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Résumé

En raison de la capacité du virus de la grippe a développer une résistance aux médicaments, la
mise au point de nouveaux antiviraux est un objectif important de la science médicale et des
systémes de soins de santé. Le but de cette thése est d’étudier 1’activité antivirale in vitro et in
silico de la molécule du Camphre 1,7,7-triméthylbicyclo,heptan-2-one. Nous avons évalué
'activité antivirale in vitro avec trois différentes concentrations, le calcul de la DCITso a donner
les valeurs suivantes 10*%3 10* pour les concentrations choisies, un faible pourcentage d'effet
cytopathogene de 5% a révéleé 1'absence de 1'effet antiviral du Camphre sur les cellules MDCK
inoculées avec le virus de la grippe (G243/12AHIN1pdm09). Dans le but de réaliser une étude
in-silico, on a utilisé des méthodes de modélisation moléculaire dans notre travail Hartree-Fock
et la théorie de la densité Fonctionnelle afin de déterminer les parametres structuraux,
¢lectroniques et énergétiques associés aux molécules étudiées. La nature de type du substituant
influe sur les parametres électroniques et énergétiques de la molécule du Camphre. En effet,
cette étude nous permet de prédire la réactivité chimique des dérivés du Camphre, nous
concluons aussi que la méthode DFT (B3LYP) avec la base 6-311G+(d,p) est la meilleure
méthode pour approfondir notre recherche.

Nous avons également effectué une analyse des relations structure-activité(RSA) appliquée a
vingt-cinq molécules de diimines symétriques a base de camphre, un mod¢le de régression
linéaire multiple a été utilisé pour corréler les relations entre 1'activité biologique des dérivés de
diimines symétriques a base de camphre, la prédiction du mod¢le est estimée par validation
croisée avec la méthode d'exclusion.

Les résultats que nous avons obtenus suggerent un modele relation quantitative structure-activité
(RQSA) basé¢ sur différents les descripteurs parmi eux le volume moléculaire (VM), 1’énergie
d’hydratation (EH) la polarisabilité (POL), réfractivité molaire (RM), énergie totale (Et) pour
l'inhibition de la reproduction du virus de la grippe afin de confirmer le pouvoir prédictif des
mode¢les. La forte corrélation entre les données expérimentales et les données prévues a été
observée, ce qui indique la bonne qualité du modele RQSA.

Mots-clés : Virus de la grippe, Antivirale, Camphre, Dérivés de diimines, DFT, RSA, RQSA.



Summary

Due to the influenza virus ability to improve resistance to drugs, the development of new
antivirals is an important goal of medical science and health care systems. The aim of this thesis
is to study the antiviral activity in vitro and in silico of the molecule of Camphor 1,7,7-
trimethylbicyclo, heptan-2-one. We evaluated the antiviral activity in vitro with three different
concentrations, the calculation of the DCITso to give the following values 10*%3, 10* for the
selected concentrations, a low percentage of cytopathogenic effect of 5% revealed the absence of
the antiviral effect of Camphor on MDCK cells inoculated with influenza virus (G243 /
12AH1N1pdm09). In order to carry out an in-silico study, we used molecular modeling methods
used in our work are: Hartree-Fock and Functional density theory in order to determine the
structural, electronic and energy parameters associated with the molecules studied. The nature of
the type of substituent influences the electronic and energetic parameters of the Camphor
molecule. Indeed, this study allows us to predict the chemical reactivity of camphor derivatives,
we have also concluded that the DFT method (B3LYP) with the base 6-311G + (d, p) is the best
method to deepen our research.We also performed a structure-activity relationship (SAR)
analysis applied to twenty-five symmetrical camphor-based diimine molecules, a multiple linear
regression model was used to correlate the relationships between the biological activity of
diimine derivatives symmetrical based on camphor, the model prediction is estimated by cross-

validation with the exclusion method.

The results we obtained suggest a quantitative structure-activity relationship (QSAR) model
based on different descriptors among them molecular volume (MV), energy of hydration (EH)
polarizability (POL), molar refractivity (MR ), total energy (Et) for inhibition of influenza virus
reproduction in order to confirm the predictive power of the models. The strong correlation
between the experimental data and the predicted data was observed, indicating the good quality

of the QSAR model.

Keywords: antiviral, Camphor, diimine derivatives, in vitro, influenza virus, in silico, SAR,

QSAR.

Vi



Leilal)

Laga oo 2oy 50a ) il g il lalima gl (8 ¢ 4 500U 4 g8 da slia g shat e ) 33 5Ia3Y) (g 388 )8 Cannn
Ao gaVl A glia yyola o |33 gty gyl 3,080 1 300 danall dile Sl g ddall o slall dakail

G177 Sl Ay jad ¢ Slull g sl 8 il g pudll aliaal) Ll Al 8 Jiad da kYY) Aila Caaa o
Lobil) iy Ll g clalal) A ) JSon e g i olal 685 A ieige (5 — 2 (i sl AU e
10483¢10% Al ) %) 504y paeall G jal) Cililua ClSS Al <l 3 i sl 8 Gl g yuall slad)

il gpall sladll 3l Cle e 945 Ay LA Cual) 58l (e dadsiie dus CilES 3 8 <l 38 5l
(HIN1pdm09 G243 / A12 ) 15531 (a5 i Anilall CSI ol ¢pae 4K DA

Lein O Adlide Cliaal s e 3Ly (QSAR) Bl 5 i) G 4aSl 48Mall 3508 ) Lgule Ulaas il il s
A Lyl (Bt) 48l (Jaa) ¢« (L(RM) (sall JlSi¥)5 ¢ (EH) b il 4l Dlaliul g ¢ (MV) aal) sl
U5 A 2l UL cp B sl Ao sgmy B sl dlaill Ayl 5 ) ASB dal e ) 33D s

. QSAR zigaisasa e Ju lae 428 giall

P cilalgl)

\J.!)ls.i\]\ e 8 ¢ QSAR «SAR ¢l u_\\..\:\ latiia ¢y 8l “L\L.nj);\ﬂ\ Alas

Vii



Table des matiéeres

=10 gL ol [T 0 =T o | P PP UUPUPPRSPPPPPION i
2 iv
2T U ' = PP PPPPPPPRt v
YU 4T 0= |V vi
ULl ettt b e bt b e eabeeae e ae e ae et e etaeetaeareenreeaeenras vii
TabIE dES MATIEIES ..eeiieiieiiiiite et e e e e e e sttt e e e e e s e s sabbbbeeeeeeeeessaannes viii
[ =N o [T £ 1=V <L O OO UUPPPUUUUR Xiii
R e (SR =] o] [T T D O PP P SO OPPPPPPPPPTN XV
Liste des abréVIatioNs ....ceviiii it e e e e e e e eeeeeeeeas XVi
INTRODUCTION. .. .uuuueerrriiiiiiiisssnnneeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 1
PARTIE | : PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE.............oootiiiiiiiiiiiiiiieee e eeeiirteee e e e e e et e e e e e e e s s iiees 2
CHAPITRE I.GENERALITES SUR LE CAMPHRE
............................................................................................................................................... 3
R 1 0T L= = T} - | o [ [ 5
1.1.1. (O 1 | i ToF | 4 Te] o H PP UPPSORPPP 5
1.1.2. Généralités sur la famille des Laurac@es.......ooccuvvvvveeieeiiiiniiiiiiiiieeee e 7
1.1.3. Généralités sur le genre CiNNamMoMUM .........cooeeiiiiiiiiiiiieeeeeeee, 7
1.1.4. @l aYaF-TaaTeToaT0 g Tor: 0 oY o] a o] - RS 7
I.1.5. Description botaniQUE .......ccceiiiiiieee e 8
I.1.6. Répartition géographique et habitat..........ccccevvviiiiiiiiiiiiiiieeeaes 9

[.2.  Etude chimigque du Camphre ... 10
1.2.1. @1 0 1=T 0 010} A7 o113 U 10
1.2.2. Propriétés physiques et sources de camphre ........ccccvvvieeeniiieeeciccciee e 11
1.2.3. Biosynthese et synthése chimique du camphre .........ovieeeiiiiiiiiiiiieee e, 13
1.2.4. Le camphre comme matiere premiére chirale et auxiliaire .........ccccceeeeeeees 13

I.3.  Les propriétés biologiques du Camphre.......cccoeiiiiiiiiiiiiiiee e 14
1.3.1. Activités antibactériennes et antifongiques .......cccooevvviiriiiiiceen e, 15
1.3.2. ACtiVItE antivirale ..o, 15



1.3.3. A CTIVITE AN USSIVO . e ettt et e et e e e et et s ee s e renas 16

1.3.4. ACtivité anti-NOCICEPLIVE ..ovviiiiiiiiii e, 16
1.3.5. Activité antimutagene et anticanCereuse......cccocceeeeeiiieeeeeiiiiceee e, 17
1.3.6. ACTIVITE INSECTICIAR .eeeieiieieeeeee e 17
1.3.7. Effets cardiovasCulaires........c.uveeeiiiiiiiiieee e 18
1.3.8. Le camphre en tant qu'améliorant potentiel de pénétration cutanée. .......... 18
1.3.9. Toxicité du camphre ..o, 18

L4, CONCIUSION ...ttt e e e e e e e e s s e e e e e anneeeeas 19
CHAPITRE II.GENERALITES SUR LES VIRUS INFLUENZA
............................................................................................................................................. 20
II.L1. Les pandémies d'influenza dans I'NistOire .........ccoovveeeriiieieeiieeeeeccceee e 21
11.2.  Surveillance de [a grippe €N AIGEIIE ........ouvvveeeieiiiiieeieee e 22

11.3.  Généralités sur les virus influenza, symptomes cliniques et modes de transmissions.

............................................................................................................................................... 23

1.4, Taxonomie du Virus de 12 BriPPe ..cceeeeiiieieeiiieieee e e e e 24
11.4.1. Les INFIUENZAVIFUS A ..o 24
1.4.2. Structure des Virus iNfIUENZA ...cooeveeiiiieee e, 26
11.5.  Cycle de réplication des virus inflUBNZA ........ceevviiiiiieiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 29
11.5.1. Attachement du virus a la cellule hote et entrée du virus ........cccoecuveeeeennee. 29
11.5.2. Libération et entrée dans le noyau des RNPV ..........covvvivieeeeiiiiireiiiiiiieeeeeennns 29
11.5.3. Transcription et réplication du génome viral...........ccccc, 30
11.5.4. Traduction des protéines virales ..., 30
11.5.5. Export des RNPv du noyau vers le cytoplasme ......cccevvveeieeeniiieecciiiiiieee e 31
11.5.6. Assemblage et bourgeonnement du Virus........cccceeeviiiiiviiiiicien e, 31
[1.6.  Modes de transmisSioN dU VIFUS ......ccooviiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieceee e 32
11.6.1. Par VOIE @BIIBNNE ...ttt e e e e e e 32
11.6.2. La tranSmMiSSiON @Bri@NNE ......ccoiiuiiieeiiiiiee ettt e e e e e eieeee e 33
II.7. Modeles animaux pour I’étude du virus de lI'influenza.......................l, 33
11.8. Médicaments et traitements pharmacologiques anti-influenza...........cccccvvvnnennnn... 34
11.8.1. Les bloqueurs de CanauX iONIQUES.......cceveiiiiiiiiee e eeeeceeiceee e e e ee e e e e eeeens 34
11.8.2. Les inhibiteurs de neuraminidase..........ccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiee 35
11.8.3. Autres traitements en voie de développement .........coovvviiiicieniiiieeeeicceenn. 35
11 TR B T - =4 o [ 1) o o PSPt 35
11.9.1. [SOIEMENT AU VIFUS ... 36
11.9.2. Test d’'hémagglutination : teSt HA ..., 37



11.9.3. TEST A INTECTIVITE «.eneeeieee ettt et et e et et e e e ee e e s e senas 37

11.9.4. Traitements et résistanCes ..., 37
CHAPITRE IlIl.LASPECTS THEORIQUES  DE LA  MODELISATION MOLECULAIRE.
............................................................................................................................................. 39

l11.L1. Meéthodes de la modélisation moléculaire...........cccceeiiiiiii, 40

M.1.1. La mécanique quantique (MQ)........uuuurerreeeeeeieeerereieeeeereeeeereeeeeeeeeeeeereeee——.. 41

[11.2.  Caractérisations spectrales........ccccceiiiiiii e, 47

1.2.1. ANAIYSE IR ettt e et e e e e e e e e e e e e e rer s 47

1.2.2. Modes de vibrations moléculaires .........cccuveeiiiieiiiiniiiiiiee e 48

11.2.3. ANAIYSE RIMIN Loeeiiiiiic et e e e e e e e e e e e e e e e eeeesraane e es 48

l11.3. Corrélations qualitatives (SAR) et quantitatives (QSAR) structure activité............... 50

1.3.1. INEFOAUCTION ...t e e e e e e e 50

111.3.2. DEVveloppemMENt QSAR.......ccoivieeiiceee et e et e e e e e e a e e eeeaees 51

111.3.3. Outils et techniques de QSAR......ccoiiiiiieiiiceee et e e e eeaaaaaes 54

111.3.4. Méthodes de validation statistique du modele QSAR......cccoeevvvvvvviiieeeeeennnnns 62

[11.3.5. Validations des MOdEIES ........eiiiiiiiiiiiiiiiiee e 64

111.3.6. Applications de la methode du QSAR .......coovvviiiiiiiieeeieeeee e 65
PARTIE Il : RESULTATS ET DISSCUSSION ........ccoitiiiiiiiiiiiiiieeeeeeesiiiiieeee e e e s e ssiiaieeeeeeeseessiiees 66
CHAPITRE IV.ACTIVITE ANTIVIRALE
............................................................................................................................................. 66

IV.1. Préparation des cultures cellulaires et virales........cccouvviiiiieiiiiiiiiiiiieeeee e, 67

IV.1.1. Titrage du virus et détermination de la dose infectieuse de culture tissulaire

([ DICT50)  erieeeerereerereeserieresteie st ittt ses bt e be e st ses es et et et sa s b eneaaeebesesensesee et sessasbebeneanesenns 67

LAY R V= =T T PP PUPUP SRR 68
LY TR = o o oo [P PPPUP SRR 68
IvV.3.1. Entretien des CellUIES..... ...ttt 68
IV.3.2. Inoculation des suSPeNSIioNs VIrales ..........cuuueeeiiiieiiiiiiiiiiee e eeees 68
IV.4. MO0Ode OPEratoire ......ccooeeeieee e, 69
Iv.4.1. Préparation des plaqUES .......oceeviiiiiii i 69
1IvV.4.2. Inoculation des suspensions virales a titrer (Protocole de l'institut Pasetur )
................................................................................................................................... 69

1IvV.4.3. Lecture et interprétation ©........oouveeeii i 70
IV.5. Résultats et diSCUSSION.......cceiiiiiiiiiiiiii e, 70

IV.5.1. Incubation des cellules MDCK avec différentes concentrations de Ia
(0 To1 =110 1 L= TR 70



IV.5.2. Lecture et interprétation de I'effet cytopathique (ECP)......cccevvveuvvvvieennnnnn. 72

V.6, DISCUSSION ittt e et s e e e e et e bbb s s e e e e e e aeenaae s 77
CHAPITRE V.ETUDE DES PROPRIETES STRUCTURALES, ELECTRONIQUES ET
SPECTROSCOPIQUES DU CAIMMPHRE ...ttt ettt ee e e e e eenees 78

V.1. Méthodes de calcul ULIlISEES......cccciiiiiiiiiiiiiiiee e 79

V.2. Etude des propriétés structurales et électroniques du Camphre .......ccccceeeeeeeennnnn. 79

V.3. Etude de I'effet de MESP sur le squelette de noyau de base du Camphre............... 84

V.4. Etude des propriétés spectroscopiques par IR €t RMN ......c.cc.eovevveveeeeeeereeeeeeeenen, 85

V.4.1. SpPectroscopie INFra -ROUZE ...uueeieeeeeeeeeccce e 85
V.4.2. Modes de vibration de la molécule du camphre.......ccccceeeeeeeiiiiiiiiiiiieeeeeennns 85
V.4.3. SPECtrOSCOPIETH-RIMIN ....oiiiiiiiiiiie ettt ettt e et e e 87
V.4.4. SPectroSCOPI@ T3C-RMN.....ccuviiiieeie ittt ettt e e e enae e e 90

LV T ] o Tol [V o o DO PUPPEP PRSP 91
CHAPITRE VI.ETUDE ’QUALITATIVE (SAR) ET QUANTITATIVE (QSAR) DES RELATIONS
STRUCTURE-ACTIVITE DES DERIVES DU CAMPHRE ..........cooommiiiiiiiiiiiiiiiee e 92

VI.1. Etude de la relation structure-propriétés d’une série bioactive de dérivés du 1,7,7

trimethylbicyclo [ 2,2,1] NEPTAN-2-0NE . ..uvvuuiiiiiiiiiieiiiicee et eeeeeeeaaaaas 93
VI.1.1. Sélection d’une série bioactive des dérivés du camphre .......cccceeeeveevvrvennnnee. 93
VI.1.2. INterprétations des rESUITATS......vveeeeiiiiiieieiiicee e e eeees 95
VI.1.3. Application de la régle de cing ou régle de Lipinski ..........cveeeeeeeiiiiienvnnnnnnn... 98

VI.2. Etude des relations quantitatives structure/activité (QSAR) de dérivés du camphre.

............................................................................................................................................. 100

VI.2.1. Sélection des descripteurs et méthodes de calcul .....................l 100
VI.2.2. Le MOAEIE QSAR .....oeveiieieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeseseaeassaesaessaseessssssssasssaasssrrnnans 101
VI.2.3. Interprétation du MOAEIE ........evvviiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeaaaaaaaae, 102
VI.2.4. Validation de modele........ccoooiiiii 103

AV TS TR 6 T 1ol (V1] o o TP 105
CONCLUSION GENERALE ...t e et e e et e et e et e et e e e e e eeas 107
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES .......cveuiiieteiiiieteiiteietesessesetesesseseiesasse st sse st s ssesesesnens 110
A N N 130
AANNEXE L ittt ettt e e et ettt e et et e e e tt e e et e et aarnaeareaaen 131
FAY o] 1= <1 APPSR 132
FAY o] 1= I T USRS 133

Xi



xii



Liste des figures

Figure I.1 : Dénomination botanique du Camphrier. ............ocecvviiiiriiiiiieiiiiiiie e 8
Figure 1.2 : Schéma représentant le camphrier (Trimen et Bentley, 1880). .........cccceeevvivinrennns 8
Figure 1.3 : Photos d’arbre fruits et feuilles du Camphrier (Ritter et Reimer, 2015)................. 9
Figure 1.4 : Grands arbre de camphre de longévité et tombeau de shinto Japon. ...................... 9
Figure 1.5 : a : Structure chimique développée du Camphre (Croteau et al., 1978) ................ 12

Figure 1.6 : La biosynthése du camphre adapté par Croteau et al. (Croteau et al., 1978)........ 13
Figure 1.7 : Synthese industrielle du camphre a partir de I'a-pinéne (Stevens et Gaeta, 1977).

Figure I1.1: Arbre phylogenetique de la famille des Orthomyxoviridae (ICTV, 9¢me rapport,

B () 1 TSP 25
Figure 11.2: Nomenclature des virus influenza A, (CIDRAP, 2011).......cccccvvriieeeeeeeiiiiinenn. 26
Figure 11.3: Représentation schématique du virus influenza A (KARLSSON et al ., 2008)....27
Figure I11.4: Représentation schématique d’une RNP. Les NP et les polymérases sont

respectivement représentées sous forme de spheres bleues ou jaunes. L’ ARNYv est représenté

par le brin coloré en vert, rouge et noir (Hutchinson et al., 2010). ........cccoeeeviiiiiiiiiieeeeeenns 28
Figure I1.5: Cycle de réplication des virus grippaux A. (Arias et al., 2009). ..........cceeevrvveenn. 30
Figure I1.7: Mécanismes d’émergence d’un nouveau sous-type de virus influenza par
réassortiment génétique (A) ou transmission directe (B) (Bouscambert, 2010). ..................... 33
Figure I1.8: Test d’hémagglutination, (Eisfeld, 2014).........cccociiiiiiiieeiiiiieeee e, 36
Figure I1.9: Images microscopiques des effets cytopathiques (CPE) induits par des virus
influenza sur des cellules MDCK. (Eisfeld, 2014).......cccciiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 38
Figure II1.1: Domaines spectraux du rayonnement ¢lectromagnétique (Dalibart, 2012). ........ 48
Figure I11.2 : Etapes du processus de découverte des médicaments. ..............ccccevvururueunnnnn. 53
Figure II1.3: Principes d’une génération de modele QSAR en 2D et 3D. .....cooovviiiiiiinincnnnnn. 58
Figure IV.1: Cellules MDCK en absence du virus grippal (G243/12).....ccceeeeviiiiieiniiiiieannns 71
Figure IV.2: Début d’un effet cytopathique du virus grippale (G243 /12) sur MDCK........... 73
Figure IV.3: Effet Cytopathique entre [50 -75] % du virus grippale G243/12 sur les cellules
IMIDICKL et ettt ettt e h e ettt et e et e et e et e et eeaeee 74
Figure IV.3: Effet Cytopathique & 100% par le virus grippale G243/12 sur les cellules
IMIDICKL et ettt ettt e h e ettt et e et e et e et e et eeaeee 74
Figure V.1 : Conformation 3D du camphre (GaussView 05). .......cccccvveeeriiiieeiniiiieeeniiieeeens 80
Figure V.2: Distribution de charge de la molécule du Camphre .............ccccoeeeiiiiiiiniiiiennn, 82

xiii


file:///C:/Users/Tarek/Downloads/THESE_WAHIBA.docx%23_Toc44840536
file:///C:/Users/Tarek/Downloads/THESE_WAHIBA.docx%23_Toc44840537
file:///C:/Users/Tarek/Downloads/THESE_WAHIBA.docx%23_Toc44840543
file:///C:/Users/Tarek/Downloads/THESE_WAHIBA.docx%23_Toc44840543
file:///C:/Users/Tarek/Downloads/THESE_WAHIBA.docx%23_Toc44840544
file:///C:/Users/Tarek/Downloads/THESE_WAHIBA.docx%23_Toc44840545
file:///C:/Users/Tarek/Downloads/THESE_WAHIBA.docx%23_Toc44840546
file:///C:/Users/Tarek/Downloads/THESE_WAHIBA.docx%23_Toc44840546
file:///C:/Users/Tarek/Downloads/THESE_WAHIBA.docx%23_Toc44840546
file:///C:/Users/Tarek/Downloads/THESE_WAHIBA.docx%23_Toc44840547
file:///C:/Users/Tarek/Downloads/THESE_WAHIBA.docx%23_Toc44840548
file:///C:/Users/Tarek/Downloads/THESE_WAHIBA.docx%23_Toc44840548
file:///C:/Users/Tarek/Downloads/THESE_WAHIBA.docx%23_Toc44840549
file:///C:/Users/Tarek/Downloads/THESE_WAHIBA.docx%23_Toc44840550
file:///C:/Users/Tarek/Downloads/THESE_WAHIBA.docx%23_Toc44840550
file:///C:/Users/Tarek/Downloads/THESE_WAHIBA.docx%23_Toc44840552

