans 1
mL de DMSO a des concentrations de 500 et 1000 pg/mL, ont été déposés sur les plaques. Celles-ci ont été
incubées a 37 °C pendant 24 heures, apres quoi le diamétre des zones d’inhibition autour de chaque disque a

été mesuré.

Aprés incubation, l'activité antibactérienne a été évaluée en mesurant le diamétre des zones d'inhibition,
correspondant au halo translucide formé autour des puits. Selon Bouyahya et al. (2017) [35], cette activité

peut étre classée en trois niveaux:

Faible activité : zone d'inhibition < 12 mm

Activité moyenne : zone d'inhibition comprise entre 12 et 20 mm
Forte activité : zone d'inhibition > 20 mm

V.2.3. Résultats et discussion

Les résultats de la sensibilité des souches bactériennes testées vis-a-vis des dérivés N-acyl-6-chloro-2-(3H)-

benzoxazolone synthétisés 4(a-g) sont présentés dans le Tableau V.3.
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L’¢évaluation de I’activité antibactérienne repose sur la mesure du diamétre des zones d’inhibition, un

parametre reflétant 1’efficacité des composés a inhiber la croissance bactérienne.

Les reésultats présentes dans la Figure V.4 montrent différents niveaux d'efficacité antibactérienne. Parmi les

composés synthétisés 4(a-g), les dérivés 4f et 4g se distinguent par leur forte activité, inhibant efficacement

les souches Gram-positives et Gram-négatives. Les composés 4b, 4c et 4d présentent une efficacité

significative, tandis que 4a et 4e affichent I'activité inhibitrice la plus faible.

Tableau V. 3. Activité antibactérienne des composés synthétisés 4(a-g)

Composés Concentration

4a

4b

4c

4d

4e

4f

49

(ng/ml)
1000
500
1000
500
1000
500
1000
500
1000
500
1000
500
1000
500

Gentamicine 1000
DMSO —

Zone d’inhibition(mm)

Gram négatif

E. coli

14

15

11

10

19
13
20

Salmonella

typhimurium

9
11
7
18
9
12
7
7
20
13
23
7
30

Gram positif
Staphylococcus

aureus

12

11

20

Bacillus
cereus43
12

Bacillus
cereus 193
10

9

21
13
10
19
10
25
15
20
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Figure V. 4. Activité antibactérienne des composés synthétisés 4(a-g) contre E. coli (a), Salmonella
typhimurium (b), Staphylococcus aureus (c), Bacillus cereus 43 (d) et Bacillus cereus 193 (e)
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Conclusion générale

Ce travail s’inscrit dans une démarche de recherche axée sur la conception et la synthése de nouveaux
composés bioactifs dérivés du noyau 2-(3H)-benzoxazolone, en s’appuyant sur des méthodes de synthése

innovantes inspirées des principes de la chimie verte.

L’objectif principal de cette thése a été atteint : une série de dérivés de la 2-(3H)-benzoxazolone, substitués
en position 3, a été synthétisée selon une approche respectueuse de I’environnement, puis soumise a des

¢valuations biologiques et a des études théoriques afin d’explorer leur potentiel pharmacologique.

Premiérement, nous avons préparé une série de sept dérivés de N-acyl-6-chloro-2-(3H)-benzoxazolone en
utilisant ’oxyde de zinc comme catalyseur vert, a température ambiante et en ’absence de solvants
organiques. Les structures de ces nouveaux composes ont été confirmées par différentes techniques

spectroscopiques, notamment la FT-IR, la RMN du proton et du carbone, ainsi que MS.

Ensuite, leur activité biologique a été évaluée in vitro a travers des tests d’activité antibactérienne et

antioxydante.

Les résultats obtenus montrent que la majorité des composés présentent des propriétés inhibitrices
intéressantes contre les souches bactériennes testées. Ces derniers ont également révélé une bonne activité
antioxydante, notamment le 6-chloro-3-p-nitrobenzoyl-2-(3H)-benzoxazolone (4f), qui a montré 1’activité la
plus élevée avec une valeur de Clso = 1,54 pg/mL, supérieure a celle de 1’acide ascorbique (Clso = 1,7

pug/mL).

D’autre part, une étude théorique, s’appuyant sur le docking moléculaire et la théorie de la fonctionnelle de
la densité (DFT), a été réalisée. La DFT a permis d’analyser les propriétés électroniques ainsi que la
réactivité chimique des nouveaux dérivés de benzoxazolone obtenus.Parallélement, des simulations de
docking moléculaire ont été effectuées afin de prédire leur potentiel d’activité biologique et d’explorer leurs
interactions avec la cible biologique. En complément, les propriétés pharmacocinétiques, les criteres de
similarité médicamenteuse ainsi que les parameétres physicochimiques de ces composés ont été évalués a
I’aide des outils SwissADME et PreADME. Les résultats confirment le potentiel des N-acyl-6-chloro-2-

(3H)-benzoxazolone en tant qu’agents thérapeutiques prometteurs et ouvrent la voie a de futures recherche
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Perspectives
Dans la continuite de ce travail, plusieurs pistes de recherche peuvent étre envisagées :

e Explorer d'autres activités biologiques potentielles des composés synthétisés, telles que les propriétés
anti-inflammatoires, antifongiques, anticancéreuses et antivirales, afin d’élargir leur champ
d’applications thérapeutiques.

e FEtudier la complexation de ces dérivés avec différents métaux, puis comparer leurs activités
biologiques avant et aprés complexation, afin d’évaluer I’impact de celle-ci sur leur efficacité et leur
sélectivite.

e FEtudier la solubilité des composés 4(b-g), modérément solubles, et réaliser leur complexation avec

des cyclodextrines afin d’améliorer leur solubilité aqueuse et, potenticllement, leur biodisponibilité.
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Annexe

Partie 01 - Spectres de la série N-Acyl-6-chloro-2-(3H)-benzoxazolone 4(a-g)
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