Figure V.3 : Représentation des orbitales frontiecres HOMO et LUMO du noyau de base de la
MOLECUle dU CAMPITE. .......viiiiiiiiiieeie et e e e e e e e e e seraeeeeenes 83

Figure V.4 : Carte de surface 3D MESP et carte de contour 2D MESP pour le noyau de base

de la molécule du Camphre...........coocviiiiiiiiiiie ettt e e e tae e e e raeeeeenees 84
Figure V.5 : Spectre IR expérimentale du Camphre. ..........ccoocueiiniiiiniiiiniieeieeeee e 86
Figure V.6 : Spectre IR théorique du Camphre.............cooviiiiiiiiiiiiiinieeeee e 86
Figure V.7 : Spectres RMN 'H expérimentaux (a,b) et théorique (c) du camphre . ................ 89
Figure V.8 : Spectres RMN !*C expérimentale (a) théorique (b) du camphre........................ 91
Figure VI.1 : Structures chimiques des dérivés du camphre. .........cccceevvveiiiiiiieeeeiiniiee, 94
Figure VI.2: Corrélation entre 1’activité biologique expérimentale et prédite....................... 104
Figure VI.3 : Corrélation entre ’activité biologique entre expérimentale et résiduelle. ........ 105

Xiv


file:///C:/Users/Tarek/Downloads/THESE_WAHIBA.docx%23_Toc44840562
file:///C:/Users/Tarek/Downloads/THESE_WAHIBA.docx%23_Toc44840563

Liste des tableaux

Tableau I-1 : Classification de Cronquist (Cronquist, 1981) du camphrier. ..............ccceeeenneee. 5
Tableau I-2 : Classification APG III (2009) du genre Cinammomum. .............ccceeeeervveeeeennnen. 5
Tableau I-3 : Classification du genre Cinammomum (Rohde, 2017). ........ccceevvvirieeninireennnen. 6
Tableau III-2 : Paramétres physico-chimiques et intrinSEqUES. ..........eeeeervveeeeeruieeeeeriereeeeenns 56

Tableau IV.1 : Incubation des cellules MDCK avec le camphre a différentes concentrations.71

Tableau V-1 : Résultats de calcul des longueurs des liaisons, les angles de valence du

(o0 00] 0] 11 (TP SPRR P 80
Tableau V.2 : Résultats de calculs des charges Mulliken du camphre............cccceeveeinnnnnnnen.n. 82
Tableau V.3 : Résultats de calcul des parametres énergétiques et le moment dipolaire du
camphre par la méthode DFT/ B3LYP 6-311G+ (d, P).evveeeeereriireeiiiieeeeiiiee e eeiveee e 83
Tableau VI-1 : Structures chimiques, activités expérimentales et prédites avec les résidus des
MOIECUIES ELUAIEES. ....eeiiiiiiiiieiiiee ettt e et e e e e e e e 94
Tableau VI-2 : Propriétés physicochimiques des dérivés du camphre. ...........ccceeeveerinnnnnennn. 96
Tableau VI-3 : Reégle de cinq de Lipinski pour les dérivés du camphre. .........ccccceeveennnnnnenn. 98

Tableau VI-4 : Descripteurs physico chimiques et quantiques utilisés dans 1’étude QSAR. .101

Tableau VI-5 : Parameétres de validation CTOISEE. ......evuueeumeeeee e 103

XV


file:///C:/Users/Tarek/Downloads/THESE_WAHIBA.docx%23_Toc44807781

MA
ANOVA
PBS
CLOA
NCCD
ECP
TFD
EH

Et
HOMO
ICTV

[FITM
INDO
IR
LOO
LUMO

MDCK
MESP
MINDO

MM
MNDO

MQ
NA
NAI
OM
EP

MP
PRESS
RSAQ

Liste des abréviations

Model de Austrin

Analyses de variances

Solution saline tamponnée au phosphate

Combinaison Linéaire d'Orbitales Atomiques

Négligence Compléte du Chevauchement Differential

Effet Cytopathique

Théorie de la Fonctionnelle de la Densité

Energie d'Hydratation

Energie Totale

Orbitale moléculaire la plus occupée (Highest Occupied Molecular Orbital)
Comité international sur la taxonomie des virus (International Committee on
Taxonomy of Viruses

Protéine transmembranaire inductible par l'interféron

Négligence intermédiaire du chevauchement differential

Infrarouge

Leave-One-Out

La plus basse Orbitale moléculaire inoccupée (Lowest Unoccupied Molecular
Orbital)

Madin-Darby Canine Kidney

Potentiel Electrostatique Moléculaire (Molecular Electrostatic Potential)
Négligence intermédiaire modifiée du chevauchement differential
(Modified Intermediate Neglect of Differential Overlap)

Masse Moléculaire

Négligence modifiée du chevauchement diatomique

(Modified Neglect of Diatomic Overlap)

Mécanique Quantique

Neuraminidase

Inhibiteurs de Neuraminidase

Orbitale Moléculaire

Erreur de Prédiction

Methodes parametriques

Somme des Carrées Résiduels

Relation Structure-Activité Quantitative

XVi



RM Réfractivité Molaire

RMN Résonance Magnétique Nucléaire
RNP Ribonucléoprotéines

RNPv Ribonucléoprotéines Virales

SAM Model Semi-ab initio

RSA Relations Structure-Activité

SCE Echanges de Chromatides Sceurs
SPRESS Erreur de prédiction régression linéaire
TSS Somme des Carrés Totaux

1) Moment Dipolaire

XVii



Introduction

INTRODUCTION



Introduction

Les infections des voies respiratoires constituent 1'un des problémes cliniques et de
santé publique les plus importants a I’échelle mondiale. Leur prise en charge est généralement
inadéquate compte tenu de I'administration parfois inappropriée d'antibiotiques associée a un
mauvais pronostic médical. Les infections respiratoires aigu€s, notamment les pneumonies,
peuvent étre fatales en particulier pour les enfants agés de moins de 5 ans (en 2017, 1,9
millions d’enfants sont décédés a la suite d’infections pulmonaires aigues dans le monde, dont

70% en Afrique et en Asie) (Cox et al., 2017).

Les infections du tractus respiratoire supérieur sont majoritairement d’origine virale
(Rhinovirus, Coronavirus, Parainfluenza, Influenza) et ne nécessitent donc pas de traitement
par des antibiotiques (Cotton et al., 2008). A I’inverse, les infections respiratoires d’origine
bactérienne, qui résultent de [Dinfection par Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenza, Staphylococcus aureus et Streptococcus pyrogenes, sont responsables des formes
séveres de la maladie (pneumonie, bronchites) et nécessitent une antibiothérapie (Jain et al.,

2001).

La grippe est une affection virale due a un virus respiratoire : le virus influenza. Il
appartient a la famille des Orthomyxoviridae (Myxovirus A, B et C), sa cible anatomique est

I’arbre trachéo-bronchique et il touche plusieurs especes entre autres 1’étre humain.

Parmi les objectifs principaux dans le domaine de la recherche pharmaceutique, c’est
I’identification et la découverte de nouvelles molécules susceptibles de devenir des
médicaments, qui constituent un enjeu majeur pour les années a venir. Vu la pandémie de
I’année 2020 causée par le virus COVID-19, I'Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS)
travaille en étroite collaboration avec les experts mondiaux, les gouvernements et les
partenaires pour élargir rapidement les connaissances scientifiques sur ce nouveau virus,
suivre la propagation et la virulence du virus, et donner des conseils aux pays et aux individus

sur les mesures a prendre pour protéger la santé et empécher la propagation de cette flambée.

Le coft, le temps nécessaire et méme la disponibilité des laboratoires équipés pour la
réalisation des syntheses et des tests rendent le processus particulierement difficile. Ainsi,
I’amplification spectaculaire des nouveaux composés par l'industrie chimique en général et en
particulier par l'agrochimie, la pétrochimie et la pharmaco-chimie est accompagnée d'une
augmentation de la charge toxique dans l'environnement. Pour cette raison, le développement

d'outils capables d'évaluer les effets dangereux sur les especes vivantes devrait recevoir une
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attention particuliere, c’est pourquoi I’outil informatique a été mis en ceuvre dans le domaine
chimique dans le but de modéliser les structures moléculaires, les informations extraites a
partir des résultats d’étude de relation quantitative structure-activité (RQSA/ QSAR) peuvent
étre utilisées pour obtenir une meilleure connaissance des structures moléculaires et

probablement le mode d'action au niveau moléculaire.

Ces informations peuvent alors é&tre utilisées pour prévoir les propriétés
physicochimiques et les activités biologiques de nouveaux composés ainsi que pour concevoir
de nouvelles structures en raison du temps et des cofts liés a la mise sur le marché d'un
nouveau médicament et du taux d'attrition élevé, l'industrie pharmaceutique s'efforce de
mettre en ceuvre des technologies permettant d'optimiser le processus. L'application des
méthodes in silico pour le criblage virtuel sont devenues un outil de routine dans les phases de
conception et de découverte de médicaments dans certaines sociétés pharmaceutiques, ses
méthodes sont également utilisées pour identifier les caractéristiques chimiques impliquées
dans l'activité du médicament cible et cette information peut étre utilisée pour optimiser et

1soler les candidats-médicaments.

Les objectifs de notre travail visait a étudier expérimentalement l'activité antivirale de
la molécule 1,7,7-trimethylbicyclo [2,2,1] heptan-2-one * Camphre * cette étude est une
continuité¢ d’un travail déja réaliser sur la plante du Romarin d’Algérie Rosmarinus officinalis
L. et de pouvoir effectuer une étude in-silico de la molécule du Camphre grace a la
simulation et a la modélisation de cette molécule et de ses dérivées diimines .Pour atteindre
ces objectifs, nous avons obtenu la molécule chimique du Camphre synthétisée au niveau du
laboratoire de phytopharmacie HOLLAND BARETT « Royaume-Unis»,par consequent nous
avons effectué¢ une expérimentation pour évaluer l'activité antivirale de la molécule du
Camphre sur le virus de I'influenza au niveau du service de Virologie Humaine « Centre
National de Références pour la Grippe » Institut Pasteur - Sidi Fredj- Alger. Aussi, nous
avons réalis¢ des analyses spectroscopiques Infra Rouge (IR) et de résonance magnétique
nucléaire (RMN) au niveau du Centre de Recherche Physico-Chimique (CRAPC) - Bousmail

-Tipaza.

Nous avons effectué 1’étude théorique par la modélisation et la simulation moléculaire au
niveau du laboratoire de recherche de I’ingénierie et des procédés et I’environnement (LIPE)

de l'université des Sciences et de la Technologie d’Oran- Mohamed Boudiaf-USTO- MB.
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Ce travail a ¢été realis¢é en collaboration avec les laboratoires de King’s College of
London*Royaume-Uni* et le laboratoire de Chimie Moleculaire et Environement (LCME) de

I’Université Mohamed Kheider Biskra.

Dans ce projet de thése, nous avons utilisé des logiciels de calculs « HyperChem 8.08 »
et « Gaussien 09 » avec différentes méthodes de calculs de la mécanique moléculaire choisis
et a ’aide d’un algorithme « Fletcher Revees » en utilisant un champ de force adéquat. Nous
avons également réalis€ une étude théorique axée sur la détermination des propriétés
structurelles, électroniques et spectroscopiques sur les relations qualitatives et quantitatives
structure-propriété (RQSA) d'une série de 25 dérivés de la molécule de camphre, avec la
réalisation d'une étude statistique par la méthode de régression linéaire (RLM) en vue d’une

¢laboration d'un mod¢le statistique de 1'é¢tude de l'activité antivirale.

Le manuscrit de cette thése est articulé en deux parties, la premiére partie est une synthese
bibliographique. La deuxiéme partie comprend les résultats expérimentaux et théoriques des
recherches menées dans le cadre de cette these. La premiere partie est structurée en quatre
chapitres, le premier traitant des généralités sur 1'étude de la molécule Camphor, le second sur
les virus de la grippe, le troisitme sur la modélisation moléculaire et les corrélations
qualitatives et quantitatives, tandis que la deuxiéme partie contiendra le chapitre quatre sur les
résultats et la discussion de l'activité antivirale, le cinquieme chapitre sera consacré a une
¢tude sur les propriétés structurelles, ¢lectroniques et spectroscopiques du camphre tandis que
le sixiéme chapitre sera consacré a une €tude qualitative (RSA) et quantitative (RQSA) des
relations structure-activité des dérivés du camphre, cet article a été publié dans : Journal of
Fundamental and Applied Sciences ( J Fundam Appl Sci. 2020, 12(1), 475-496). Enfin, nous

terminerons par une conclusion générale et les perspectives envisagées pour ce travail.
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Le camphrier est l'arbre emblématique de la ville d'Hiroshima car il fut le premier avec
le Ginkgo biloba a avoir repoussé aprés le bombardement atomique de la Seconde Guerre
Mondiale. C’est une tradition pour ses utilisations étendues et diverses en Orient : les Chinois
utilisaient le camphre comme stimulant circulatoire et analeptique, tandis que les Japonais
l'utilisaient dans un matériau a la lumiere d'une torche et ajoutaient de petites quantités a des
feux d'artifice pour les rendre plus brillants (Hattori, A, 2001). Le camphre a été utilisé
comme fumigeant pendant la peste noire, une peste qui s'est répandue en Europe au 14éme
siecle, ainsi que lors d'épidémies de variole et de choléra. De I’eau de rose et du camphre en
tant qu’ingrédient de parfum ont été répandus sur les cadavres avant d’étre enveloppés
(Donkin, 1999). En Inde, le camphre est généralement brilé dans les temples lors de rituels
religieux car, contrairement a toute autre fumée aromatique, les émanations de camphorique
ne sont pas irritantes pour les yeux (Kumar et Ando, 2003). Le camphre a été largement
utilisé comme parfum dans les cosmétiques, comme additif alimentaire aromatisant et comme
conservateur dans les produits de confiserie ; a la maison, il est couramment utilis¢é comme
insectifuge, plastifiant et intermédiaire dans la synthése de produits chimiques aromatiques
(Kumar et Ando, 2003). Le camphre est I’'un des produits chimiques aromatiques les plus
connus et les plus répandus sur le marché, avec une valeur marchande annuelle de 80 a 100

millions de dollars US (Liu, 2005).

Le camphre présente plusieurs propriétés biologiques telles que des effets
antimicrobiens, antiviraux et antitussifs (Juteau et al, 2002 ; Viljoen et al., 2003), c’est un
ingrédient courant de la médecine moderne dans les analgésiques et les rubéfiants appliqués
localement pour le traitement des douleurs musculaires mineures. Il a été appliqué comme
anti-infectieux et antiprurigineux et en interne comme stimulant et carminatif (Van Wyk et

al., 2009).

Cependant, le camphre est toxique lorsqu’il est ingéré et peut provoquer des
convulsions, de la confusion, une irritabilité et une hyperactivité neuromusculaire, la dose

létale chez I'homme serait de 50 & 500 mg par kg de poids corporel (Liebelt, 1993).
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I.1. Etude et description Botanique

I.1.1. Classification

Cinnamomum camphora appartient a la famille des Lauraceae, de I’ordre des Laurales,
de la sous-classe des Magnoliidae et de la classe des Angiospermes (Tableau I-1). Selon la
classification APG (Angiosperm Phylogeny Group) de 1998, modifié¢e en 2009 selon Mark W.
Chase and James L. Reveal (APG III), le genre Cinnamomum appartient a ’ordre des
Laurales, qui appartient au clade des Magniolidées. Ce ne sont donc pas des dicotylédones
vraies ou Eudycotylédones (Tableau I-2), une récente classification a été mentionner par

Rohde et collaborateurs (Rohde, 2017) (Tableau 1-3).

Tableau I-1 : Classification de Cronquist (Cronquist, 1981) du camphrier.

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous -classe Magnoliidae
Ordre Laurales
Famille Lauraceae

Tableau I-2 : Classification APG III (2009) du genre Cinammomum.

Clade Angiospermes
Clade Magniolidées
Ordre Laurales
Famille Lauracées
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Tableau I-3 : Classification du genre Cinammomum (Rohde, 2017).

Domaine

Reégne

Sous-Régne

Infra-Régne

Classe

Clade

Clade

Sous-Classe

Super-Ordre

Ordre

Famille

Genre

Espéce

Biota

Plantae
Haeckel, 1866

Viridaeplantae

Streptophyta

John, Williamson & Guiry, 2011
Equisetopsida

C.Agardh, 1825

Tracheophyta

Sinnott ex Cavalier-Smith, 1998
Spermatophyta

Magnoliidae

Novak ex Takht., 1967
Magnolianae

Takht., 1967

Laurales

Juss. ex Bercht. & J.Presl, 1820
Lauraceae

Juss., 1789

Cinnamomum

Schaeff., 1760

Cinnamomum camphora (L.)

J.Presl, 1825
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I.1.2. Généralités sur la famille des Lauracées

L’ordre des Laurales comporte environ 3000 espéces réparties en neuf familles. L’une
des principales est celle des Lauracées qui contient 50 genres et 2500 espéces, répandues dans
les régions tropicales et subtropicales, de I’Asie du Sud-Est, aux Etats-Unis en passant par

Madagascar et le Nord de I’Amérique du Sud (Walter et al., 2002).

Les Lauracées sont principalement des arbres ou des arbustes a feuilles et écorce
odorantes. Plus rarement, il peut s’agir d’une liane parasite, dépourvue de feuilles. Ce
caractére est notamment retrouvé dans le genre Cassyhta. Les branches sont parfois
verticillées et ne présentent pas d’exsudat. Les jeunes rameaux ont un caractere anguleux. Les
feuilles sont alternes, rarement opposées, simples, entieres, et parfois paucinervurées. Elles
sont dépourvues de stipules (Botineau et Pelt, 2010), de nombreuses espéces produisent des
épices et des huiles essentielles. Entre autres, Persea americana (avocatier) est utilisé pour ses
fruits comestibles, 1’écorce de Cinnamomum zeylanicum (cannelier) et les feuilles de Laurus
nobilis (laurier) sont utilisées comme aromates. Le benjoin (Lindera benzoin) et le bois de
rose (Aniba rosacodora) sont utilisés en aromathérapie et dans 1’industrie cosmétique.
Certaines espeéces de Ocotea, Listea et Beilschmiedia sont utilisées en menuiserie sur le
continent sud-américain. Enfin, diverses huiles essentielles sont extraites de 1’écorce et des

feuilles, notamment de Cinnamomum camphora (camphrier) (Rinaldo, 2012).

I.1.3. Généralités sur le genre Cinnamomum

Ce sont des arbres ou arbrisseaux, toujours verts, presque tous remarquables par des
feuilles et une écorce aromatique. Le genre Cinnamomum contient plus de 300 especes
distribuées dans les régions tropicales et subtropicales de 1’Asie, de I’Océanie, de I’ Australie,
de ’Amérique du Nord, de I’Amérique Centrale et de I’Amérique du Sud. Le genre est tres

recherché pour ses écorces et son bois (Ravindran et al, 2003).

I.1.4. Cinnamomum camphora

La dénomination internationale du camphrier comporte le nom de deux botanistes Carl
von Linné (L.) et Jan Svatopluk Presl (J. Presl). Il est convenu, historiquement qu’un
botaniste (J. Presl) considére que le genre choisi (Laurus) n’est pas le plus judicieux pour une
espece (Laurus camphora L.) (figure I.1). Il peut alors décider de transférer I’espeéce dans un
autre genre (Cinnamomum). Ainsi, le nom de ’auteur de la dénomination binomiale initiale
(Linné) demeure, mais il est placé entre parenthéses. Ces transferts ont généralement lieu lors

de la création de nouveaux genres (Paquereau, 2013).

7
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Cinnamomum camphora (L.) J. Presl

Genre  Espéce  Botanistes

Figure 1.1 : Dénomination botanique du Camphrier.

I.1.5. Description botanique
I.1.5.1 L’arbre

L’arbre peut atteindre 15 a 40 metres de haut, bien qu’il ne dépasse rarement 20 metres
en Europe. Sa longévité est de I’ordre du millier d’années (Botineau et Pelt, 2010). Le tronc
est ramifi¢ a la base, et présente une écorce rugueuse et gercée. La couronne de I’arbre est
dense, de forme arrondie et étalée chez les sujets agés. Les jeunes rameaux ont une section
quadrangulaire. Les racines de 1’arbre, trés sensibles aux perturbations, peuvent s’étendre loin
du tronc de I’arbre et sont reconnaissables par leur odeur caractéristique (Conway, 2000). Le
camphrier parfumé, Cinnamomum camphora (L.) J. Presl (Lauraceae), est naturellement
présent dans les pays asiatiques, notamment au Japon, a Taiwan et en Chine, mais a été
naturalisé dans d'autres parties du monde, l'arbre est grand avec une écorce brune pale, des
feuilles vertes foncées a jaunatre (figure 1.2) et de petites fleurs blanches suivies de petites

baies pourpres. Toutes les parties de la plante dégagent une odeur de camphoracée distinctive

Figure 1.2 : Schéma représentant le camphrier (Trimen et Bentley, 1880).
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et facilement reconnaissable. L'huile essentielle est distillée a partir du bois (figure 1.3.b), ce
qui donne l'ingrédient actif (1R) - (+) - camphre, c'est-a-dire du camphre naturel (U.S.
National Plant Germplasm System, 2013).

A 3

a : Arbre b : Fruits a maturités fleurs ¢ : Jeunes feuilles

Figure 1.3 : Photos d’arbre fruits et feuilles du Camphrier (Ritter et Reimer, 2015).

4

Figure 1.4 : Grands arbre de camphre de longévité et tombeau de shinto Japon.
I.1.6. Répartition géographique et habitat
I.1.6.1 Répartition géographique, écologie

Il est naturellement distribué dans les régions subtropicales du sud de la Chine ainsi que
Taiwan, la Corée, le Vietnam (Chen et al., 2004) et le Japon. Il a été introduit dans de

nombreux autres pays, notamment en Australie (Frizzo et al., 2007 ; U.S. National Plant

9
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Germplasm System, 2013), en Californie aux FEtats-Unis, Argentine, Inde (Huergo et
Retamar, 1978), Malaisie (Jantan et Goh, 1992) et Sri Lanka, Egypte, Europe méridionale
et iles Canaries (Schenk, 2009). Cinnamomum camphora pousse sur des sols de préférence
sablonneux, de pH variant de 4,3 a 8. Il croit dans des zones en plein soleil ou mi-ombre, il
tolere les sols salins et les vents salés. (Riviére et al., 2005 ; Brickell, Zuk, 1997). Avec une
altitude jusqu'a 1350-1800 m, température annuelle moyenne : 14-27 degrés. C, précipitations
annuelles moyennes : 640-4030 mm, il supporte la sécheresse mais pas les sols engorgés

d’eau. Il peut résister a de courtes périodes de froid en dessous de 0°C (Conway, 2000).

1.1.6.2 Propagation

Un arbre a maturité peut produire environ 100 000 fruits par an. De nombreux oiseaux
frugivores indigenes dispersent les graines dures. Les graines sont également dispersées par
I’eau, ces graines germent facilement et restent viables jusqu’a trois ans (Csurhes et

Edwards, 1998).

1.1.6.3 La culture

La question de la culture du camphrier s’est posée, apres la découverte du celluloid
(1870), maticre plastique composée de camphre. En a peine dix ans et en particulier au début
du XXe siecle, I’industrie du celluloid s’est développée. En 1900, 70% de la production était
destinée aux usages médicinaux et aux pratiques d’embaumement aux Indes. Dans les années
1920, 80% de la production était orientée vers le celluloid (Kopp, 2012). Actuellement, le
celluloid est utilisé dans la fabrication des balles de tennis de table (Applebaum et DiSorbo,
2012). La culture utilise généralement les graines et est aussi envisageable a partir des racines
et des tiges. De nombreux pays se sont lancés avec succes dans la culture : ’Inde, le Sri
Lanka (Ceylan), 1’Algérie (1892), I'Asie du Sud-Est (1904), les Etats-Unis (1904) (Schenk,
2009).

1.2. Etude chimique du Camphre

I.2.1. Chémotypes

Les composés aromatiques d’une plante varient en fonction de nombreux facteurs
comme 1’ensoleillement, la nature et les composants du sol. C’est pourquoi une méme espece
peut secréter des huiles de compositions différentes. Pour différencier les huiles essentielles
extraites de chacune de ces plantes, on utilise le terme « chémotype », (Mansard, 2016).
WanYang et collaborateurs (Wanyang et al, 1989) ont mené une étude détaillée sur la
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composition chimique des huiles essentielles de Cinnamomum camphora (L.) J.Presl de 164
arbres en provenance de Chine (Patri et al., 2006). Les auteurs ont analysé 363 échantillons
d’huiles essentielles issus de différents organes aprés récolte et entrainement a la vapeur
d’eau. Trente-quatre composants ont été identifiés (Mansard, 2016). En fonction de la
prédominance de certains composés chimiques présents dans les feuilles, cinq chémotypes ont

¢été déterminés (Mansard, 2016) :

Cinnamomum camphora CT cinéole

e  (Cinnamomum camphora CT linalol
e  Cinnamomum camphora CT camphre
e (Cinnamomum camphora CT isonérolidole

e (Cinnamomum camphora CT bornéole

1.2.2. Propriétés physiques et sources de camphre

C'est Julius Bredt (1885-1937) qui proposa en 1893 une formule constitué¢e de deux
cycles "en pont". A citer aussi Otto Wallach (1847-1931) Prix Nobel de chimie en 1910 qui a
particulierement fait progresser la chimie du camphre et des terpeénes, en 1903 la synthése
partielle par Albin Haller, Professeur a la Sorbonne (1849-1925), en 1948 la syntheése du
Camphre, par Niilo Toivonen Professeur a Helsinki, sur le modé¢le des syntheéses de I'acide
camphorique et de l'a-pinéne qui avaient €té menées en 1903 par Gustav Komppa (1867-
1949) Professeur a Helsinki.

Le camphre est une cétone terpénique bicyclique. Sa dénomination selon la norme
IUPAC est 1,7,7-triméthylbicyclo [2,2,1] heptan-2-one et sa formule chimique est la suivante
: C10H160. Cette cétone a une masse moléculaire de 152,23 g/mol, une température de fusion
de 178,8°C et se sublime a 204°C. Sa densité varie de 0,986 a 0,996. Le camphre est insoluble
dans I’eau et est soluble dans I’éthanol a 95°, dans ’acétone, dans 1’éther, dans le benzéne et
dans une majeure partie des solvants organiques (Patri, 2006). Il se présente comme un solide
blanc cristallin, semi transparent, onctueux au toucher, cassant, avec une saveur amere et acre,
et posseéde une forte odeur aromatique caractéristique (Mansard, 2016 ; Patri, 2006), il se
présente sous deux formes énantiomeres: (1S) - (-) - et (1R) - (+) - camphre (Figure 1.5). Ces
deux énantiomeres ont une odeur de camphoracée similaire, mais I’impact de la stéréochimie

sur I’activité biologique reste inconnu (Patri, 2006).
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Le camphre synthétique est synthétisé principalement a partir d’a-pinéne obtenu a
partir d’essence de térébenthine, tandis que le camphre naturel, ¢’est-a-dire le (+) - camphre,
est obtenu par distillation du bois provenant du laurier camphré (Cinnamomum camphora),
trouvé notamment a Bornéo et a Taiwan ; il est également présent en tant que composant
essentiecl d’huile essentielle dans de nombreuses espéces de plantes aromatiques

(Damjanoviz-Vratnica et al, 2008).

HsC CHs

HsC o

a) Structure chimique développée du Camphre

b) (1R)- ( +) Camphre

HaC. CHs

CHs
O

¢) -(1S) —(-) Camphre

Figure L.5 : a : Structure chimique développée du Camphre (Croteau et al., 1978)
Structure chimique des énantiomeres du camphre b : (1R) - (+) , ¢ (1IS) - (-).
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1.2.3. Biosynthése et synthese chimique du camphre

La biosynthése du camphre a été étudiée et élucidée de maniére approfondie par Croteau
et al dans leur travail sur la Salvia officinalis (Croteau et al, 1978), ils ont déterminé la
biosynthése de base du camphre (Figure 1.5) et les enzymes impliquées : Le camphre est
produit par synthése biosynthétique chez les plantes par bio-transformation du géranyl
diphosphate (GPP), son matériau de départ. La cyclisation du géranyl diphosphate par
I'enzyme (+) - bornyl diphosphate synthase donne des (+) - bornyl diphosphate. Le (+) -
bornyl diphosphate est ensuite hydrolysé en (+) - bornéol par 1'action de la bornyl diphosphate
diphosphatase. La derniere étape est catalysée par la (+) - bornéol déshydrogénase, puisqu'elle

oxyde le (+) - bornéol en (+) - camphre (Croteau et al., 1978).

Geranyl diphosphate (+)-Bornyl diphosphate (+)-Borneol (+)-Camphor

Figure 1.6 : La biosynthése du camphre adapté par Croteau et al. (Croteau et al., 1978).

La production synthétique de camphre implique I'utilisation de I'essence de
térébenthine comme matériau de départ. La térébenthine est utilisée comme source d’a-pinéne
par un procédé de distillation. L'a-pinene est converti en camphene par la catalyse d'un acide
fort avec l'acide acétique comme solvant ; le camphéne subit ensuite un réarrangement de
Wagner-Meerwein en le cation isobornyle, qui est capturé par I’acétate ; 'acétate d'isobornyle
formé par la suite est hydrolysé en isobornéol, qui est finalement converti en camphre par
déshydrogénation (Rebound Health) (Figure 1.6). La voie de synthése a partir d'a-pinéne
produit un mélange racémique, c'est-a-dire un rapport 1: 1 de (-) et (+) — camphre (Rebound

Health.).

1.2.4. Le camphre comme matiere premiere chirale et auxiliaire
Les mono-terpenes sont idéaux pour une utilisation en tant que synthons chiraux, pour

la synthése d'autres composés en raison de leur faible cofit et de leur disponibilité abondante.
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Le camphre et les analogues dérivés du camphre sont utilisés dans une myriade de réactions
chimiques, comme auxiliaires chiraux en synthése asymétrique ou comme catalyseurs. 11
existe de nombreux rapports sur 1’utilisation du camphre imine comme gabarit pour diriger les
réactions pour la synthése d'acides a-aminés, d'acides a-amino phosphoniques, de benzyl
amines o-substituées et d'a-amino alcool. L'acide camphéne sulfonique, un acide organique
dérivé du camphre, est utile pour les réductions chirales telles que la résolution des bases
racémiques (Liu, 2005). D'autres analogues du camphre, ou le groupe méthyle en C-8 est
remplacé par des groupes plus volumineux, peuvent augmenter considérablement la stéréo
sélectivité par alkylation, ce qui permet d'obtenir une pureté énantiomérique beaucoup plus
¢levee (Jiang et al., 1990).

Le camphre peut étre utilis€ comme un matériau de départ pour la synthése de
stéroides aromatiques, le camphre et ses analogues sont des molécules polyvalentes pouvant
étre utilisées soit comme matrices, soit comme produits de départ dans la synthese de

nouvelles molécules, ou comme catalyseurs dans diverses réactions chimiques (Stevens et

Gaeta, 197 7).
= No o, Ha0 .
" CHyCOzH
212 @ + ——— - \f
180°C H

c-Pinéne Camphéne Ethanoate disobarnyle
¢ H2|:|
o _ OH
Croycation
B ——
Lamphre lzokarnéal

Figure 1.7 : Synthése industrielle du camphre a partir de I'a-pinéne (Stevens et Gaeta, 1977).

1.3. Les propriétés biologiques du Camphre

L’huile essentielle qui est extraite de cet arbre, obtenue a partir des feuilles et du bois
par distillation a la vapeur, est utilisée par les Malgaches comme stimulant circulatoire ou
comme anti-inflammatoire. Elle est aussi utilisée dans les états d’anxiété et de troubles
nerveux et contre I’insomnie. En usage interne, elle permet de lutter contre les maladies
infectieuses des voies digestives, contre la dysenterie, le typhus ou le choléra (Cavalli, 2002).
Elle posseéde également des propriétés antibactériennes (De Medici et al, 1992). En Inde,

c’est un ingrédient qui entre dans la fabrication d’un remede local constitué de plusieurs
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autres plantes (Sivropoulou et al, 1997). Cinnamomum camphora présente également des
propriétés insecticides (Zhou et al, 2000) et les feuilles ont des propriétés fébrifuges
(Cavalli, 2002).

L.3.1. Activités antibactériennes et antifongiques

Les plantes constituent une source précieuse de produits naturels pour le maintien de la
sant¢ humaine. L'utilisation de composés végétaux pour leur activité antimicrobienne a
progressivement augmenté dans le monde entier. De nombreuses études ont montré que
diverses huiles essentielles de plusieurs espéces contenant du camphre, constituant le

principal composant, manifestaient une activité antimicrobienne (Kotan et al, 2008).

La composition de I'huile essentielle des parties aériennes de 1'absinthe douce (Artemisia
annua) comprend le camphre (44%), le germacrene D (16%), le trans-pinocarveol (11%), le
B-sélinene (9%), le PB-caryophyllene (9%) et de Dl’artémisia cétone (3%). Une activité
significative de l'huile essentielle a été observée contre la bactérie a Gram positif,
Enterococcus hirae, ainsi que contre les champignons Candida albicans et Saccharomyces
cerevisiae en utilisant la méthode de diffusion liquide (Juteau et al., 2002). Certaines ¢tudes
ont montré que le camphre en tant que composé unique ne présentait qu'une faible activité

antimicrobienne (Sokovi¢ et al., 2006).

L'activité antimicrobienne du romarin (Rosmarinus officinalis) et de plusieurs autres
huiles contre des organismes impliqués dans la détérioration de la viande a été étudiée par
Ouattara et al. (Ouattara et al, 1997). Dans une dilution au 1/100, T'huile de romarin
(Rosmarinus officinalis), contenant principalement du camphre, est l'une des huiles
antibactériennes les plus efficaces ayant une activité antibactérienne contre deux Gram négatif
(Pseudomonas fluorescens et Serratia liquefaciens) et quatre Gram positif (Brochothrix
thermosphacta, Carnobacterium piscicola, Lactobacillus curvatus et Lactobacillus) bactéries

(Sivropoulou et al., 1997).

1.3.2. Activité antivirale

Les maladies virales constituent un probléme de santé de plus en plus préoccupant
dans le monde et des antiviraux plus efficaces mais moins toxiques que ceux actuellement
utilisés ont été intensivement recherchés. Sivropoulou et al, (1997) ont étudié les activités
antimicrobiennes, cytotoxiques et antivirales de l'huile essentielle de sauge grecque (Salvia

fruticosa). Les résultats ont montré que l'huile essentielle de sauge grecque (S. fruticosa) et
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ses quatre composants principaux (1,8-cinéole, a-B-thujone et camphre) présentaient des
niveaux élevés d'activité virucide contre le virus Herpes simplex-1, mais, cet effet positif s’est

accompagné d’une activité cytotoxique sur les cellules de rein (Vero) de singe vert d’Afrique.

1.3.3. Activité antitussive

La toux est un symptome clinique trés commun avec des thérapies actuelles largement
inefficaces. Les vapeurs aromatiques ont ¢été largement utilisées dans le traitement
symptomatique des infections des voies respiratoires supérieures en raison de leurs effets
antitussifs connus. Burrow et ses collaborateurs (1983) ont étudi€ les effets de la vapeur de
camphre sur la résistance nasale a I'écoulement d'air et la sensation nasale d'écoulement d'air.
L'inhalation de camphre n'a eu aucun effet sur la résistance nasale a la circulation d'air, mais
une sensation de froid dans le nez accompagnée d'une sensation de circulation d'air améliorée
a été décrite. Les résultats ont montré que le camphre stimule les récepteurs du froid dans le

nez (Burrow et al., 1983).

Laude et ses collaborateurs (1994) ont rapporté l'action du camphre sur le réflexe de
toux chez des cobayes conscients. Dans une autre ¢tude, le camphre a été utilis€ pour
synthétiser du camphre lactame (a-camphidone) par traitement a l'acide hydroxylamine-O-
sulfonique et a l'acide acétique glacial avec un réarrangement de type Beckmann. Le camphre
et le camphre lactame ont été testés pour leur activité antitussive chez des cobayes souffrant
de toux induite par l'acide citrique. Il a été noté que cette modification mineure de la structure
chimique augmentait considérablement le temps de latence de la toux tout en réduisant la
fréquence de la toux. En outre, une exposition antérieure au camphre lactame a des
concentrations de 125, 250 et 500 pg / L avait une réponse inhibitrice de la toux par rapport

au camphre (Kumar et Ando, 2003).

1.3.4. Activité anti-nociceptive

Le camphre a une longue histoire d'utilisation dans les baumes comme analgésique
topique. En 1990, Green et al., (1990) ont découvert que le camphre était un irritant sensoriel
relativement faible, ayant un effet excitateur modeste sur les fibres cutanées thermosensibles
(et peut-€tre nociceptives). Xu et al., (2005) ont également étudi¢ le mécanisme de l'activité
anti-nociceptive du camphre et ont rapporté que celui-ci activait et désensibilisait le récepteur
de la capsaicine (TRPV1) tout en inhibant le récepteur de l'ail (TRPA1). Les deux font partie
de la superfamille du potentiel de récepteur transitoire (TRP) récemment ¢lucidée, un groupe

de canaux ioniques structurellement similaires, fortement exprimés dans les neurones
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sensoriels nociceptifs. Par conséquent, il est possible que les effets analgésiques du camphre

soient dus a une désensibilisation de TRPV1 et a un blocage de TRPA1 (Xu et al, 2005).

L.3.5. Activité antimutagene et anticancéreuse

Peu d'é¢tudes animales démontrant le potentiel du camphre dans le traitement du cancer
ont ¢ét¢ menées, mais celles-ci comprenaient l'amélioration de la fonction immunitaire
(Ghanta et al., 1987), l'amélioration de la dégradation enzymatique des carcinogenes
(Banerjee, 1995) et la susceptibilité accrue des cellules cancéreuses aux radiations. Goel et
al. (1989) ont démontré que le camphre avait un effet radio modifiant, une augmentation de la
fréquence des échanges de chromatides soeurs (SCE) dans les cellules de la moelle osseuse de
souris se produit apres une exposition a un rayonnement gamma, mais apres une dose unique
de camphre, administrée a 0,5 pM / g de poids corporel, cette fréquence était
significativement faible. Kanematsu et Shibata (1990) ont signal¢ des dommages possibles a
I'ADN, comme en témoigne un résultat positif du rec-dosage utilisant deux souches de
Bacillus subtilis. Le camphre, souvent utilisé dans les formulations endodontiques, a donné un
résultat positif lors du «rec-assay», montrant que le camphre peut provoquer une toxicité
génétique dans les cellules. Cependant, les médicaments montrant des résultats positifs ne
provoquent pas nécessairement la formation de tumeurs. Cela montre que d'autres études sur
la génotoxicité du camphre sont nécessaires et que le camphre doit étre utilisé avec précaution

(Kanematsu et Shibata,1990).

1.3.6. Activité insecticide

Certains pesticides synthétiques actuellement utilisés menacent 1’intégrité de la couche
d’ozone et d’autres tampons de I’environnement. I1 est donc urgent de trouver des solutions de
remplacement a ces produits chimiques commerciaux (Methyl bromide technical options
committee). Les huiles essentielles sont considérées comme de bons candidats en raison de
leur faible toxicité pour les mammiferes, de leur grande volatilité, de leur disponibilité
immédiate dans les pays tropicaux et de leur viabilité économique (Li et Zou, 2001). Les
monoterpénoides censés aider les plantes dans leur défense chimique contre les insectes
phytophages sont capables d'interférer de maniére toxique avec les fonctions biochimiques et
physiologiques des insectes herbivores (Brattsten, 1983). Bekele et Hassanali (2001) ont
révélé l'activité insecticide du camphre basilic (O.kilimandscharicum) contre Rhyzopertha

dominica et S. zeamais en raison du camphre et des effets combinés de différents composants,
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mais le camphre n'a aucun effet sur le charangon du riz (Sitophilus oryzae), avec une CL50

supérieure a 100 puL / L.

1.3.7. Effets cardiovasculaires

Le camphre est utilisé depuis des siecles pour stimuler le cceur et la circulation
périphérique. Osborne (Seyoum et al, 2003) a rapport¢ que, dans les cas d'insuffisance
cardiaque et d'effondrements cardiaques caractérisés par une peau froide, un pouls faible et un
ceceur défaillant, 'injection sous-cutanée de camphre dans de l'huile stérile provoquait un
rougissement de la surface de la peau, une dilatation des vaisseaux sanguins périphériques et

une amélioration de la circulation entiére.

1.3.8. Le camphre en tant qu'améliorant potentiel de pénétration cutanée

L'efficacité de certains terpeénes sur la perméation cutanée des catéchines et de la
théophylline de thé a été évaluée de maniere systémique a l'aide d'une série de méthodes in
vitro et in vivo (Fang et al, 2007). Il a ét¢ constaté que tous les terpenes évalués avaient des
effets significatifs sur I'administration de la (+) -céchéchine par rapport au témoin, le camphre
et le fenchone présentaient la plus faible augmentation parmi les monoterpénes contenant de
I’oxygene, ce qui peut étre li¢ a leur structure bicyclique (Fang et al, 2007). Par ailleurs,
Ramesh et a/ (2007), ont rapporté que le flux de carvédilol obtenu a partir de solutions
contenant du camphre, et une autre ¢tude a montré que la molécule du camphre empéchait
nettement la pénétration de benzocaine sur la peau tout en favorisant I’accumulation cutanée

par la suite (Li et Zou, 2001).

1.3.9. Toxicité du camphre

La toxicité du camphre a été bien documentée. L'ingestion de 3,5 g de camphre peut
entrainer la mort, tandis que 2,0 g ont des effets toxiques chez les adultes, entrainant une
congestion du tractus gastro-intestinal, des reins et du cerveau. L'effondrement immédiat d'un
nourrisson a ¢été rapporté apres l'application d'une petite dose aux narines (Arena, 1979).
Chez I'homme, les symptomes caractéristiques de l'intoxication au camphre apres l'ingestion
sont les suivants: nausée, vomissements, maux de téte, vertiges, excitabilit¢ musculaire
provoquant des tremblements et des contractions musculaires, des convulsions et du délire,
selon la posologie. Dans les cas de surdosage grave, un état de mal épileptique persistant
pendant plusieurs heures survient, provoquant finalement le coma et la mort par asphyxie ou

épuisement (Love et al., 2003 ; International program on chemical safety).
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1.4. Conclusion

Le camphre est une molécule polyvalente ayant une gamme d'applications trés variée,
allant du traitement de conditions médicales chez I'homme a I'utilisation en tant que poison
naturel pour tuer les insectes, ce qui semble divergent. En fait, la toxicit¢ du camphre chez
I'homme reste un sujet de préoccupation, car de nombreux cas d'intoxication accidentelle
accompagnés de symptomes graves se sont produits. Cependant, non seulement le camphre
pur doit étre pris en compte, il est important de se rappeler que de nombreux produits, plantes
et huiles essentielles contiennent du camphre. L'arome extrémement distinct du camphre a
conduit a son utilisation répandue dans les pommades et les inhalants, en particulier en
complément du traitement du rhume. Scientifiquement, de nombreuses activités biologiques
ont été attribuées au camphre, notamment des propriétés antibactériennes, antifongiques,
antimutagenes, antitussives et insecticides, mais il est important de noter que la bioactivité a
¢té déterminée dans de nombreux cas en utilisant une huile essentielle riche en camphre et
non en camphre pur. En raison du pourcentage élevé de camphre, ces activités peuvent étre
incorrectement attribuées au camphre, alors que la synergie semble beaucoup plus probable,
comme le montre I'exemple de 1,8-cinéole et de (-) - camphre. D'autres études ont montré que
le camphre pur ne possédait pas la méme activité que I'huile essentielle pure. Il est clair que si
ces propriétés doivent étre confirmées, il convient de poursuivre les recherches sur le camphre
seul pour poursuivre ces études sur les huiles essentielles. En plus de ses nombreuses
utilisations médicinales, le camphre est une molécule utile dans les réactions chimiques, ou il
est utilis¢ de maniere intensive en tant que catalyseur et a servi de matériau de départ et
d’auxiliaire chiral. Il ressort clairement que le camphre est une molécule extrémement

polyvalente avec une multitude d’applications.
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I1.1. Les pandémies d'influenza dans I'histoire

L'influenza communément abrégé «flu» semble provenir de I'expression italienne
«influenza di freddo». Des sources écrites documentent des épidémies de grippe depuis
plusieurs centaines d'années, mais il existe des rapports écrits sur une éventuelle grippe
remontant a 412 av. J.-C. (Potter, 2001). Les épidémies de grippe saisonnicre affectent de 3 a
5 millions de personnes et sont responsables de 250000 a 500000 déces annuels dans le
monde. La transmission du virus influenza se fait le plus souvent en hiver (dans les régions
tempérées de I’hémisphere nord), les pandémies surviennent a un intervalle de 10 a 50 ans et
se produisent lorsqu'une nouvelle hémagglutinine (HA) ou une neuraminidase (NA) de la
grippe aviaire se mélangent par réassortiment avec des virus de la grippe humaine préexistants
ou par un virus aviaire s'adaptant a une transmission humaine efficace. On pense que les porcs
peuvent servir de vases de mélange car ils possedent des récepteurs pour les virus humains et
aviaires dans leurs cellules épithéliales (Peiris, 2009).

Trois pandémies de grippe ont été reconnues au 20°™ siécle : en 1918-19, 1957 et
1968. La pandémie de grippe HIN1 de 1918-19, également appelée «grippe espagnole», avait
un taux de mortalité de 2 a 3% et causait entre 40 et 50 millions de déces dus au nombre ¢levé
d’infectés (Potter, 2001). Prés de la moiti¢ des déces liés a la grippe durant la grippe
espagnole ont eu lieu dans le groupe d’age des 20 a 40 ans et chez des personnes par ailleurs
en bonne santé (Simonsen,1998). Le virus (ou 1’agent) responsable fut baptisé : grippe
espagnole. L’origine de cette appellation provient de la neutralit¢ de I’Espagne durant la
Premiére Guerre mondiale. Cette neutralité a permis a la presse espagnole de pouvoir couvrir
I’évolution du virus en publiant quotidiennement des rapports sur ’avancée de la maladie
(Philipps, 2003).

La raison de la mortalit¢ ¢élevée chez les jeunes n’est pas entierement comprise. Le
déplacement des taux de mortalit¢é des pandémies vers les plus jeunes par rapport aux
épidémies saisonnieres serait dii a I'exposition a des virus apparentés au cours de pandémies
précédentes, épargnant ainsi les personnes plus agées (Miller, 2009). La « grippe asiatique »
de 1957-1958 était de sous-type H2N2 et touchait principalement les enfants. Un taux de
mortalité¢ inférieur a 0,2% (1 a 4 millions de déces) a été calculé. Cependant, les taux de
mortalité élevés chez les enfants ne se sont pas produits (Webster, 2013).

Lors de la pandémie de 1968-1969, la « grippe de Hong Kong » appartenait au sous-
type H3N2 et touchait tous les groupes d'age, elle était relativement modérée, probablement a

cause des anticorps préexistants de la souche saisonniere H2N2 qui offraient une certaine
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protection aux personnes agées (Simonsen, 1998). La réémergence du virus A (HIN1) en
1977, a l'origine de la «grippe russe», n'a pas été considérée comme une véritable pandémie,
car le virus a probablement été introduit dans la population a partir d'un stock de laboratoire
(Webster 2013).

La premiére isolation d’un virus grippal fut réalisée chez le porc par Richard Shope en
1931. Ce dernier fut en effet frappé par la concomitance de la grippe espagnole chez I’homme
et d’une maladie similaire chez le porc vers 1918-1919, et ce n’est qu’en 1933 que le virus de
la grippe a été isolé pour la premiere fois chez ’humain par le groupe mené par Patrick
Laidlaw dans le Medical Research Council en Grande-Bretagne et ce n’est qu’en 1935 que la
nature non cellulaire du virus a été recensée (Barberis et al., 2016). La premiere pandémie
du XXI™¢ sigcle a été causée par le virus HINI, survenue en Avril 2009, entre 46 a 86
millions de personnes ont été infectées et 556 déces ont été¢ dénombrés en Aott 2009 (0,056%

de mortalité¢) (Simonsen et al., 2013).

I1.2. Surveillance de la grippe en Algérie

Dr Derrar et collaborateurs (Derrar et al.,2019), du centre national de surveillance de la
grippe de I'institut Pasteur Algérie, ont rapporté que les premicres données épidémiologiques
de la grippe en Algérie entre 2009 et 2013. Ces données recueillies par un réseau national de
surveillance de la grippe, qui complétent la récente étude menée par Dr Ait-Aissa et
collaborateurs (Ait-Aissa et al.,2018), qui ont constaté que les virus grippaux touchent tous
les groupes d'age avec les taux de SG les plus ¢élevés (58%) enregistrés chez les enfants <15
ans ( Pariani et al., 2014). Le virus de la grippe est conforme au grand nombre de
publications signalant que les enfants courent un risque accru d'infection respiratoire, y
compris la grippe (Brooks et al., 2011). Les données ont montré que les virus grippaux
circulaient principalement pendant les mois octobre a avril, semblable aux tendances décrites
ailleurs en Afrique du Nord (Barakat et al., 2011).

Un programme de vaccination existe en Algérie ainsi que des recommandations du Ministere
de la Santé, cependant le systéme de suivi du taux de couverture vaccinale fait défaut (Al
Awaidy et al., 2018) .

Des vaccins contre la grippe et des antiviraux sont disponibles en Afrique bien que la
couverture de la population soit tres faible (Al Awaidy et al., 2018). Le fardeau de la grippe
est largement non documenté en Algérie et les stratégies pour étendre cette surveillance

continue a travers le pays sont cruciales pour la mise en place et le ciblage des politiques de

22



CHAPITRE II: GENERALITES SUR LES VIRUS INFLUENZA

vaccination. Le réseau algérien de surveillance sentinelle de la grippe a été officiellement
lancé en décembre 2016 et générera plus de données ultérieurement. Des stratégies visant a
accroitre la couverture vaccinale sont justifiées pour controler et prévenir la grippe chez les

personnes a risque de complications (Derrar et al.,2019).

I1.3. Généralités sur les virus influenza, symptomes cliniques et modes de
transmissions.

La grippe saisonniere est une maladie aigué caractérisée principalement par la toux, le
malaise et la fievre, frissons, maux de téte, anorexie, rhinite et maux de gorge (50 a 79% des
cas confirmés), crachats, vertiges, enrouement et douleur a la poitrine et symptomes gastro-
intestinaux (vomissements, diarrhée, nausée, pain d'estomac) (<10% cas confirmés) Van-
Tam, 2009). La présence d’enfants agés de 12 a 25 ans a eu une incidence significative sur les
signes et symptomes cliniques de I’influenza pandémique, ainsi que sur celle du virus A
(HINT) pdm09, dans la mesure ou seulement 2% des cas confirmés en laboratoire étaient agés
de moins de 65 ans (Belongia, 2010). Des études sur les premiers cas de grippe pandémique
aux Etats-Unis et au Royaume-Uni et des données de surveillance de la premiére vague en
Europe ont montré que jusqu'a 1/4 des patients atteints de grippe confirmée présentaient des
symptomes gastro-intestinaux (diarrhée, vomissements, maux d'estomac et nausées), en
particulier chez les jeunes enfants ( McLean 2010). Dans les cas les plus sérieux, la maladie
peut dégénérer en pneumonie et étre fatale, particulierement pour les personnes des groupes a
risques (personnes agées, jeunes enfants, immunodéprimés, malades chroniques, femmes
enceintes...) ( Eccles, 2005 ). Le temps d’incubation du virus est de 1 a 3 jours et la période
de contagion débute 24 heures avant I’apparition des premiers symptomes et se poursuit
jusqu’a 7 jours apres le début de la maladie. Une personne atteinte de la grippe ne peut
généralement pas quitter son lit pendant 3 jours et peut mettre de quelques jours a 6 a
plusieurs semaines a se rétablir. Cette maladie est souvent confondue avec le rhume commun,
qui n’est qu’une infection moyenne du systéme respiratoire supérieur, causé par des virus
respiratoires tels les rhinovirus ou les coronavirus (Eccles, 2005). La grippe se transmet
facilement dans I’air par éternuements ou reniflements, via les aérosols contenant des
particules virales. Le virus peut également €tre transmis par contact direct via des sécrétions
ou des surfaces contaminées (Brankston, 2007). Le temps de survie du virus varie en
fonction de la surface : allant de 1-2 jours sur une surface dure et non poreuse (plastique,

métal...), 15 minutes sur un tissus sec (manteau, draps...) a 5 minutes sur la peau. Son temps
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de survie peut étre considérablement rallongé si le virus se retrouve protégé dans un film tel

du mucus (jusqu’a 17 jours sur un billet), ou pratiquement infini si congelé (Lowen, 2007).

Le virus influenza est cependant relativement fragile et peut donc étre inactivé
facilement par la chaleur (60 minutes a 56°C) et par la plupart des produits chimiques usuels

(désinfectants, détergents...) (Suarez, 2003).

I1.4. Taxonomie du virus de la grippe

11.4.1. Les Influenzavirus A
11.4.1.1 Généralités

Les virus influenza sont des virus enveloppés, de 80-120 nm de diameétre, appartenant
a la famille des Orthomyxoviridae (ortho = droit, myxo = mucus), nommés ainsi parce qu’ils
se fixent aux résidus sialiques des mucoprotéines des cellules épithéliales. Ils présentent tous

une organisation structurale et un mode de réplication similaires (le Ru, 2010).

Les virus de la famille des Orthomyxoviridae sont caractérisés par un génome
segmenté composé¢ de six a huit molécules d’ARN simple brin de polarit¢ négative
(ARNv(-)). Les Orthomyxoviridae sont capables d’infecter une panoplie d’hotes, que ce
soient les mammiféres, les oiseaux ou les tiques. Les pathologies associées sont également
trés variables, allant de la fiévre a I’encéphalite. A ce jour, six genres ont été référencés dans
cette famille : les Influenzavirus (IV) de type A (IVA), les Influenzavirus de type B (IVB), les
Influenzavirus de type C (IVC), les Thogotovirus, les Isavirus et les Quaranjavirus (Fields,
2013).

Récemment, un septiéme genre d’Influenzavirus, de type D, a été proposé suite a ’étude de
virus isolés chez des porcs et des bovins (Miranda, 2017). Le virus Influenza D, trés distinct
avec seulement 50% d'identité de nucléotide par rapport a IVC, a été confirmé dans cette
famille (Fields, 2013). Les bovins ont été proposés comme réservoir naturel d'un nouveau
membre de la famille des virus Orthomyxoviridae, qui a été provisoirement classé comme
virus de la grippe D (IDV). Bien qu’il soit isolé chez des animaux malades, il n’est pas clair si

laIVD provoque une quelconque maladie clinique (Ferguson et al., 2016).

I1.4.1.2 Classification des virus grippaux

Les virus influenza sont des virus 8 ARN simple brin de polarité négative, appartenant

a la famille des Orthomyxoviridae. Il existe trois types sérologiques de virus influenza (A, B
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Figure I1.1: Arbre phylogénétique de la famille des Orthomyxoviridae (ICTV, 9¢éme
rapport, 2011).

et C) (Figure II.1) classés selon la spécificité antigénique des protéines virales internes, la
nucléoprotéine NP et la protéine interne de matrice M1 (Hong-Hai, 2011). Parmi ces trois
types, seuls les virus de type A sont subdivisés en fonction des deux glycoprotéines de
surface, ’hémagglutinine (HA) et la neuraminidase (NA), permettant la définition de 16 sous-
types de HA (H1 a H16) et de 9 sous-types de NA (N1 a N9) (Fouchier et al., 2005). Alors
que les virus de type A ont un large spectre d’hote (tels que I’homme, plusieurs espéces de
mammiferes, les oiseaux aquatiques sauvages, les especes de volailles), les virus de type B et
C infectent principalement ’homme. Les virus de type A et B sont responsables des
épidémies saisonnieres mais seuls les virus de type A sont capables de provoquer des
pandémies grippales a intervalles imprévisibles. Les virus C sont liés a des cas sporadiques
corrélés a des maladies bénignes. Les virus de type A responsables d’épidémie sont depuis
1977 de sous-types H3N2 et HINI1, avec dans les années 2000 I’incursion durant 2 saisons du
sous-type HIN2 (Lin et al., 2004).

Récemment, deux nouveaux sous-types H17 et HI8 et N10 et N11 ont été identifiés
chez les chauves-souris (Tong et al., 2012). Seuls les sous-types H1, H3, N1 et N2 circulent
chez le porc (Grgic et al., 2015). Pour les virus de type B, deux lignées antigéniquement
distinctes ont co-évolué depuis les années 1980. Ces deux lignées sont apparentées a la souche
B/Victoria/2/87 (la lignée B/Victoria) ou a la souche B/Yamagata/16/88 (la lignée
B/Yamagata) (Rota et al., 1990). Contrairement aux autres virus de la famille des

Orthomyxoviridae, chaque souche d’IV est répertoriée selon une nomenclature établie par
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Figure I1.2: Nomenclature des virus influenza A, (CIDRAP, 2011).

I’OMS. La nomenclature officielle d’un isolat du virus influenza contient les renseignements
suivants : le type du virus, I’hote d’origine (pour toutes les souches isolées de 1’hote différent
de I’homme), le lieu d’isolement, le code de I’isolement, I’année de 1’isolement (Figure 11.2),
I’indication des sous-types d'hémagglutinine et de neuraminidase (notée HxNy) uniquement

pour le type A (WHO, 1980).

Par exemple : A/Brisbane/10/07 (H3N2) signifie virus de type A, de sous-type H3N2,
isolé chez I’homme a Brisbane en 2007 dont le numéro d’ordre est 10 ; B/Florida/4/06 (lignée
B/Yamagata) signifie virus de type B, isolé¢ chez ’homme a Florida en 2006 dont le numéro
d’ordre est 4 (Hong-Hai, 2011). Enfin, les sous-types d’hémagglutunine A (HA) et

neuraminidase (NA) serviront a nommer plus précisément les virus (Lowen et al., 2017).

La classification des virus se base sur le type de génome viral (ADN ou ARN, simple
ou double brin) et son mode d’expression dans la synthése de I’ARN messager viral, ainsi que

le procédé de réplication de I’ADN (Baltimore, 1971).

11.4.2. Structure des virus influenza ;

Les virus influenza peuvent étre de forme sphérique ou filamenteuse (Figure I1.3), les
virus filamenteux présentent le méme diamétre que les virus sphériques (~100 nm), cependant
leur longueur peut atteindre 30 pum (Bruce et al., 2009). A la surface de I’enveloppe virale
sont enchassées deux glycoprotéines : ’hémagglutinine (HA) et la neuraminidase (NA).

L’enveloppe et la membrane sont traversées de part en part par des protéines virales M2, qui
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HA1

Figure I1.3: Représentation schématique du virus influenza A (KARLSSON et al .,
2008).
forment des canaux ioniques) (Rossman et Lamb, 2011 ; Sayari, 2018). Comme mentionné
précédemment, la classification des différents sous-types de virus se fait en se basant sur la

nature des deux glycoprotéines de surface (HA et NA) (Lowen et al., 2017).

La figure I1.3 schématise la structure du virus influenza. La glycoprotéine HA est un
homo-trimeére inséré dans I’enveloppe virale par son extrémité C terminale tandis que son
extrémité N-terminale est extracellulaire. La glycoprotéine HA permet I’ancrage du virus a la
membrane cellulaire en s’attachant aux acides sialiques de surface (récepteurs cellulaires) et
son internalisation dans la cellule hote. La neuraminidase (NA) est un homo-tetrameére inséré
dans la membrane du virus par son extrémité N-terminale tandis que son extrémité C-
terminale est extracellulaire. La neuraminidase intervient en fin de cycle, via son activité
sialidase, pour ¢éliminer I’acide sialique des sialyl-oligosaccharide libérant ainsi les nouveaux
virions tout en évitant leur auto-agrégation (Medina et Garcia-Sastre, 2011). En dessous de
la membrane, la protéine structurale majeure est la protéine de matrice M1. La protéine M1
est homo-oligomérise pour former une superstructure hélicoidale recouvrant I’intérieur de
I’enveloppe virale. La protéine M1 intervient dans la phase d’assemblage en se liant d’une
part a la partie cytoplasmique des glycoprotéines de surface HA et NA et, d’autre part, avec
les ribonucléoprotéines virales (RNPv) présentes dans le virion (Zhao et al., 2017). Le
génome du virus influenza est fractionné en 8§ segments indépendants d’ARN simple brin
négatif, codant dans leur ensemble 10 protéines essentielles, et pour des protéines accessoires

en nombre variable selon les virus. Ainsi, le virion renferme en son sein le matériel génétique
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du virus présent sous forme de 8 ribonucléoprotéines virales (RNPv). Chaque RNPv est
composée du génome viral, de la nucléoprotéine (NP) et du complexe ARN-polymérase-ARN
dépendante lui-méme constitué de 2 enzymes basiques (appelées PB1 et PB2 (Polymerase

Basic Proteins)) et d’une enzyme acide (appelée PA (Polymerase acidic protein)).

La protéine NS1 est pléiotrope, en effet, elle permet de contrer la réponse interféron
déclenchée par I’infection dans la cellule hote et elle agit également pour contrdler d’autres
aspects de la réplication virale comme la réplication de ’ARN et la synthése des protéines
virales (Hale et al., 2008). La protéine NS2, régule la transcription et la réplication virale
(Robb et al., 2009) et assure ’exportation, a partir du noyau, de la RNPv grace au signal NEP
(nuclear export protein) qu’elle porte (Shimisu et al., 2011).

La protéine PB1-F2 semble jouer un réle dans la pathogénicité virale en augmentant
I’activité de NF-xkB (Le Goffic et al., 2011) et montre une activité pro-apoptotique
(Watanabe et al., 2010). Au sein de la ribonucléoprotéine virale (RNPv), la protéine NP est
une protéine basique qui recouvre I’ARN viral. La protéine NP est capable d’interagir avec
plusieurs protéines de I’hdte et du virus (figure I1.4). Elle est essentielle pour assurer la
réplication du génome viral, puisque quand elle est liée a I’ARN, elle le maintien dans une
conformation adéquate lui permettant d’€tre transcrit par la polymérase et empaqueté dans de
nouveaux virions (Turrell et al., 2013). Mise a part sa fonction structurelle, la protéine NP

joue également un role important dans I’importation (impliquant 1’importin o) de la RNPv a

Figure II.4: Représentation schématique d’une RNP. Les NP et les polymérases sont
respectivement représentées sous forme de sphéres bleues ou jaunes. L’ ARNv est
représenté par le brin coloré en vert, rouge et noir (Hutchinson et al., 2010).

travers le signal NLS (nuclear localization signal) (Hu et al., 2017).

Trois protéines virales sont exposées a l'extérieur des particules de virus : la protéine
trimérique HA (contenant deux sous-unités HA1l et HA2 activées par le clivage

protéolytique), la protéine tétramérique NA et la protéine de canal ionique M2. Les protéines
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de matrice M1 tapissent une couche a l'intérieur de la membrane virale. Le génome viral est
constitu¢ de 8 segments d'’ARN. Chaque segment ARN est associé avec les protéines de
nucléocapside NP et les protéines de complexe polymérasique (PA, PB1, PB2) pour former 8

composés de ribonucléoprotéines (Karlson Hedestam et al., 2008).

IL.5. Cycle de réplication des virus influenza

Le cycle réplicatif du virus influenza comporte 6 étapes principales : (1) Attachement
du virus a la cellule hote et entrée du virus, (2) fusion membranaire, libération du génome et
entrée du génome dans le noyau, (3) Expression du génome et réplication des RNPv, (4)
Transcription des ARNv en ARNm et traduction en protéines virales, (5) Exportation des
RNPv a partir du noyau et (6) Assemblage et bourgeonnement des nouveaux virions (Figure

IL5).

IL1.5.1. Attachement du virus a la cellule hote et entrée du virus

Les glycoprotéines HA, qui se présentent sous forme de spicules a la surface de la
membrane virale, sont trés importantes a ce stade puisqu’elles se lient aux acides sialiques
exprimés a la surface de la cellule hote. Le virus pénetre alors dans la cellule par endocytose
(essentiellement médiée par des molécules de clathrine) et se retrouve dans un endosome
(Matlin et al., 1981). 11 a également ¢été rapporté que les virus filamenteux pourraient entrer
par micropinocytose (Rossman et al., 2011). Les facteurs de 1’hote Rab 5 et Rab 7
(Sieczkarsky et Whittaker, 2003) et IFITM (interferon-inducible transmembrane protein)

(Feeley et al., 2011) interviennent durant la phase d’internalisation virale.

I1.5.2. Libération et entrée dans le noyau des RNPv

Le canal ionique M2 présent dans 1I’enveloppe virale permet I’influx de protons de
I’endosome vers I’intérieur de la particule virale. Cette acidification de I’intérieur du virus
aboutit a la dissociation entre les protéines M1 et la RNPv (Bouvier et Palese, 2008). Les
membranes de 1’endosome et du virus vont également fusionner pour former des pores de
fusion par lesquels les RNPv, préalablement dissociés des protéines de la matrice, seront
libérées dans le cytosol. Le processus est initi€ par un changement conformationnel qui
aboutit a I’exposition d’un peptide fusogéne de la HA. Enfin, les RNPv ainsi libérés dans le
cytoplasme seront transportés vers le noyau par les facteurs d’import nucléaire cellulaires, les

importines a et B (Cros et al., 2005).
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Figure IL.5: Cycle de réplication des virus grippaux A. (Arias et al., 2009).

I1.5.3. Transcription et réplication du génome viral

La transcription et la réplication du génome viral se font dans le noyau et font
intervenir le complexe polymérase formé par les protéines virales PB1, PB2 et PA. La
réplication du génome viral consiste en la synthése d’ARN complémentaire simple brin
positif (ARNc) qui servira de matrice pour la synthése de I’ARN génomique viral (ARNvV)
(Hu et al., 2017).

I1.5.4. Traduction des protéines virales

L’ARN messager (ARNm) viral synthétis¢ est transporté vers le cytoplasme ou il sera
traduit par la machinerie cellulaire en protéines virales. Les ARNm viraux générés lors de
I’infection grippale présentent une terminaison 5’ en coiffe et une queue polyA a I’extrémité
3’. La traduction des protéines virales fait intervenir les facteurs elF4F (eukaryotic initiation
factor-4A) composé de trois sous-unités (e[F4A, elF4E et e[F4G) qui interagit avec I’ARNm
assurant le recrutement des ribosomes qui vont former le complexe 48S et ainsi initier la
traduction de ’ARNm une fois le codon d’initiation détecté (Yangiiez et al., 2011). Le virus
influenza, via la protéine non-structurale NS1, bloque la traduction de I’ARNm cellulaire en

altérant ’export des ARNm cellulaires du noyau vers le cytoplasme (Walsh et al., 2013).

La synthése des protéines virales se fait par le détournement de la machinerie
cellulaire, limitant ainsi la traduction des protéines de I’hote en faveur des protéines virales

(Matsuoka et al., 2013).
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I1.5.5. Export des RNPv du noyau vers le cytoplasme

L’export nucléaire des RNPv nouvellement synthétisés nécessite I’intervention des
protéines NS2/NEP (Iwatsuki-Horimoto et al., 2004), de la protéine M1 (Bui et al., 2000) et
de I’exportin 1 de ’hote (CRM1 ou Xpol) (Neumann et al., 2000). La partie C-terminale de
la protéine M1 interagit directement avec la RNPv, alors que la partie N-terminale se lie a
NS2/NEP. Ainsi, la RNPv est exportée du noyau vers le cytoplasme sous forme d’un

complexe M1-NEP-CRM1 (Hu et al., 2017).

I1.5.6. Assemblage et bourgeonnement du virus

Suite a la synthese de son génome viral et des protéines qui lui sont indispensables, le
virus entre dans une phase d’assemblage et de bourgeonnement au niveau de la membrane
plasmique de la cellule hote. Le bourgeonnement au niveau des cellules épithéliales polarisées
s’effectue au niveau de la région apicale (Matsuoka et al., 2013). Ainsi, les protéines de
surface du virus sont transportées et insérées au niveau de la membrane plasmique de 1’hote.
Deux modeles hypothétiques ont été suggérés pour expliquer le processus d’assemblage et de

bourgeonnement du virus :
1. Le mod¢le d’assemblage au hasard (random packaging model) (Nayak et al., 2009).

2. Le modele d’assemblage spécifique (specific packaging model). Selon ce modele, les

signaux portés par les segments viraux contrdlent 1’assemblage du virus (Gerber et al.,

2014).

La protéine M2 joue un role essentiel durant la formation des nouvelles particules
virales. La protéine M1 intervient en derni¢re phase pour le bourgeonnement de la particule
virale. De plus, M1 et NP interagissent avec les composants du cytosquelette de la cellule
hote, tels que ’actine, stimulant ainsi le transport des RNPv vers le site de bourgeonnement.
La libération des nouvelles particules virales par la cellule hote est finalisée par 1’action de la

NA qui va cliver le résidu de I’acide sialique (Shim et al., 2017).

Cycle de réplication des virus grippaux A. Apres endocytose, les complexes
ribonucléoprotéiques viraux (RNPv) sont libérés dans le cytoplasme et transportés ensuite
vers le noyau ou la réplication et la transcription ont lieu. Les ARN messagers sont exportés
vers le cytoplasme pour étre traduits. Les protéines virales précoces nécessaires a la
réplication et a la transcription, sont renvoyées vers le noyau. Plus tard dans le cycle

d'infection, les protéines M1 et NS2 facilitent I'exportation nucléaire des RNPv nouvellement
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synthétisés. PB1-F2 s'associe aux mitochondries. L'assemblage et le bourgeonnement des

virions de la progéniture se produisent au niveau de la membrane plasmique.

I1.6. Modes de transmission du virus

I1.6.1. Par voie aérienne

Le virus diffuse par voie aérienne, dans les gouttelettes provoquées par la toux, les
éternuements ou les postillons chez une personne infectée, dans un périmetre d’au moins d’un
metre et reste vivant de 8 a 48 heures a ’air libre. Il s’agit soit de grosses particules (> 5p),
soit de microparticules mesurant moins de 10 p et qui constituent de véritables aérosols
infectieux, c’est une contamination directe (Gallaher et al., 2009). Par contact rapproché
(embrassade, poignée de mains): cette transmission de personne a personne se fait par
contamination manuportée et la personne qui a les mains contaminées s’infecte
habituellement en se touchant les yeux, le nez ou la bouche, si elle ne met pas en ceuvre les
mesures ¢lémentaires d’hygiene des mains. Par contact avec des objets contaminés par un
malade (toilettes, poignée de porte, boutons d’ascenseurs, etc.). Il s’agit d’une contamination
indirecte (Gallaher et al., 2009). La figure II. 6 montres les mécanismes d’émergence d’un
nouveau sous-type de virus influenza. (A) Le réassortiment génétique s’explique par
I’échange de segments de géne entre deux virus influenza A, lors de la co-infection d’une
méme cellule donc d’un méme hote (aviaire, porcin ou humain). Ce mécanisme est
I’hypothése expliquant I’émergence des virus responsables des pandémies de 1957 (Grippe
Asiatique) et de 1968 (Grippe de Hong Kong). En 1957, le virus émergent A(H2N2) est le
résultat de I’acquisition sur le fond génétique du virus A(HIN1) humain circulant depuis
1918, des segments HA, NA et PB1 d’un virus aviaire A(H2N2). En 1968, aprés acquisition
par ce virus A(H2N2) d’une HA et du segment PB1 d’un virus aviaire A(H3N2), émergea le
virus A(H3N2) circulant encore aujourd’hui. (B)L’hypothése de 1’émergence du virus
A(HINTI), responsable de la pandémie de 1918, serait celle de ’adaptation a ’homme d’un
virus d’origine aviaire par accumulation de mutations, principalement au niveau des segments

de géne HA et PB1. Cette hypothése est controversée.
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Figure I1.7: Mécanismes d’émergence d’un nouveau sous-type de virus influenza par
réassortiment génétique (A) ou transmission directe (B) (Bouscambert, 2010).

11.6.2. La transmission aérienne

Chez les patients exposés aux aérosols ou lors des techniques instrumentales en
réanimation (intubation et ventilation assistée) est possible (Jain et al., 2009). Au Royaume-
Uni et aux Etats- Unis, les taux de cas secondaires dans les ménages ¢taient de 7 et 13 %,
respectivement, avec un risque accru d’infection chez les enfants (Gallaher et al., 2009). La
transmission du virus de la grippe A(H1N1)2009 est facile et rendue encore plus efficace dans
les lieux clos ou confinés, tres fréquentés (les transports communs, les collectivités comme les
écoles, casernes...) favorisant I’extension de la pandémie. En effet, de nombreuses épidémies
ont eu lieu dans les écoles, les garderies et les hopitaux de fagon superposable a celle de la
grippe saisonniere. La diffusion mondiale rapide a été favorisée par le transport aérien
(Epelboin et Macey., 2009). La transmission est aussi observée entre les porcs et les humains
et de la volaille aux humains ou aux chats. Les virus influenza équins peuvent aussi étre

transmis aux chiens (Knipe et Howley, 2007).

I1.7. Mode¢les animaux pour I’étude du virus de ’influenza

Les hotes naturels du virus d’influenza sont les oiseaux aquatiques chez lesquels on
retrouve tous les sous types d’influenza répertoriés. Toutefois, le spectre d’hdtes du virus
influenza est large et certains sous-types du virus peuvent affecter des oiseaux non-aquatiques
ou des mammiferes tels que les chiens, chevaux, porcs et furets. La capacité du virus a passer
la barriere des especes est due au fait que le virus de I’influenza cible des récepteurs

cellulaires présents chez une grande variété d’animaux (Suzuki, 2005). Ce large éventail
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d’hdtes susceptibles permet d’avoir un vaste choix de modéles animaux bien que cela

nécessite parfois une adaptation de la souche virale a 1’hote.
a) Le modéle souris

Le modele souris est le modele animal le plus fréquemment utilisé dans 1’étude du
virus influenza (Barnard 2009). Cependant, la souris n’est pas un hote naturel et 1’utilisation
d’une nouvelle souche nécessite généralement une adaptation tel que ce fut le cas pour la
souche A/HINI1/PR8/34 (Narasaraju et al., 2009). Toutefois, il a ét¢ observé que des
souches de virus d’influenza de type H5SN1 d’isolats humains (Lu et al., 1999) ou de souches
hautement pathogenes tels que les souches pandémiques de 1918 (Medina et al., 2010) ou
2009 (Manicassamy et al., 2010) ¢taient naturellement pathogenes chez la souris. En
revanche, la pathologie et la transmission du virus ne sont pas comparables a ce que ’on
observe chez I’humain. Malgré tout, de par I’abondance des réactifs pour ce modele, la souris
reste le choix de prédilection pour 1’é¢tude des différents acteurs de la réponse immunitaire et

le développement de traitements antiviraux.
b) Le modéle furet

Le furet (Mustela putorius furo) est naturellement susceptible aux souches influenza
humaines, notamment di a la distribution similaire des récepteurs dans les tractus
respiratoires des deux especes (Van Riel et al., 2007). Ainsi, contrairement au modele souris,
une adaptation au virus n’est pas nécessaire (Maher et DeStefano, 2004). De ce fait, le
mode¢le furet a largement été étudi€ en ce qui concerne la transmission (Maines et al., 2009),
la pathogenése (Govorkova et al., 2005) et le développement de nouveaux traitements anti-

grippaux (Mishin et al., 2005).

I1.8. Médicaments et traitements pharmacologiques anti-influenza

Il existe plusieurs médicaments et traitement d’anti-influenza, mais nous allons citer

dans ce qui suit que quelques-uns.

I1.8.1. Les bloqueurs de canaux ioniques
Les premiers traitements anti-influenza ont été développés dans les années 1960. 11
s’agit de composés chimiques de type adamantanes (e.g. Amantadine, Rimantadine) ayant la

capacité¢ de bloquer les canaux ioniques M2 du virus (Moss et al., 2010) I’obstruction du
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canal ionique bloque I’acidification de la particule virale ce qui empéche I’entrée du génome

viral dans la cellule hote et donc I’initialisation de la réplication.

I1.8.2. Les inhibiteurs de neuraminidase

Une autre classe de médicaments efficace contre le virus influenza sont les inhibiteurs de
neuraminidase (NAI) tels que le Zanamivir et I’Oseltamivir. Les NAI inhibent le détachement
du virion depuis la cellule infectée (Moss et al., 2010). Les NAI limitent donc la propagation
du virus et diminue la durée de I’infection mais ces médicaments ne bloquent pas I’initiation
de I'infection. Comme pour les adamantanes, des souches résistantes a ces médicaments ont

émergé et ont diffusé de maniere prépondérante dans la population (Dharan et al., 2009).

I1.8.3. Autres traitements en voie de développement

De nombreux autres médicaments anti-influenza sont en développement et en essais
cliniques. Certains visent a améliorer I’efficacité des traitements actuels par exemple en
prolongeant la demi-vie des réactifs, alors que d’autres visent a inhiber d’autres voies de la
réplication du virus tels que les inhibiteurs de ARN-polymérase ou I'utilisation de sialidases
capables de cliver les récepteurs du virus influenza a la surface des cellules cibles (Moss et
al., 2010). Il existe deux approches vaccinales contre le virus de I’influenza, les vaccins
mactivés et les vaccins vivants atténués. Ces vaccins sont trivalents, constitués de trois
souches circulantes de virus influenza : une souche A/HINI1, une souche A/H3N2 et une
souche d’influenza de type B (Couch, 2008). Les variants qui constituent les vaccins sont
sélectionnés selon les recommandations de 1’organisation mondiale de la santé (OMS) qui se
réunit deux fois par an afin d’anticiper les futures souches circulantes (Barr et al., 2010). La
composition des vaccins est renouvelée chaque année pour s’adapter aux modifications du
virus, mais en cas d’écart de prédiction entre les anticipations de I'OMS et les souches
circulantes, ou en cas d’émergence de nouvelles variantes ou de nouveaux sous-types,

I’efficacité de la protection peut s’en trouver amoindrie (Monto et al., 2009).

I1.9. Diagnostic

De fagon générale, le diagnostic d’une infection virale repose sur le diagnostic direct
qui permet de mettre en évidence le virus (microscopie €lectronique, culture cellulaire) ou un
de ses constituants (antigeénes viraux, ARN viral) et le diagnostic sérologique réalisé sur une
paire de sérums prélevés a deux semaines d’intervalle. Nous avons le diagnostic

moléculaire qui comporte : Les méthodes de biologie moléculaire par PCR. (La PCR en temps
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Figure I1.6: Test d’hémagglutination, (Eisfeld, 2014).

réel utilise le principe de base de la PCR classique, amplification cyclique d’un fragment
d’ADN, basée sur une réaction enzymatique), Diagnostic immunologique (Tests rapides
immunochromatographiques et immunoenzymatiques et les méthodes d’immunofluorescence)
- Diagnostic par isolement en culture cellulaire, s’agissant du diagnostic indirect nous avons
le diagnostic sérologique. Dans ce travail, les méthodes des diagnostics n’ont pas étaient

détailler ni toutes citer.

11.9.1. Isolement du virus

L'isolement viral peut étre conduit sur des lignées cellulaires de type MDCK (Madin-
Darby canine kidney) et/ou sur des ceufs embryonnés de 10 jours d’age. Les ceufs embryonnés
sont considérés comme la méthode de référence pour l'isolement et la propagation (Clavijo et
al., 2002). Plusieurs lignées cellulaires sont appropriées pour la propagation des virus
influenza telles que les cellules Vero, les MRC-5, les BHK-21 et les MDCK. Cependant,
depuis 1966, les cellules MDCK sont les plus souvent utilisées pour la propagation et la
réplication (Gaush et al., 1966). Plus tard, d’autres études ont mentionné I’importance de
l'addition de la trypsine pour l'obtention de résultats d’isolement et de propagation plus
efficaces (Meguro et al., 1979). La trypsine est une enzyme qui facilite la propagation des
VIs sur les MDCK en clivant le précurseur HAO en deux sous-unités fonctionnelles (HA1 et
HA2) (Meguro et al., 1979). Les virus influenza peuvent se répliquer dans les MDCK
pendant 24 a 48 h. La durée de réplication pourra aller jusqu'a 3 a 4 jours si la concentration

initiale du virus est faible, la croissance dans les MDCK induit la production d’effets
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cytopathiques (CPE), libérant ainsi le virus et permettant le titrage du virus a partir du

surnageant cellulaire.

I1.9.2. Test d’hémagglutination : test HA

L'agglutination se produit en présence de la glycoprotéine de surface 'HA' qui se lie
spécifiquement aux récepteurs cellulaires des globules rouges (GRs). Le test HA est une
méthode peu colteuse rapide et simple a pratiquer (Francis et al., 1944). La lecture de la
plaque est alors effectuée a I'ceil nu apres une période d’incubation par détermination de la
derni¢re dilution présentant une réaction d’hémagglutination (Figure I1.8) (Eisfeld et al.,

2014).

HA positif = agglutination des GRs (une nappe au fond du puits). HA négatif = les GRs
migrent au fond du puits pour former une pastille rouge ou "bouton". (a) Puits de gauche =
HA négatif. Puits du milieu = HA positif et le puits de droite = HA partiel. (b) Image d’une

plaque a fond conique durant un test HA.

11.9.3. Test d’infectivité

Reed et al. (1938), ont décrit le principe du test TCID50. Le test d’infectivit¢ TCID50
est une mesure quantitative directe du nombre de puits dans lesquels 50% des cellules
présentent des effets cytopathiques (CPE). En bref, les cellules MDCK sont mises en culture
la veille (Eisfeld et al., 2014). Par la suite, une dilution en séric de I’échantillon viral est
effectuée dans du milieu de culture. Les plaques sont ensuite mises a incuber a 37°C avec 5%
de CO,. La lecture microscopique des plaques consiste a déterminer la derniere dilution ou

I’on peut observer des effets cytopathiques (Figure I1.9) (Smither et al., 2013).

11.9.4. Traitements et résistances

L'oseltamivir, commercialisé sous le nom de Tamiflu est l'antiviral le plus utilisé
présentement. Il est synthétisé a partir de I'acide shikimique, un composé¢ ne présentant
aucune activité antivirale. L'acide shikimique est présent, entre autres, dans les aiguilles de
Pinus banksiana (pin gris) (Sarkar et Malhotra, 1979) et de Abies balsamea (Sapin baumier)
(Li et al., 2007). On retrouve aussi ce composé dans la pelure, la pulpe et les feuilles de Ficus

carica (Figuier commun) (Oliveira et al., 2009).

Actuellement, le meilleur traitement contre I’influenza est un moyen préventif : les
vaccins, ils permettent de réduire le nombre de cas d'infections mais aussi de diminuer les

complications qui peuvent nuire grandement a la santé des personnes a risques. Cependant, ils
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Figure I1.7: Images microscopiques des effets cytopathiques (CPE) induits par des virus
influenza sur des cellules MDCK. A gauche, le contréle négatif = absence des virus
influenza. A droite, présence des effets cytopathiques apres infection par VI K173 de sous-
type HIN1. (Eisfeld, 2014).
ne peuvent contrer 100% des infections. Lorsque l'infection survient, un traitement antiviral

peut parfois étre nécessaire si les symptomes sont trop importants.

Quatre agents anti viraux ont été approuvés par la FDA pour lutter contre 1'influenza :
I'amantadine, la rimantadine, Poseltamivir et le zanamivir (Sugrue et al., 2008) (voir
ANNEXE 2). L'amantadine a été approuvée en 1976 et est active contre le type A. Cet
antiviral se lie a la protéine M2, ce qui bloque I'ouverture du canal ionique et empéche ainsi la
décapsidation des virus. Il entraine par contre plusieurs effets secondaires comme des
¢tourdissements, de l'insomnie et des nausées. Des études démontrent aussi que le virus
développe rapidement une résistance a cette drogue. Pour cette raison, il est suggéré de faire
usage de celle-ci en cas de pandémie seulement. La rimantadine agit de la méme facon sauf
qu'elle engendre moins d'effets secondaires. L'oseltamivir et le zanamivir sont deux
inhibiteurs de la NA. En ciblant le site actif de cette protéine, ils empéchent celle-ci de cliver

l'acide sialique et interférent donc dans le relachement des virus (lors du bourgeonnent).
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La modélisation d’un systéme consiste en I’établissement d’un modéle mathématique
décrivant ce systéme, dans le but de trouver une solution analytique permettant de prévoir son
comportement dans certaines conditions par I’introduction de paramétres. La simulation
informatique utilise a cette fin des algorithmes de programmation, basés sur des relations
arithmétiques et logiques, écrits dans des langages définis. Elle est aujourd’hui présente dans
tous les domaines de recherche : physique, chimie, biologie, économie et autres. La modélisation
a I’échelle atomique et moléculaire permet d’explorer la matiére, sa réactivité, ses propriétés
thermodynamiques, structurales et mécaniques. Elle vise la compréhension et la prédiction du
comportement de la matiére sous différentes conditions de pression ou de température par
exemple. Elle peut ainsi éviter de lourds travaux expérimentaux, apporter des €léments nouveaux
de compréhension ou d’orientation de I’expérience. Elle trouve particulierement bien sa place en
biologie, a une période ou ’abondance de données impose un rythme de calcul effréné, elle met
en jeu des méthodes de calcul théorique dont les principales font appel a la mécanique
moléculaire, la dynamique moléculaire et a la mécanique quantique afin de déterminer la
géométrie des atomes d’une molécule ainsi que ses propriétés physicochimiques (Gubbins,
2004).

Les méthodes de chimie computationnelle jouent un réle important dans l'obtention des
géométries moléculaires et de la prédiction de diverses propriétés, dont les chercheurs ne sont
pas capables d’obtenir autrement (Hehere,1995). Les méthodes de corrélation ab-initio
couteuses sont requises pour l’obtention des propriétés physiques et chimiques hautement
précises pour les molécules construites a partir d’éléments électronégatifs, la méthode de la
théorie de la densité¢ fonctionnelle (DFT) offre une alternative de méthodes computationnelles

moins couteuses qui pourrait relativement gérer des molécules larges (Davidson E.,1991).

II1.1. Méthodes de 1a modélisation moléculaire

La modélisation moléculaire s’aveére indispensable pour [Dinterprétation et la
compréhension des observations expérimentales. Dans le domaine moléculaire, toutes les
propriétés sont reliées a la nature et la forme de la molécule. Pouvoir optimiser la géométrie
d'une molécule par un modele théorique (méthodes de chimie quantique) c'est approcher sa
conformation moléculaire observée expérimentalement (Humbel et al., 1996 ; Lerbet-Sereni,

2004).

Ces méthodes peuvent étre relativement simples et utilisables rapidement ou au contraire

elles peuvent étre extrémement complexes et demander des centaines d’heures de temps
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d’ordinateur, méme sur un super-ordinateur. En plus, ces méthodes utilisent souvent des moyens
infographiques trés sophistiqués qui facilitent grandement la transformation de quantités
impressionnantes de nombres en quelques représentations graphiques facilement interprétables
(Cancé et al., 2000).

Différentes approches sont envisageables dans le cadre des outils de modélisation
moléculaire. Si ceux de mécanique classique, économiques en termes de temps de calcul,
permettent de traiter des systémes moléculaires de grande taille, les méthodes quantiques (ab
initio, semi-empiriques ou théorie de la fonctionnelle de la densité) sont, quant a elles, capables
de calculer les propriétés €lectroniques des systemes. C’est pour cette raison que ces approches

ont été employées dans le cadre de cette étude (Almi et al.,2015).

I11.1.1.La mécanique quantique (MQ)

La chimie quantique applique les principes de la mécanique quantique aux systémes
moléculaires pour tenter de résoudre 1I’équation de Schrodinger (Cance et al., 2006). En effet, le
comportement ¢électronique et nucléaire des molécules, étant responsable des propriétés
chimiques, peut étre décrit de fagon réaliste a partir de cette équation. Différentes méthodes de
résolution ont alors été¢ développées. En particulier, le développement grandissant des moyens
informatiques ont permis le développement de ces méthodes (Hladik et al., 1997). Nous
distinguons trois approches :

- Les méthodes ab initio : elles visent a la résolution de I’équation électronique de
Schrodinger pour déterminer la fonction d’onde approchée du systéme étudié ;

- La théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT) : elle recherche la densité
¢lectronique la plus proche possible en partant du principe que la densité¢ électronique d’un
systéme d’électron détermine toutes les propriétés de ce systeme ;

- Les méthodes semi-empiriques : elles sont une simplification des méthodes ab initio et
sont paramétrées de fagon a reproduire des résultats expérimentaux. Les méthodes semi-
empiriques sont surtout utilisées pour des systémes moléculaires de trés grande dimension ou

pour une premicre optimisation de structures moléculaires (Hladik et al., 1997).

III.1.1.1 Bases de la mécanique quantique

Les travaux effectuent au début du vingtieme siécle par Planck, Einstein, Bohr, De Broglie,
Schrodinger et Heisenberg ont abouti a 1’élaboration de la mécanique des microsystémes. En
1925, grace aux efforts de W. Heisenberg et E. Schrodinger et de P. Dirac, J. Von Neumann, N.

Bohr, M. Born et d’autres, une nouvelle mécanique a été créé : la mécanique quantique (Dirac,
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1964 ; Landau et al., 1967), qui a permis déterminer 1’état électronique d’un systéme d’atomes,
mais aussi ’ensemble de ses propriétés observables (structurales : géométries, angles,
longueurs... ; énergétiques : énergies de liaison, d’excitation... ; spectroscopiques : fréquences de
vibration, spectres UV-visible, IR et microonde... ; électroniques, magnétiques et réactionnelles :

barriéres d’activation...).

Les méthodes de modélisation basées sur la mécanique quantique (Leach, 1996) visent a
décrire le systeme étudié par une fonction d’onde qui peut théoriquement €tre déterminée par
résolution de I’équation de Schrodinger (Schrodinger,1926). Cette ¢€quation relie les états
stationnaires d’un systéme moléculaire et les énergies qui y sont associ€ées a un opérateur
Hamiltonien et a leur fonction d’onde.

A¥Y=EY¥Y (Gubbins, 2004).....(1)
ou H est I"opérateur hamiltonien et E est I’énergie du systéme.

L'hamiltonien H total d’une molécule comportant N noyaux et n électrons, est défini par
la somme de cinq termes (terme cinétique des électrons, terme cinétique des noyaux, terme de
répulsions ¢électrons - électrons, terme de répulsions noyaux-noyaux et terme d’attractions
¢lectrons - noyaux) (Loete, 1984).

Dans le cas général des systémes d’intérét chimique, qui sont le plus souvent
polyatomiques et multi-électroniques, cette équation ne peut €tre résolue analytiquement. Des
approximations ont donc été proposées. L’approximation de Born et Oppenheimer (Born et
Oppenheimer, 1927) établit que la grande différence de masse et donc de vitesse qui existe
entre noyaux et €lectrons implique que leurs mouvements peuvent étre ¢tudiés séparément. On
peut alors considérer le comportement des €lectrons dans une molécule en supposant que les
noyaux occupent les positions fixes dans ’espace. On aboutit alors a I’équation de /’équation de

Schrédinger électronique :

Hel Wel = EelPel  (W. Hehere,1995).....(2)

Ce hamiltonien électronique comprend trois contributions ; la premiére est relative a
I’énergie cinétique des électrons, la seconde a I’attraction entre noyaux et électrons et la dernicre

correspond a la répulsion coulombienne entre électrons (Loete, 1984). On écrit :
R n 1 2 n M ZA n n 1
i = _Z Syl Z z oy z z — Davidson,1991)...(3
1=12 1 i=14=p=1TIA i=14md j>1 1] ( )
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ouVi est 'opérateur énergie cinétique correspondant a I’électron i, n désigne le nombre
d’¢électrons du systéme, M est le nombre de noyaux, ZA est le numéro atomique de ’atome A et
rij est la distance entre les électrons i et j.

L’hamiltonien du systéme s’obtient en ajoutant a ’hamiltonien électronique le terme de

répulsion entre noyaux Unn :

H= Hel + Unn (Humbel et al ., 1996)...(4)
Unw -, M % (Lerbet-Sereni, 2004)...(5)

et RAB désigne la distance entre les noyaux A et B.

Ce dernier terme peut étre considéré comme constant. En conséquence, on peut écrire :
E= Eel+ Unn (Cance et al., 2006)....(6)

On peut exprimer ’hamiltonien électronique sous la forme de deux contributions ; un

opérateur de ceeur H et un opérateur de répulsion inter-électronique :

flel = Aoy, o, L (Almi et al.,2015)...(7)

rij

Avec :

flo= -3, 2 72 +7 (Hladik et al.,1997)...(8)

.ou i et j se rapportent a 2 ¢€lectrons du systéme et ou Vi est 'opérateur associé¢ a I’interaction
attractive noyaux-¢électrons.

Dans I’approximation orbitale, la fonction d’onde électronique Wel définie ci-dessus est
représentée par un déterminant de Slater 9 (Slater, 1929 ; Slater, 1974) construit a partir de
fonctions monoélectroniques produits d’une orbitale spatiale et d’une fonction de spin : les spins
orbitales y. Une telle fonction a I’avantage de vérifier le principe d’exclusion de Pauli (Pauli,
1925).

L’opérateur Hc est une somme de termes monoélectriques. L’énergie a pour expression :

E=<Wel | Eei| Wel >=Y7%_, H% +Xr_, Y% ,(Jxi-Kxz) (Dirac,,1964)...(9)
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ou ¥ est la fonction d’onde multi-électrique (n électrons) dont le déterminant de Slater est
construit a partir de n spin orbitales. Les méthodes dites du champ auto-cohérent ou SCF (Self
Consistent Field) utilisent le principe variationnel pour résoudre I’équation (Dirac, 1964). Le
meilleur ensemble de spins orbitales est celui qui minimise I’énergie, tout en vérifiant le principe
d’ortho normalité des autres spins orbitales (Hilico, 1965).

Cette approche meéne a la définition de ’opérateur, ou hamiltonien, de Hartree-Fock qui vérifie
la relation :

F(1) = H(1) +XN,[Ji(1) -Ki(1)] ‘Heisenberg,1949)...(10)

Ou H¢ est I’hamiltonien de ceeur relatif & un électron, Ji (1) et Ki (1) sont respectivement les
opérateurs coulombiens et d’échange.

Les équations de Hartree-Fock :

FXK = exx, (Landau et Lifchitz,1967)...(11)

Définissent un ensemble de fonctions permettant de construire un déterminant de Slater
qui approche le mieux la fonction d’onde multi¢lectronique du systéme étudié. En pratique, pour
résoudre ces €équations, il faut connaitre les spins orbitales solution de 1’équation Leach, 1996 et
qui définissent les opérateurs J et K. C’est donc un processus itératif avec une estimation initiale
de la matrice de densité, jusqu’a ce que le systeme ait atteint sa cohérence interne, d’ou le nom
de méthode du champ auto-cohérent.

L’application de I’approximation LCAO (Linear Combination of Atomic Orbital) aux
fonctions propres de 1’opérateur de Hartree-Fock méne aux équations de Roothan ( Roothan,

1951):

FC=SCE (Leach, 1996)...(12)

ou F est la matrice de Fock, C est la matrice des coefficients des orbitales atomiques dans les
orbitales moléculaires, S est la matrice de recouvrement des orbitales atomiques et E est la

matrice diagonale des énergies.

II1.1.1.2 Les méthodes ab initio

Les méthodes ab initio sont des méthodes non empiriques, toutes les intégrales sont
rigoureusement calculées et il n’y a pas d’approximation a faire sauf celle de Born Oppenheimer

et I’approximation OM-CLOA. Dans les méthodes ab-initio, toutes les particules (noyau et
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¢lectrons) sont traitées explicitement. On n’utilise aucun parameétre empirique dans le calcul de
I’énergie (Piron, 1998).

Les méthodes ab initio se divisent en deux sous familles : les méthodes Hartree - Fock
(HF, RHF, UHF, ROHF) (Hartree, 1928 ; Fock, 1930), et les méthodes post Hartree-Fock,
(MPn, CAS, ...) (Moller, 1934). La principale différence entre ces deux méthodes est que les
interactions électroniques sont négligées dans les méthodes HF et réintroduites dans les
méthodes post HF. Ces méthodes ne peuvent étre appliquées qu’a des systémes de quelques
dizaines d’atomes pour les méthodes HF et d’une dizaine d’atomes seulement pour les méthodes

post HF (Rencher ; Schaalje, 2008).

II1.1.1.3 La théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT)

La théorie de la fonctionnelle de la densité est basée sur le postulat propose par Thomas et
Fermi qui dit que les propriétés €lectroniques peuvent étre décrites en terme de fonctionnelles de
la densité électronique, en appliquant localement des relations appropriées a un systéme
¢lectronique homogéne (Domingo et al.,2008).

Hohenberg et Kohn, en 1964 (Becke, 1993; Lee et al, 1988) ont repris la théorie de

Thomas-Fermi et ont montré qu’il existe une fonctionnelle de 1’énergie E[p(r)] associée a un
principe variationel, ce qui a permis de jeter les bases de la théorie de la fonctionnelle de la
densité est basée sur le théoréme Hohenberg-Kohn établit que 1’énergie d’un systéme dans son
¢tat fondamental est une fonctionnelle de la densité ¢lectronique de ce systéme, p(r), et que toute
densité, p’(r), autre que la densité réelle conduit nécessairement a une énergie supérieure
(Hohenberg et Kohn, 1964).

Ainsi contrairement aux méthodes précédentes, la théorie de la fonctionnelle de la densité
ne consiste pas a chercher une fonction d’onde complexe, vy, a 3N-dimensions décrivant le
systéme a étudier, mais plutoét une simple fonction a trois dimensions : la densité électronique
totale p. Il existe trois types de fonctionnelles énergies d’échange-corrélation : les fonctionnelles

locales, les fonctionnelles a correction du gradient et les fonctionnelles hybrides (Kohn, 1996).

I11.1.1.4 Les méthodes semi-empiriques

Dans les méthodes ab-initio, la quasi-totalité du temps de calcul est consommé par les
calculs des intégrales, et dans le but de réduire ce temps de calcul, il est nécessaire de simplifier
les équations de Roothann (Mateke, 2005).

Une méthode semi-empirique est une méthode dans laquelle une partie des calculs nécessaires

aux calculs Hartree-Fock est remplacé par des parametres ajustés sur des valeurs expérimentales
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(I’hamiltonien est toujours paramétrée par comparaison avec des références). En générale, toutes
ces méthodes sont tres précises pour des familles de produits données voisines de celles utilisées
pour la paramétrisation. Selon la nature des approximations utilisées (Dugas, 1996), on distingue
plusieurs variantes :

e CNDO/2 : (Complete Neglect of Differential Overlep) 1 méthode semi-
empirique, elle a été proposée par Pople, Segal et Santry en 1965. Méthode présentant certains
défauts entre autres : elle ne tient pas compte de la régle de Hund.

e INDO: (Intermediate Neglect of Differential Overlap) Proposée par Pople, Beveridge
et Dobosh en 1967. Elle permet de distinguer entre les états singulets et les états triplets d’un
systeme en conservant les intégrales d’échange.

e Méthode NDDO (Neglect of Diatomic Differential Overlap): propose par Pople en
1965. Toutes les intégrales bi¢lectroniques bicentrées sont retenues.

e  MINDOY/3: Proposée par Bingham, Dewar et Lo en 1975. Paramétisation effectuée en
se référant aux résultats expérimentaux et non pas aux résultats ab-initio, de plus I’algorithme
d’optimisation utilisé est tres efficace (Davidon- Fletcher-Powel). Cependant, elle surestime la
chaleur de la formation des systémes insaturés et sous-estime celle des molécules contenant des
atomes voisins ayant des paires libres.

e MNDO: (Modified Neglect of Diatomic Overlap) Proposée par Dewar et Thiel en
1977. Méthodes basées sur I’approximation NDDO (Neglect of Diatomic Differential Overlap)
qui consiste a négliger le recouvrement différentiel entre orbitales atomiques sur des atomes
différents. Cette méthode ne traite pas les métaux de transition et présente des difficultés pour les
systémes conjugueés.

e AM 1 : (Austrin Model 1) Proposée par Dewar en 1985. Il a tenté de corriger les
défauts de MNDO.

e PM 3 : (Parametric Method 3) Proposée par Stewart en 1989. Présente beaucoup de
points en commun avec AMI1. D’ailleurs il existe toujours un débat concernant les mérites
relatifs de paramétrisation de chacune d’elles.

e SAM 1 : (Semi-ab initio Model 1) La méthode la plus récente proposée par Dewar en

1993. Elle inclut la corrélation électronique.
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II1.2. Caractérisations spectrales

I11.2.1. Analyse IR

La spectrométrie infrarouge est 1’'un des outils les plus utilisés pour la caractérisation et
I’identification des molécules organiques. La spectrométric IR est une méthode de
caractérisation rapide et sensible de la plupart des molécules existantes (Biémont, 2008). Son
utilisation est simple et le colit de son instrumentation en fait un outil accessible a la plupart
des laboratoires. La spectrométrie infrarouge est la mesure de la diminution de I’intensité du
rayonnement qui traverse un €chantillon en fonction de la longueur d’onde A (Biémont, 2008).
Le rayonnement infrarouge dispense suffisamment d’énergie pour stimuler les vibrations
moléculaires a des niveaux d’énergie supérieurs. La spectrométrie infrarouge s'utilise
principalement pour l'analyse qualitative d'une molécule en mettant en évidence la présence de
liaisons entre les atomes (fonctions et groupements). La majorité des applications se situe
entre 2,5 et 15 pum soit en nombre d'ondes de 4000 cm™ a 670 cm™ (IR moyen) (Sutour,
2010). La zone du spectre comprise entre 1500 et 600 cm™ contient plusieurs bandes difficiles
a interpréter : on l'appelle la région d'empreintes (digitales). Elle est toutefois utile pour
déterminer l'identité du composé. Lorsque les bandes de cette zone sont identiques, on a

affaire a la méme molécule (d'ou son nom ...) (Daher,2012).

L'autre région entre 1500 et 4000 cm™! plus facilement exploitable est celle des groupes
fonctionnels. Suivant ces régions, des phénomenes différents sont observés en spectroscopie
IR. Il est arbitrairement divisé en 3 catégories, le proche infrarouge (0,8 a 2,5 um), le moyen
infrarouge (2,5 a 25 um) et le lointain infrarouge (25 a 1000 um) (Figure III1.1). (Daher,2012).

10" 10" 10* 10f 107 10° 10° 10* 10° 107 10" 1

I T T T TR N T O M B
N —— 1T 1 1 1

Rayons 1| Rayons X | Ultraviolet Vis|  Infrarouge | M1

Régions | ondes

Ondes radio

---------- g visible
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Région Longueur d’onde A (m)
IR proche | Near IR (NIR) 0.78107-2,510%
IR moyen Mid IR (MIR) 2.5105-510°
IR lointain Far IR (FIR) 5105-1107
A (m) 107 10°¢ 10° 10 10°

V' (em) 12.800 4,000 200 10

Figure III.1: Domaines spectraux du rayonnement ¢lectromagnétique (Dalibart, 2012).

I11.2.2.Modes de vibrations moléculaires
Lorsqu'une molécule absorbe de I'énergie sous la forme d'un rayonnement IR,
I'amplitude des vibrations des liaisons moléculaires augmente, le retour a I'état normal libeére de
la chaleur. Plusieurs modes de vibrations sont possibles pour un groupe d'atomes donné. A
chacun correspond une fréquence caractéristique. Ces modes fondamentaux sont responsables
des principales bandes d'absorption. L'absorption du rayonnement IR par les composés
organiques correspond a deux types principaux de vibrations :
e Vibration de valence ou d'¢longation
e Vibration de déformation angulaire
Une vibration de valence (d’allongement ou d’élongation) est un mouvement des
atomes le long de I’axe de la liaison. Ce mouvement implique une variation de la distance
interatomique. Les vibrations de valence sont représentées par « v ». Ces vibrations se situent
dans la région du spectre allant de 4000 & 1000 cm'".
Symétrique (vs ) : vibration avec conservation de la symétrie moléculaire.
Asymétrique (vas ): vibration avec perte d'un ou plusieurs ¢léments de symétrie de la molécule
exige plus d’énergie ; o(vas ) > o(vs). Les vibrations de déformations sont d’intensité plus faible
que celle des vibrations de valence. Elles sont nombreuses et beaucoup plus sensibles a
l'environnement car elles ont besoin pour se produire d'un volume plus important et risquent
donc d'étre entravées par la présence d'atomes voisins. Ces vibrations constituent la région du

spectre dite « empreinte digitale » (1000 a 600 cm™). Elles sont souvent difficiles a attribuer.

I11.2.3. Analyse RMN
A la différence des spectroscopies IR et UV-visible, la RMN n'est pas une spectroscopie

d'absorption mais de résonance.
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La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) est une technique puissante pour ’analyse
d’objets biologiques a 1°‘échelle atomique. Tout d’abord, elle fournit des informations sur la
structure tridimensionnelle des molécules, en menant des expériences indiquant I’organisation
spatiale relative des atomes (Hahn, 1950).

Les noyaux sont caractérisés par un spin nucléaire et un moment magnétique nucléaire qui

sont tous deux quantifiés : ils sont équivalents a de petits aimants (Hahn, 1950).

=yl (Richet, 1893 ).......... (13)

Avec :

I:spin
[: moment magnétique nucléaire

vy : rapport gyromagnétique du noyau considéré

111.2.3.1 "H-RMN

La RMN du proton se limite a 1’étude des noyaux d’atomes d’hydrogéne qui sont désignés
sous terme de «proton» car ils sont constitués d’un seul et unique proton. Elle est
particuliérement intéressante en raison de I’abondance d’atomes d’hydrogéne dans les molécules

organiques (Dckinson, 1950).

Un spectre RMN comporte des pics ou séries de pics appelés « signaux » correspondants a la
résonance des différents protons présents dans la molécule. Ces signaux sont placés sur un axe
horizontal indiquant une grandeur appelée « déplacement chimique » notée d et exprimée en
partie par million (ppm). Le déplacement chimique refléte le décalage entre la fréquence
de résonance des protons de la molécule étudiée et une fréquence de résonance prise pour
référence. En général la fréquence prise pour référence est la fréquence de résonance des protons

de la molécule de tétramethylsylane (TMS) (Procyor et Yu, 1950; Almanac, 2007).

111.2.3.2 3C-RMN

Les spectres RMN du carbone '3C sont enregistrés le plus souvent sur la gamme 0-185
ppm en découplage proton de maniere a ce que chaque carbone apparaisse sous la forme d'un
singulet. Les glissements chimiques des carbones étant influencés principalement par leur
densité électronique, les carbones présentant de faible densité électronique, de nature carbonyle
ou aromatique, résonnent aux champs faibles (130-185 ppm) alors que les autres carbones

(aliphatiques par exemple) ont des signaux RMN qui se situent dans la gamme 0-110 ppm.
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La RMN du *C a un certain nombre de complications qui ne sont pas rencontrées en RMN
du proton. Notamment, la RMN du '*C est beaucoup moins sensible, puisque l'abondance
naturelle est faible (1,1% des carbones au total), c’est une méthode peu sensible. Si la qualité des
spectres et la quantité d'information dépend en partie de l'appareillage (300 MHz en routine
actuellement). Le nombre quantique de spin (spin) est de 1/2 (comme 'H) (Corticchiato et

Casanova, 1992).

II1.3. Corrélations qualitatives (SAR) et quantitatives (QSAR) structure
activité
I11.3.1. Introduction
Un modele QSAR est un modele mathématique qui décrit la relation quantitative entre les
structures chimiques et leurs propriétés, par exemple une propriété physico-chimique ou une
activité biologique. Les QSAR sont formés aux données expérimentales relatives aux produits
chimiques ayant des structures connues, a I’aide de méthodes d’apprentissage automatique et de
méthodes statistiques, et peuvent €tre utilisés pour prédire I’activité des produits chimiques en
fonction de leurs structures (ECHA, 2008 ; Cherkasov et al., 2014). Le QSAR quantitatif fait
référence a la nature des descripteurs (variables indépendantes) et de la méthode de modélisation
et non au criteére modélisé (variable de réponse), qui peut €tre quantitatif / continu (par exemple,
IC50) ou qualitatif / catégorique (par exemple actif versus inactif) (ECHA, 2008). La méthode
plus simple de la relation structure-activité (SAR), qui relie qualitativement une (sous) structure
a une activité, est étroitement liée a la QSAR. Contrairement aux QSAR qui résultent d'analyses
statistiques de données expérimentales, les SAR sont généralement basés sur des connaissances

expertes et sont codés dans des systémes experts (Dearden et al., 1997).

Les QSAR sont des approches non expérimentales et d’autres approches connexes non
expérimentales incluent des approches de regroupement utilisant par exemple: lectures croisées
et systémes experts, qui peuvent étre des combinaisons de SAR, QSAR et bases de données
(Rosenberg, 2017). Ensemble, ces approches non expérimentales reposent sur le principe de
similarité¢ structurelle, c’est-a-dire [’hypothése selon laquelle des produits chimiques
structurellement similaires présentent un comportement similaire (dans des organismes vivants),
et sont utilisés pour faciliter I’évaluation des propriétés des produits chimiques en étendant les

informations existantes (Rosenberg, 2017).

L’exemple le plus ancien du SAR remonte a 1868 (Crum-Brown, 1868), lorsque deux

scientifiques britanniques, Alexander Crum-Brown et Thomas Fraser, publiérent une étude sur la
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réaction entre la structure chimique et 1’activité physiologique. Dans les décennies qui suivirent,
Richet établit une relation entre la toxicité et les propriétés physicochimiques d’une série de
composés organiques polaires (éthers, alcools, cétones), indiquant que « plus ils sont solubles,
moins ils sont toxiques » (Richet, 1893). De maniére indépendante, Meyer et Overton ont décrit
une corrélation linéaire entre la lipophilie (coefficient de partage huile — eau) et les effets
biologiques (narcotiques), la « théorie lipoide de la narcose » (Zur, 1899). En 1962, Hansch et
coll. publiérent leur étude sur la corrélation de I’activité biologique de substances régulatrices de
la croissance végétale (acides phénoxyacétiques monosubstitués sur le cycle benzénique) avec
les constantes de substitution de Hammett et ’hydrophobicit¢ (Hansch, 1962; Hansch et al.,
1962).

Le terme de relations structure-activité¢ (R.S.A) décrit la relation existant entre structure
chimique et activité pharmacologique pour une sériec de composés (Wermuth et al,. 1998), en

terminologie anglo-saxonne, on utilise le terme de structure-activity relationship ou SAR.

I11.3.2. Développement QSAR

La curation et la préparation de la qualité des données influant fortement sur la qualité et
les performances du modéle QSAR construit (Fourches et al., 2015 ; Giitlein et al., 2013; Ingle
et al., 2016) les étapes de la collecte, de la conservation et de la préparation des données revétent
une grande importance pour 1'¢laboration des QSAR et doivent respecter certains principes

(Huang et al., 2016).
Le développement des modeles QSAR suit un flux de travail général commencant par :
1) la collecte, la conservation et la préparation des ensembles de données ;

2) la génération et la sélection de descripteurs chimiques a utiliser comme variables

indépendantes ;
3) la phase de construction du mod¢le ;
4) une validation statistique des données ;

Un modéle QSAR est construit a l'aide d'un ensemble d'apprentissage, constitué¢ de
structures chimiques et de données expérimentales connexes. Les structures chimiques sont
représentées par des descripteurs chimiques (ce qui va suivre dans les points suivants) qui sont

utilisés comme variables indépendantes dans le modele. Le terme validation est défini au sens
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large comme “le processus par lequel la fiabilité et la pertinence d'une approche, méthode,

processus ou évaluation particulier est établie pour un objectif défini (Rosenberg, 2017).

Cependant, cette définition est plutot abstraite dans un contexte QSAR et une définition
plus opérationnelle de la validation a donc été proposée (Worth et al., 2007): «La validation
d’un (Q) SAR est le processus par lequel la performance et I’interprétation mécanique du modele

sont évaluées pour un but particulier ". L'évaluation de la performance se référe ici a la
validation statistique du modele (Rosenberg, 2017). Le terme AD en tant que terme général est
défini comme « l'espace de réponse et de structure chimique dans lequel le modele établit des

prévisions avec une fiabilit¢ donnée » (Netzeva et al., 2005).

1.16.2.1 Les propriétés « drug-like »

La découverte de nouveaux médicaments (<K drug discovery >>) est un processus
extrémement long et fastidieux. Les différentes étapes sont illustrées de fagon schématique dans
la figure 111.2 (Lamarre, 2016). Au cours des phases successives, des milliers de molécules
doivent étre triées et sélectionnées, pour aboutir & un nombre tres restreint de candidats. Pour
chaque nouveau médicament, le temps passe depuis la premiere étape, au cours de laquelle une
cible biologique pertinente dans un processus pathologique donné est identifiée, jusqu’a la mise
sur le marché d’un composé tourne autour d’une moyenne d’environ 12 a 15 ans (Lamarre,

2016).

Quelle que soit I’origine des composés cribles, la construction d’une base de molécules
implique généralement I’application d’un certain nombre de filtres employés pour s’assurer que

les molécules possédent des propriétés compatibles avec une application biologique.

On parle de propriétés < drug-like >>. Les bases de ces caractéristiques ont été établies par
Lipinski et al. (Lipinski et al., 2012) a travers la « rule-of-five > ou « regle des cinq >>. Elles
décrivent de fagon simple quelques indicateurs de la biodisponibilité que sont la masse
moléculaire, la lipophilicité et le nombre de donneurs et d’accepteurs de liaison hydrogene

(Lipinski et al., 1997).
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Figure II1.2 : Etapes du processus de découverte des médicaments.

Ces regles ont évolué depuis pour répondre aux nouvelles connaissances dans les domaines
de la pharmacodynamique et de la pharmacocinétique, mais le principe est resté le méme, a
savoir €tablir un certain nombre de critéres permettant de réduire la base de ligands a I’essentiel,
ce qui revient idéalement a sélectionner uniquement des molécules pertinentes biologiquement,

tout en n’en excluant aucune (Leeson et Springthorpe, 2007; Elkaim, 2011).

Lipinski a défini un ensemble de regles permettant d’estimer la biodisponibilit¢ d’un
composé par voie orale a partir de sa structure bidimensionnelle (2D). Ces régles concernant les
propriétés physico-chimiques ont ¢été définies aprés 1’analyse de 2245 médicaments

commercialisés ou en phase finale de développement (Aurélien, 2006) :

e Le poids moléculaire du composé ne doit pas étre supérieur a 500 u.m.a.

e Le logarithme décimal du coefficient de partage eau / 1-octanol, noté log P, doit étre
inférieur a 5.

e Le nombre de donneurs de liaisons hydrogeéne doit étre inférieur a 5.

e Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogene doit étre inférieur a 10.

Les composés dont les propriétés physico-chimiques ne satisfont pas au moins deux des
régles sont fortement susceptibles de présenter des problémes d’absorption ou de perméabilité

(Aurélien, 2006).
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La « régle des 5 » a été mise au point a partir de composés administrables par voie orale
ayant passé avec succes la phase II des tests cliniques. Ce n’est donc pas une méthode pour
distinguer les composés étant potentiellement des médicaments de ceux n’en étant pas, mais
plutdt une méthode pour identifier les composés ayant une faible absorption ou une faible

perméabilité¢ (Harkati, 2016).

[.1.1.1 L.16.2.2 Les régles de Veber

Les regles Veber suggerent que la flexibilité moléculaire et la surface polaire (PSA) sont
des déterminants importants de la biodisponibilité orale (Veber et al., 2002). Il est bien connu
qu'une biodisponibilité orale élevée est un facteur important pour le développement de molécules
bioactives en tant qu'agents thérapeutiques. La réduction de la flexibilité moléculaire (mesurée
par le nombre de liaisons rotatives) et la faible surface polaire sont des prédicateurs importants

de la bonne biodisponibilité orale (Remko, 2006).

Pour une biodisponibilité orale idéale, il existe deux autres descripteurs identifiés par

Veber et al (Veber et al., 2002):

(1) Les liaisons rotatives sont inférieures a 10.
(2) La surface polaire est inférieure a 140 A2,

Le nombre de liaisons rotatives (NRB) a été¢ défini comme une simple liaison, non pas dans
un cycle, liée a un atome non terminal (c'est-a-dire non hydrogéne). Sont exclues du compte les
liaisons amide C-N en raison de leur barricre a I'énergie de rotation élevée (Remko, 2006).
D'autre part, la surface polaire (PSA) qui est formée par des atomes polaires d'une molécule.
C'est un descripteur qui montre une bonne corrélation avec le transport moléculaire passif a

travers les membranes, et permet donc d'estimer les propriétés de transport des médicaments.
I11.3.3. Outils et techniques de QSAR

I11.3.3.1 Relation structure activité quantitative

Les équations QSAR prennent la forme générale suivante :

Activité biologique = fonction {paramétre(s)}
Dans I’équation, 1’activité biologique est normalement exprimée comme log [1/(symbole
de concentration)], ou c’est généralement la concentration minimum requise pour causer une

réponse biologique définie (Thomas, 2003). La relation mathématique entre un parametre ou
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plusieurs paramétres physicochimiques et I’activité biologique d’un composé peut étre exprimée

a travers 1’équation de Hansch :

Log 1/C =-K;(logP) * + K> log P +K3 6 + K Es + K5 (Santiso et Gubbins, 2004)..(14)

Ou :Log P: Coefficient de partition octanol-eau Ki, K:K3, K4: Constantes, C: La dose
effective minimum, © : Effet électronique ( Hammet substituant constant ). L’équation de
Hansch est utilisée pour prévoir I’activité biologique de composés dont la structure est semblable
a ceux utilisés pour former cette équation et peut etre également utilisée pour montrer le degré

d’importance de différents parametres sur ’activité biologique (Bohm, 2000).
1.16.3.1.Paramétres biologiques

Les données biologiques sont habituellement exprimées sur une échelle logarithmique en raison
de la relation linéaire entre la réponse et le logarithme de dose dans la région centrale de la
courbe de log dose-réponse (Gonzalez-Diaz et al., 2007). Les logarithmes inverses de l'activité
(log 1/C) sont également utilisés pour obtenir des valeurs mathématiques plus). élevées lorsque
les structures sont biologiquement tres efficaces. Des exemples de données biochimiques ou

biologiques, utilisés dans I'analyse de QSAR, sont décrits dans le tableau III.1 (Selassie,2003).

Tableau III.1 : Types de données biologiques utilisées dans 1’analyse QSAR.

Source d’activité Parameétres biologiques

1. Récepteurs isolés

Constante de vitesse Logk
Constante de Michaelis-Menten Log 1/Kn
Constante d’inhibition Log I/K;
2. Systémes cellulaires

Constante d’inhibition Log 1/ICso

Résistance croisée Log CR
Données biologiques in vitro Log 1/C
Mutation de géne Log TAogs
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3. Systémes in vivo
Facteur de bioconcentration Log BCF
Vitesses de la réaction in vivo Log I (induction)
Vitesses pharmacodynamiques Log T (clairance totale)

111.3.3.2 Propriétés moléculaires et leurs paramétres

Quelques parametres descriptifs de molécules sont énumérés dans le tableau I11.2

Tableau III-1 : Paramétres physico-chimiques et intrinseques.

Propriété moléculaire Interaction correspondante Paramétres
Lipophilie Interaction hydrophobe Log P, X, m, f, Rm
Polarisabilité Interaction de  Van-der | MR, MV

Waals
Densité électronique Liaisons ioniques, | g, R, F’
hydrogéne, interactions
dipole-dipole, liaisons,
transfert de charge.
Topologie Interaction stérique Es, 1y, distances, volumes.

Log P : coefficient de partition, 7T : constante de Hansch (constant de substitut lipoidique), f : constante de fragment

hydrophobe, MR : réfraction moléculaire, MV : volume moléculaire, 0 : constante de Hammett, F, R : paramétres
de champ et de résonance, E; : constante de Taft (aspect stérique), ry: rayon moyen (rayons de Van-der-Waals de

substituants symétriques).

I11.3.3.3 Descripteurs moléculaires

Les descripteurs moléculaires sont des propriétés numériques qui peuvent étre calculées a
partir de la table de connectivité d’une molécule ou d’une représentation planaire (2D) ou
tridimensionnelle (3D) de la structure. Chaque descripteur peut lui-méme comporter une ou

plusieurs dimensions (Scotti et al al., 2007).

I11.3.3.3.1 Descripteurs 2D

Les descripteurs 2D sont des propriétés numériques qui peuvent étre calculées a partir de la

table de connectivité d’une molécule ou d’une représentation planaire (2D) de la structure. Ils
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sont basés sur les ¢léments présents, les charges partielles, la nature des liaisons (Solomonov et

al., 1985). On peut calculer ainsi :

des propriétés physiques : polarisabilité, charge totale, réfractivit¢é moléculaire, masse,
densité, coefficient de partage eau/octanol (log P) ...

des approximations d’aires de surfaces : surface de Van der Waals, surface accessible au
solvant...

le dénombrement des atomes, liaisons et pivots ;

des indices de formes et de connectivité : indices de Kier et Hall (Hall et Kier, 1991);
des descripteurs topologiques : matrices de distance et de connectivité ;

les dénombrements de fonctions pharmacophoriques : donneurs, accepteurs de liaison
hydrogene, polaire (donneur et accepteur), positif, négatif, hydrophobe et autres ... ;

les descripteurs de charges partielles : charge partielle positive (négative) totale, aire de la
surface de Van der Waals positive (négative), aire de la surface de Van der Waals polaire,

les indices de Hansch (Kubinyi, 1993) : r,setp; ....

I11.3.3.3.2 Descripteurs 3D

Les descripteurs 3D décrivent des objets tridimensionnels et se répartissent en 2 groupes:

ceux qui ne dépendent que des coordonnées internes de la molécule et ceux qui dépendent de son

orientation absolue (Hunh, 2007). Parmi tous ces descripteurs, on peut citer:

>

les descripteurs de 1’énergie potentielle : valeur de 1’énergie potentielle et composante de
cette énergie : Van der Waals, électrostatiques, atomes « hors-du-plan », torsion,
solvatation, etc. ;

des descripteurs de formes et de volumes : aire et volume de Van der Waals, surface
accessible au solvant, moment d’inertie, globularit¢ (molécule sphérique, plane ou
linéaire) ;

des descripteurs du moment dipolaire : orientation et intensité ;

les champs de potentiel d’interaction moléculaire : stérique, électrostatique, lipophile,
donneur ou accepteur d’hydrogene;

les descripteurs électroniques : densité électronique, distribution de charges ;

les descripteurs quantiques basés sur les orbitales moléculaires : TQSI (Robert et al.,
1999), MQSM (Robert et al., 1999), QS-SM (Amat et al., E2003) ;

les descripteurs de spectres énergétiques : IR, RAMAN, RMN (Bursi et al., 1999 ;
Turner et al., 1997).
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Le choix des descripteurs dépend des outils dont on dispose, de la nature des composés
décrits et de la propriété ciblée. L’expérience du modélisateur est, ici, mise a contribution

(Tuppurainen et al., 2002).

Préparation des DONNEE d’entrée
(activité biologigue, struciure)

Optimisation de la géométrie 3D

{conformation, alignement )

]

Descripteur Descripleur Descriptewr activid
= 1 2 m
Maolécule X Kz Kim LnliC
1
MMolécule X Mo Mz LnliC
[ Calcul des descripteurs 2
l Molécule X Koz K Lnl/iC
n

régression)

Analyse statistigue
(Sélection de caractéristique,

Interprétation, validation et
prévision.

Construction de modéle QSAR

/[

.'}Il.‘u'_ild

M

KK

Expérimental

Figure II1.3: Principes d’une génération de modele QSAR en 2D et 3D.

I11.3.3.4 Les descripteurs géométriques

Ils sont basés sur 1‘arrangement spatial des atomes constituant la molécule et sont définis
par les coordonnées des noyaux atomiques et la grosseur de la molécule représentée. Ces
descripteurs incluent des informations sur la surface moléculaire obtenue par les aires de Van
Der Waals et leur superposition (Labute, 2000). Les volumes moléculaires peuvent étre obtenus
par les volumes de Van Der Waals (Higo et Go, 1989), parmi ses descripteurs on peut trouver :
le nombre de liaisons rotatives, la surface de Van Der Waals, noté SVDW, le volume de Van Der

Waals, not¢ VVDW ; nous avons utilisés dans nos travaux, :
- Le volume moléculaire : noté MV, en cm?, est défini par la formule suivante :
MV = MW (Hehere1995)......(15)

Avec : MW est le poids moléculaire et d la densité.
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I11.3.3.5 Les descripteurs physico-chimiques

Les descripteurs physicochimiques, (ou indices physicochimiques) certains d’entre eux
reflétent la composition moléculaire du composé (le nombre et le type d‘atomes et de liaisons
présents dans la molécule, le nombre de cycle, les propriétés donneur/accepteur de liaison H,
cation, anion, etc....) (Bosque et al., 2003). D’autres représentent le caractére hydrophile ou
lipophile de la molécule généralement évalué¢ a partir du coefficient de partage Octanol/eau

représenté par le log P (Viswanadhan et al., 1989) on trouve :

-Le coefficient de partage Octanol/Eau : Le transport, le passage a travers les membranes et
l'activité pharmacologique d'une molécule peuvent étre conditionnés par son partage entre une
phase lipidique et une phase aqueuse, c'est-a-dire son caractere hydrophile. Celui-ci peut étre
quantifi¢ par le coefficient de partage Octanol-Eau, noté¢ (log P), qui mesure la solubilité
différentielle d'un soluté dans ces deux solvants non miscibles (Leo et Hansch, Elkins,1971).

C‘est une mesure importante pour l'identification de la similarité médicamenteuse, selon la régle
de Lipinski, les médicaments délivrés par voie orale doivent avoir des valeurs de log P

supérieures ou égales a -2 et inférieures ou égales a 5) (Lipinski et al., 1997).

Il est défini par la formule suivante :
Log P = log [Octanol]/[H20] (Davidson,1991) ....(16)

[Octanol] et [H20] sont les concentrations du soluté dans 1'Octanol et I'eau.

Les composés qui ont les valeurs de log P > 0 sont dites lipophiles, et les composés qui
ont les valeurs de log P <0 sont dites hydrophiles. Si le Log P est positif et trés ¢élevé, cela
exprime le fait que la molécule est plus soluble dans 1'Octanol que dans 1'eau, ce qui refléte son
caractere lipophile, et inversement, si le Log P est négatif cela signifie que la molécule est

hydrophile. Un Log P nul signifie que la molécule est aussi soluble dans un solvant que dans

['autre.

-La réfractivité moléculaire : notée (MR), en m*/mol, est le volume de la substance absorbée

par mole de cette substance. Elle est définie par -Lorentz (, 1880) par la formule suivante :

MR (n®—1) Mw (Humbel et al.,1996)....(17)
= . mbel et al.,
m2+2) d
Ou : MW est le poids moléculaire ; d est la densité ; n est 1‘indice de réfraction ; MW/d:

volume.
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La réfractivité moléculaire est également proportionnelle a la polarisabilité o €, par la relation

suivante (C. Hansch et al., 1995):

MR =4/31 NA ae (Lerbet-Sereni, 2004)...(19)

Ou : NA est le nombre d'Avogadro qui est, le nombre de molécules dans une mole de substance,

NA =6.022 10 *

- I’indice de réfraction ; noté n, est défini par la formule de suivante (Cherkasov et al.,

2014) :

RSS (Cancés et Maday, 2000).... (20)
n-P-1

- Dont : p est le nombre de descripteurs utulises dans la construction d’un modele et n le nomre

de donnees d’apprentissage

La polarisabilité (ae); en (m®), est 1‘aptitude a la déformation du nuage électronique de la
molécule sous 1‘influence d‘un champ ¢électrique uniforme. Cest 1‘un des parameétres qui
traduisent les propriétés moléculaires liées a 1°hydrophobie et par conséquent aux activités

biologiques (Cammarata, 1967 ; Hansch et Coats, 1970 ).

ae =0,3964308 x MR (Almi et al., 2015)...(21)

- La densité, (d) ; en (kg/m?), est liée a la masse et la taille de la molécule. C’est le rapport du

poids moléculaire MW au volume moléculaire MV :

d::%%; (Hladik et al., 1997).....(22)

L'augmentation de la pression augmente la densité, alors que I'augmentation de la température

diminue généralement la densité, mais il y a des exceptions ; I’eau.

I11.3.3.6 Les descripteurs quantiques/électroniques

Ces descripteurs caractérisent la distribution de charge des molécules (polarité des molécules).

Les approches de la chimie quantique nous donnent acces a des informations supplémentaires
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telles que des données structurales, énergétiques, électroniques et spectroscopiques des systémes

¢tudiés (Neese, 2006). Parmi elles on peut trouver :

- L’énergie totale : Pour une molécule isolée a 1’état fondamental, I’énergie totale calculée,

notée E;, mesurée en eV, peut étre utilisée comme descripteur moléculaire quantique.

- Le moment dipolaire ; 1, mesuré en debye (D), mesure la polarité nette moléculaire, et décrit
la séparation de charge dans une molécule ou la densité d'électrons est partagée inégalement
entre les atomes. L’existence d’un moment dipolaire dans une molécule a son origine dans la

différence d’¢lectronégativité entre les atomes.

La densité électronique ; est plus ¢élevée au voisinage de ’atome le plus électronégatif. Ceci
entraine une dissymétrie dans la répartition des é€lectrons de liaison. Ainsi, plus le moment

dipolaire d“une molécule est ¢élevé, plus la dissymétrie dans la molécule est importante.

- Les énergies des orbitales frontiéres : jouent un role majeur dans de nombreuses réactions

chimiques et dans les mécanismes réactionnels. (Neese, 2006 ; Franke, 1984).

-L’énergie HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital; not¢e EHOMO, mesurée en eV, est
le niveau d'énergie le plus élevé dans la molécule qui contient des €lectrons, il est directement li¢
au potentiel d'ionisation. Lorsqu'une molécule agit comme une base de Lewis (un doublet
d'¢lectrons donneur) dans la formation d'une liaison, les électrons sont alimentés a partir de cette
orbitale. Il mesure la nucléophilie d'une molécule et caractérise la susceptibilité de la molécule a

l'attaque par des électrophiles (Atkins et de Paula, 2002).

-L’énergie LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital :ELUMO, mesurée en eV, est le
niveau d'énergie le plus bas dans la molécule qui ne contient pas d'¢lectrons, il est directement lié
a l'affinité d'électron. Lorsqu'une molécule agit comme un acide de Lewis (un doublet d'électrons
accepteur) dans la formation de liaisons, des doublets d'¢lectrons entrants sont regus dans cette
orbitale. Il mesure 1’¢lectrophilicité d'une molécule et caractérise la susceptibilité de la molécule

a l'attaque par les nucléophiles (Atkins et de Paula, 2002).

- Le Gap énergétique ; ou bien 1’écart HOMO-LUMO, noté E gap, mesuré en eV, traduit
I’énergie comprise entre 1’orbitale moléculaire la plus haute occupée et la plus basse vacante,
C’est un indice de stabilité important. Cette différence d’énergie sert de mesure de 1‘excitabilité
d’une molécule. Ainsi, plus I’intervalle d’énergie sera faible et plus la molécule pourra interagir

avec l‘environnement, un grand écart HOMO-LUMO implique une grande stabilité pour la
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molécule dans le sens de sa faible réactivité dans les réactions chimiques, et de méme, un faible

¢cart implique une grande réactivité de la molécule (Lewis et al., 1994 ; Zhou et Parr 1990).

I11.3.4. Méthodes de validation statistique du modele QSAR

Une fois qu'un modele a été développé, il doit étre validé sur le plan statistique pour son
ajustement, la statistique est « la science dont l'objet est de recueillir, de traiter et d'analyser des
données issues de l'observation de phénomenes dans lesquels le hasard intervient (phénomeéne
aléatoire) ». En outre, I'analyse des données est utilisée pour décrire, comprendre et gérer les
phénomenes étudiés, faire des prévisions et prendre des décisions utiles dans la plupart des
disciplines, le modele statistique est une équation donnant la valeur de la variable cible en
fonction de la somme des valeurs pondérées des descripteurs. Apres le recueil des descripteurs,
la démarche statistique consiste a traiter et interpréter les informations recueillies sur ces
molécules elle comporte deux grandes classes : la statistique descriptive et la statistique

décisionnelle ou prédictive.

Le mode¢le statistique est une équation donnant la valeur de la variable cible en fonction de
la somme des valeurs pondérées des descripteurs, les principaux outils statistiques pour obtenir

un modele sont :

PLS = Partial least square (Moindre carré¢).

IDLS = Iterative double least square (Double moindres carrés itératif).

PM = Priority matrix (Matrice de priorité).

MNN = Multilayer neural networks (Réseaux de neurones multicouches).
MLR = Multiple linear regression (Régression linéaire multiple).

PCA = Principal component analysis (Analyse en composantes principales).

Dans I’ensemble de nos travaux, nous avons utilisé la régression linéaire multiple MLR qui sera

développés dans ce qui va suivre.

I11.3.4.1 La régression linéaire multiple

La régression linéaire multiple MLR est l'une des méthodes de modélisation les plus
populaires grace a sa simplicité d'utilisation et d’interprétation. L'avantage important de la

régression linéaire multiple est qu’elle est tres transparente, puisque 1'algorithme est disponible,
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et que les prédictions peuvent tre réalisées facilement, cette méthode a été utilisée aussi pour la

sélection des descripteurs (Roy et al., 2015).

La méthode MLR se base sur I’hypothése que la propriété Y dépend linéairement des différentes

variables (les descripteurs) X;,X>, .....,X;, selon la relation :
Y=, X, . ... X) ( Dodge, 2007)...(23)
ouf (X;, X, ..., X est une fonction linéaire de Xi, X2, ..., X; .

Le modele mathématique peut se présenter sous la forme :
Y= a+¥i P b X, (Dirac, 1964).....(24)
ou (bj) sont les coefficients de régression et (a) la constante de régression.

I11.3.4.2 Les Coefficients et tests statistiques standards

Afin de déterminer la qualit¢é d’un modele, différents paramétres statistiques sont
employé, les coefficients de corrélation qui sont régulicrement utilisés dans les études du QSAR

, sont décrits dans cette partie.

I11.3.4.3 Coefficient de corrélation r et coefficient de détermination r*
C’est I’indicateur statistique le plus répandu est le coefficient de corrélation qui évalue la

part de la variance de l'activité / la propriété cible expliquée par le modele.

La valeur de r est telle que -1 <r < +1. Les signes + et - sont utilisés pour les corrélations
linéaires positives et corrélations linéaires négatives, respectivement. Si le prédit et les valeurs
observées ont une forte corrélation linéaire r est proche de 1, cependant s'il n'y a pas de

corrélation linéaire ou une faible corrélation lin€aire, r est proche de 0.
La valeur du coefficient de corrélation peut étre fortement influencée par un point éloigné.
Le coefficient de détermination r* est la mesure de degré de liaison entre Yn et Xj.

1% est déterminé par différentes relations suivantes (Simon, 1974) (Tableau I11.3):

2 ESS _TSS-RSS _ 4 _ RSS (Heisenberg, 1949)...(25)

I = =
TSS TSS TSS

avec ESS =3 (Y ica -Y)? et RSS= Y (Yi,abs-Yi,cal )?
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Un bon ajustement correspondra a un r? proche de ’unité.

II1.3.5. Validations des modéles

Quel que soit le but ultime du modéle QSAR, il doit étre obligatoirement validé avant
d’étre interprété ou utilisé a des fins prédictives (Chemical Computing Group Inc, 2006). I
existe différentes solutions pour s’assurer de la validité d’'un modéle. La validation croisée LOO
(leave-one-out) est un processus qui permet de tester la précision prédictive d’un modele. Cette
méthode est basée sur le calcul de quelques parameétres statistiques tels que : la somme des
carrée résiduels PRESS, Somme des carrés totaux TSS, qualité d’ajustement 12,q;, coefficient de
corrélation de validation croisée r’cv, la validation standard des erreurs de prédiction (SPRESS)
et ’erreur de prédiction (PE). Ces parametres statistiques sont calculés a partir des relations

suivantes :
PRESS=>(Yabs-Yca ) (Slater,1974)....(26)
TSS=>(Yabs- Y )2 (Pauli, 1925)....(27)

2 =(n-1%) (”_‘1) (Hilico ,1965)....(28)

n-pP-1

2oy = ] DRESS (Roothan,1951)...(29)
v TSS

Piron,1998).....(30
SPRESS — ,PR:SS ( )--.--(30)

PE =0.6745 (1-r*)A//n  (Rencher et Schaalje, 2008)...(31)

Ici, Yabs et, Yca sont les valeurs expérimentales (observées) et prédictives (calculées) de
l'activité respectivement. ¥ est la valeur moyenne de Yabs, n est le nombre de composés utilisés,
p est le nombre de paramétres (descripteurs) utilisés dans le modeéle. Pour un modéle fiable, les
valeurs r’cv doivent étre > 0.6. Le modeéle est considéré comme excellent, si r’cy est > 0.9. La
performance du modele (sa capacité prédictive ou sa puissance prédictive) peut étre donnée par

PSE (ou Spred).

Les SPRESS ainsi que les PSE (Present State Examination) sont de bons parameétres a
utiliser pour discuter des incertitudes dans la prédiction. Plus la valeur de ces parameétres est

faible, meilleure sera la capacité prédictive du modele (Fortuné, 2006).

64



CHAPITRE II ASPECTS THEORIQUES DE LA MODELISATION MOLECULAIRE

On soutient que PRESS est une bonne estimation de l'erreur prédictive réelle du modele.
Si PRESS est plus petit que SSY, le modele prédit mieux que le hasard et peut étre considéré
statistiquement significatif. Le rapport PRESS / SSY peut étre utilisé pour calculer des
intervalles de confiance approximatifs de prédiction de nouvelles observations (composés)
(Chemical Computing Group Inc, "MOE", 2006), ou F= ESS/p .n—p—1/RSS , le test de Fischer
permet de tester I’hypothése nulle selon laquelle chaque B est significativement différent de zéro,
ce qui est signe d’une relation évidente entre la variable expliquée et les variables
explicatives.Intuitivement, nous rejetterons I'hypothése nulle lorsque la somme des carrés
expliquée par la régression est grande. En d'autres termes, la région critique de ce test est de la
forme (F >seuil). Si la quantité F observée dépasse le seuil, on rejette 'hypothése Ho dans le cas

contraire, on accepte Ho . (Aoumeur et al., 2018 ) .

I11.3.6. Applications de la methode du QSAR
QSAR est utilisée dans de nombreux domaines de la recherche sur les produits chimiques,
tels que la découverte de médicaments et la toxicologie (Cherkasov et al., 2014), et sont

notamment utilisés pour:

 augmenter la quantité d'informations (toxicologiques) sur les produits chimiques

» aider a hiérarchiser et a classer les produits chimiques / médicaments pour des tests plus
poussés ou ¢évaluation ( Han et al., 2011).

* aider le chimiste (médical) a optimiser les structures en fonction d'une cible donnée

(Gutman, 1994).
» aider a concevoir des produits chimiques de substitution plus stirs.

* contribuer a la réduction et au remplacement des tests sur animaux (Burden et al., 2000).
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Parmis les objectifs de notre travail, nous avons étudi¢ expérimentalement l'activité
antivirale de la molécule 1,7,7-trimethylbicyclo [ 2,2,1] heptan-2-one * Camphre * synthétisée
au niveau du laboratoire de phytopharmacie HOLLAND BARETT « Royaume-Uni» . Pour
atteindre cet objectif, l'expérimentation de l'activité antivirale de la molécule sur le virus de
I’influenza a été realisée au niveau du service de Virologie Humaine « Centre National de

Références pour la Grippe » Institut Pasteur - Sidi Fredj- Alger.

IV.1. Préparation des cultures cellulaires et virales

Pour évaluer I’activité antivirale du Camphre sur le virus de 1’influenza, la souche et le
protocole expérimentale ont été fournis par le laboratoire de Virologie de I’institut Pasteur « Sidi

Fredj » Algérie.

IV.1.1. Titrage du virus et détermination de la dose infectieuse de culture tissulaire
DICTso)

Principe

La dose qui infecte 50% de cellules en culture (DICTs¢) est une méthode pour quantifier
I’infectivité virale dans 1’échantillon, le test TCID50 (Median Tissue Culture Infective Dose) est
utilis¢ afin de déterminer le titre infectieux d’un échantillon donné, elle se fait par la
détermination de la dilution la plus élevée de I’échantillon qui peut infecter 50% des cellules en
culture. Dans cette procédure, 1’échantillon du virus est dilué¢ de facon croissante dans une
plaque de 96 puits contenant une nappe confluente de cellules MDCK. Aprées détection du virus,
nous observons pour chaque dilution le nombre de cupules positives et le nombre de cupules
négatives. Ceci permet alors de définir la dose de virus qui infecte la moitié des cupules.
(Protocole utiliser au niveau de I’institut Pasteur : WHO Manual on Animal Influenza. Diagnosis

and Surveillance).
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IV.2. Matériel

- Plaques de 96 puits a fond plat contenant des cellules MDCK.
- Souche de virus a titré (G243/12AH1N1pdm) proviennent de I’institut Pasteur.
- Microscope inversé
- Milieu de croissance virale : ( DMEM + TPCK -Trypsine )
- 0,1% TPCK-Trypsine:( L-1Tosylamide-2-Phénylethyl =~ Chloromethyle Ketone)

(2mg /ml) fournis par le laboratoire de Pharmacie King’s College of London.

IV.3. Méthode

IV.3.1. Entretien des cellules
Les cellules MDCK (Madin Darbin Canine Kidney) cellules de reins de chien qui sont

sensibles au virus de la grippe proviennent de I’institut Pasteur. Ces cellules sont cultivées en
adhérence dans du milieu EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium ) complémenté de sérum
feetal bovin (FBS), leur temps de regénération est d’environ 24h, ce sont des cellules adhérentes
polarisées et souvent utilisées comme modele dans des recherches fondamentales pour étudier
les mécanismes de transport et d’adressage de protéines dans les tissus (Cordat, 2006).

Trypsinisation des cellules : Aprés deux lavages au PBS (Solution tampon :Phosphate buffered
Saline) pour retirer toute trace de sérum, les cellules sont décollées sous action de 0.25%
Trypsine-EDTA a raison de 2-3 mL de trypsine par cupule T-75 (7-15 min). Une fois les
cellules décollées, 1’action de la trypsine est arrétée par ajout de 7-8 mL de milieu de culture

(EMEM + 10% FBS), et les cellules sont comptées et repiquées a la densité voulue.

IV.3.2.Inoculation des suspensions virales

Le titrage des suspensions de virus grippal avec des concentrations différentes du Camphre,
les cellules sont inoculées avec des dilutions croissantes de suspension virale

(G243/12AH1N1pdm) avec différentes concentrations du Camphre : [1000,2000 ,3000] uM.
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IV.4. Mode opératoire
IV.4.1. Préparation des plaques

Utiliser des microplaques pour culture cellulaire a 96 puits a fond plat. Aprés la
trypsination des cellules (se reporter a I’entretien des cellules), les compter a la cellule de
Neubauer (hematimetre). Rapporter le nombre de cellules par ml a 1,5x10° cellules/ml puis
déposer 200 ul de la suspension cellulaire par cupule. Le milieu a utiliser est le méme pour que
I’entretien des cellules : il contient 10 % de sérum de veau fcetal. Incuber pendant 24 heures a

37° C jusqu'a ce que le tapis soit confluent.

IV.4.2. Inoculation des suspensions virales a titrer (Protocole de ’institut Pasetur )
IV.4.2.1 Préparation des dilutions des suspensions virales

1- Déposer 0,1 ml du VGM (DMEM + 0 ,1% TPCK-Trypsine (2mg/ml)) dans
Protocole chaque puits a I’exception de la premiere colonne de la plaque a 96 puits.

2- Diluer la souche du virus a titrer au 1/100 dans le milieu de croissance virale (VGM).

3- Déposer 0,146 ml de suspensions virales diluées au (1/100) dans le premier puits de la
1% ligne, et de la colonne 1.

4- Procéder aux dilutions en séries au 1/10 avec une pipette multicanaux (0,046 ul) de la
cupule 1 a la cupule 10.

5- Ne pas oublier de faire un témoin négatif avec du VGM dans les deux dernieres cupules
(colonne 11 et 12).

1V.4.2.2 Inoculation des suspensions virales (Protocole de I’institut Pasetur) .

- Aspirer le milieu de culture dans tous les puits

- Rincer deux fois avec 100 ul de PBS, le premier ringage se fera avec PBS et le second avec du
milieu de culture sans SVF .

- Une fois les dilutions de suspension virale réalisée, transférer 100 ul du contenu de la plaque
96 puits en U vers la plaque ou les cellules ont été cultivée

- Incuber a 37°C pendant 30mn.

- Apres incubation aspirer inoculum et ajouter 100 ul de milieu DMEM sans sérum SVF
contenant une concentration finale de trypsine TPCK .

- Incuber les plaques a 37° C a 5% de COx .
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IV.4.3. Lecture et interprétation :

Examiner quotidiennement au microscope inversé la présence ou I’absence de I’effet
cytopathique dans chaque puits, apres 4 jours les plaques cellulaires inoculées avec du virus
grippal sont lues afin de déterminer si I’effet cytopathogene caractéristique des virus qu’il soit

positif ou négatif et calculer la DICTso par la méthode de REED et MEUNCH (1938) selon la

formule suivante :

_ (% des valeurs positives > 50%) - 50% y
" (% des valeurs positives > 50%) — (%des valeurs positifs < 50%)

H

H : facteur de dilution/ Le titre est égal a 10 DICTso /0 ,1 ml.

Le point DICTs correspond au point de dilution pour lequel 50% des puits sont infectés.

IV.5. Résultats et discussion

IV.5.1.Incubation des cellules MDCK avec différentes concentrations de la molécule

Le tableau I'V.1 ci-dessous représente 1’incubation des cellules MDCK avec la molécule du
Camphre a différentes concentrations choisies, afin de tester son éventuel cytotoxicité sur les
cellules, plusieurs essais ont étaient effectués, on remarque une chute cellulaire d’environ 5%
pour les concentrations de [2000-1000] uM dans les deux premiéres lignes, par contre, dans la
troisiéme, nous remarquons que les cellules restent en bon états pour les deux concentrations. A
une concentration de 3000 puM, nous observons également une légere chute cellulaire d’un
pourcentage de 5%, pour le reste des concentrations allant de [500 a 0,97 | uM les cellules
restent en bon état avec I’absence de lyse cellulaire. Dans un autre essai (Tableau IV.1), nous
remarquons que toutes les cellules restent en bon état a différentes concentrations de [3000 -
0,97] uM. Donc il convient de noter que les cellules MDCK sont apparues plus résistantes a
l'action toxique du camphre. Ceci peut s'expliquer par les différentes conditions de culture de ces
cellules, ce qui nous permet de conclure que la molécule du camphre n'a pas d'effet cytotoxique

sur les cellules MDCK puisqu’elles restent en bon etats. (Figure IV.1).
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Tableau IV.1 : Incubation des cellules MDCK avec le camphre a différentes concentrations.

2000u|1000u| 500u |250u(125uM|62,5u|31,25u(15,62u|7,81uM|3,90u|1,95uM|0,97uM

M M M M - M M M - M - -
+- | +-- - - - - - -

2000u|1000u| 500u |250u(125uM|62,5u|31,25u(15,62u|7,81uM|3,90u|1,95uM|0,97uM
M M M M - M M M - M - -
+- | +-- - - - - - -

2000u|1000u| 500u |250u(125uM|62,5u|31,25u(15,62u|7,81uM|3,90u|1,95uM|0,97uM
M M M M - M M M - M - -

3000u|1500u| 750u |375u|187,5u|93,75|46,87u 23,43u| 11,71u |5,859|2,92uM|1,46uM
M M M M M (uM| M M M uM - -

3000u|1500u| 750u |375u|187,5u|93,75|46,87u 23,43u| 11,71u |5,859|2,92uM|1,46uM
M M M M M (uM| M M M uM - -

3000u|1500u| 750u |375u|187,5u| 93,75|46,87u 23,43u| 11,71u | 5,859 2,92uM|1,46uM
M| M| M| M| M |uM| M | M| M |uM| - -
+- | - - -] - - - - - -

T [T T T~ [T T T [T T [1- T-

T [T T T~ [T T T [T T [1- T-

= : Négatif, les cellules restent en bonne états en présence du camphre. +- : 5% chute cellulaire. T-: 0-5% chute cellulaire.

Cellules intacte de MDCK

Figure IV.1: Cellules MDCK en absence du virus grippal (G243/12).
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IV.5.2. Lecture et interprétation de I’effet cytopathique (ECP)

Aprés I’inoculation des plaques cellulaires avec le virus grippal (G243/12), les plaques sont
examinées au microscope photonique (G x100) afin de compter les puits présentant un effet
cytopathique, les titres infectieux sont alors calculés par la méthode de REED-MEUNCH (1938),
le tableau IV.3 présente les résultats obtenus lors de I’inoculation des cellules MDCK avec le

virus G243/12.

e En absence de la molécule du Camphre, nous remarquons que dans les premiers puits de [1-
4] avec les différentes dilutions virales, les résultats sont positifs (voir tableau IV.2). Avec
un seul effet positif au niveau du 5™ puit, par contre a partir du 6™ puit, nous constatons
que les résultats sont négatifs, par examen microscopique de cellules en culture, des indices
d’infection virale.

Tableau IV.2 : Inoculation des cellules MDCK avec le virus G243/12 en absence de la
molécule du Camphre, DICTso= 10>%3,

1 2 3 4 5 6 | 7| 8|9 10 | 11 12
A + + + + + - - - - - - -
B + + + +- - - - - - - - -
C + + + + - - - - - - - -
D + + + + - - - - - - - -
E
F
G c c c c c c c c c c c c
H ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ c c c c c

C : controle
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Détachement de groupes de cellules

Figure IV.2: Début d’un effet cytopathique du virus grippal (G243 /12) sur MDCK.

Tableau IV. 3 : Inoculation des cellules MDCK avec le virus G243/12 en absence de la
molécule, DICTso =10%2°.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
A * + + + +- - - - - - - -
B + + + + + - - - - - - -
C + + + + + - - - - - - -
D + + + + + - - - - - - -
E
F
G C C C C C C C C C C C C
H C C C C C C C C C C C c

C : Controle
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Formation syncytium

Figure IV.3: Effet Cytopathique entre [50 -75] % du virus grippal G243/12 sur les cellules
MDCK.

Destruction compléte des cellules

Figure IV.4: Effet Cytopathique & 100% par le virus grippal G243/12 sur les cellules MDCK.

Nous pouvons citer le gonflement ou le rétrécissement des cellules, avec des regroupements
ou la formation de syncytium pour aller dans certains cas jusqu’a la destruction compléte des
cellules. Nous pouvons conclure a une présence d’effet cytopathique entre [50-100 1% ,on

remarque un  arrondissement des cellules et détachement de groupes de cellules
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avec lyse ultérieure, une fusion de cellules infectées formant des cellules géantes polynucléaires
syncytium, et une formation de cellules mononucléaires géantes, ( figure IV.3 et figure 1V.4)
avec une dose infectieuse en culture de tissu 50 % (DICTso ) égale a 10°*?, contrairement aux
résultats obtenus dans le tableau IV.3 ou les résultats sont positifs dans la totalité du 5™ puit ,

avec une (DICTso/ml) =105 .

L’inoculation des cellules de MDCK avec les différentes concentrations du Camphre sont
représentées dans les tableaux suivants (Tableaux IV.4, IV.5, IV.6). Pour la concentration de
1000 uM du Camphre, nous remarquons I’absence d’un effet cytopathogene pour toutes les
dilutions (tableau IV.4). Par contre pour les concentrations de [2000-3000] uM, nous pouvons
constater un léger effet cytopathique avec un pourcentage d’environ 5%  avec une dose
infectieuse en culture de tissu 50 % (DICTso ) égale a de 10 %, 10*** pour les deux concentrations

( Tableaux IV.5 et 1V.6).

Tableau IV.4 : Inoculation des cellules MDCK avec le virus G243/12 avec 1000 uM de
Camphre.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12

T " T O W
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Tableau IV.5 : Inoculation des cellules MDCK avec le virus G243/12 avec 2000 uM de
Camphre, DICT5o=10*.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12

Al + | + | - | = | =1 =1 -1 -1 =1 -1 -1 =
B| + | + | - | - | - | =1 = | =1 =91 -1 -1 -
C| + | + | - | = | =1 =1 -=A -0 =1 -1 -1 =
D| + | + | - | - | = | =1 =1 = =1 = |1 -1 =
E
F
G
H

Tableau IV.6 : Inoculation des cellules MDCK avec le virus G243/12 avec 3000 uM de
camphre, DICTso =10*%3,

0 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12

A + + - - - - - - - - - -
B + + - - - - - - - - - -
C + + +- - - - - - - - - -
D + +- - - - - - - - - - -
E

F

G c c c c c c c c c c c c
H c c c c c c c c c c c c
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IV.6. Discussion

Dans ce présent travail, l'activité antivirale de la molécule de 1,7,7-triméthylbicyclo,
heptan-2-one —Camphre- a été testée. Nous avons obtenu un trés faible taux d'effet cytopathique
vis-a-vis le virus grippal (G243/12AHINI pdm), il convient donc de relever que la molécule
initiale de camphre a une faible action inhibitrice sur le virus testé ce qui est en accord avec les
résultats obtenus par 1’étude de (Sokolova et al., 2017) relative au virus de la grippe A/Puerto
Rico/8/34 (HIN1) et A/California/07/09 (HIN1)pdm09, ou ils ont constaté une faible action
antivirale de la molécule de camphre a partir d'une concentration de 3289,5 + 216,0. En outre,
une ¢tude a révélé que les composés contenant des dérivés du camphre avec un ou deux groupes
imines présentent une forte activité antivirale (Sokolova et al., 2014). Le composé a base de
camphre et d'amino-éthanol 1,7,7-triméthylbicyclo[2.2.1]heptan-2-ylidéne-aminoéthanol a

démontré une forte activité antivirale associée a une faible toxicité¢ (Sokolova et al., 2015).

Une autre étude menée par Yang et collaborateurs (Yang et al, 2013) révele qu’un nouvel
imino-dérivé du camphre a été appelé Camphecene, et s’acahant que I’hémagglutinine ( HA) du
virus de la grippe est une glycoprotéine membranaire qui fournit les deux principales fonctions
du cycle de vie viral : tout d'abord, via la liaison aux récepteurs en se liant aux récepteurs de
surfaces cellulaires et fixe le site virion a la membrane de I'hote. Deuxiemement, il expose le
peptide de fusion qui s'insére dans la cellule et assure la fusion de la membrane avec la formation
du pore de fusion nécessaire a la poursuite de la libération du génome viral dans le cytoplasme.
En raison de la grande importance de ces étapes pour la reproduction virale, 'HA semble étre
une cible intéressante pour l'intervention médicamenteuse en raison de ses roles clés dans les
premiers stades de l'infection : la liaison aux récepteurs et la fusion du virus et des membranes

cellulaires (Yang et al., 2013).

Les imines de camphre sont apparemment capables de bloquer efficacement les réarrangements
conformationnels de I'HA nécessaires a la fusion des membranes, I'étude a révélé un effet
inhibiteur élevé des composés symétriques avec des liaisons aliphatiques entre deux résidus de
camphre (Sokolova et al., 2014). Les dérivés aminés du camphre se sont avérés efficaces dans
les inhibiteurs des canaux ioniques M2 de la grippe A (Sokolova et al., 2017). En outre la
capacité a inhiber efficacement les virus de la grippe A (HIN1) a été démontrée par les dérivés

imino et diimine du (+)-camphre (Kovaleva et al., 2018).
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CHAPITRE V ETUDE DES PROPRIETES STRUCTURALES, ELECTRONIQUES ET
SPECTROSCOPIQUES DU CAMPHRE

L’objectif de cette partie théorique est de calculer les caractéristiques structurales et
¢lectroniques avec des différentes méthodes de calcul. Dans cette étude, nous allons définir la
meilleure méthode ainsi que la base nécessaire pour nos calculs futurs et de prédire la
réactivité chimique, nous allons également présenter une étude comparative théorique et
expérimentale, cette étude experimentale a été effectuée au niveau du CRAPC de Bousamail -
TIPAZA de la molécule du 1,7,7-trimethylbicyclo [2,2,1] heptan-2-one *Camphre* par

spectroscopie Infra Rouge (IR) et par résonance magnétique nucléaire (RMN) .

V.1. Méthodes de calcul utilisées

La molécule de Camphre et ses dérivés ont été optimisées initialement par logiciel
« HyperChem 8.08 ». Les structures obtenues ont ¢t¢ d'abord ré-optimisées par la mécanique
moléculaire en utilisant le champ de force (MM+) a I’aide de I’algorithme « Fletcher Revees »
et avec une racine du carré moyen du gradient (RMS) qui est égale a 0,01 kcal. mol™. La

structure obtenue a été ré-optimisé€e en utilisant la méthode « PM3 » (Stewart et al., 1989).

Dans ['étape suivante, une autre étude a été réalisée en utilisant le logiciel Gaussien 09
(Frisch et al., 2009), avec des différentes méthodes de calcul tel que : ab-initio/HF
(Boucekkine, 2007), DFT/B3LYP (Jensen et Wiley, 1999) et avec des différentes bases
comme 6-31G, 6- 311G (d) et 6-311G + (d, p).

V.2. Etude des propriétés structurales et électroniques du Camphre

Les paramétres géométriques du camphre ont été optimisés par la méthode DFT, les
résultats de calcul sont donnés dans le tableau V.1. La structure et la numérotation des atomes
correspondants de la molécule, ainsi que la distribution de charge de la molécule du Camphre
sont présentées dans les figures (V.1 et V.2)

L'efficacité des méthodes théoriques utilisées dans les calculs peuvent étre évaluées par
la comparaison des résultats obtenus avec les résultats expérimentaux (Salah et al., 2015).
Les calculs visent les longueurs des liaisons et les angles de valence pour le camphre (Tableau

V.1) et les charges de Mulliken (Tableau V.2).
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9 I

D D

Figure V.1 : Conformation 3D du camphre (GaussView 05).

Tableau V-1 : Résultats de calcul des longueurs des liaisons, les angles de valence du

camphre.
ab-initio/HF DFT/B3LYP
Composeé Exp.[6] [ 6-311G+ (d,p) 6-311G+ (d,p)
6-311G (d) 6-311G 6-311G (d) 6-311G
Longeurs de liaisons (angstrom)
C1-C2 1.511 1.527 1.528 1.517 1.535 1.537 1.532
C1-C6 1.525 1.526 1.526 1.519 1.534 1.536 1.532
C1-011 1.180 1.185 1.184 1.214 1.207 1.205 1.235
C2-C3 1.564 1.538 1.538 1.540 1.542 1.541 1.548
C3-C4 1.532 1.540 1.540 1.544 1.547 1.546 1.554
C3-C7 1.590 1.556 1.556 1.562 1.566 1.566 1.574
C4-C5 1.554 1.554 1.553 1.554 1.559 1.558 1.563
C5-C6 1.551 1.557 1.556 1.562 1.567 1.566 1.575
C6-C7 1.580 1.562 1.561 1.568 1.573 1.572 1.582
C6-C8 1.536 1.517 1516 1.515 1.517 1.515 1.518
C7-C9 1.517 1.534 1.533 1.534 1.536 1.535 1.539
C7-C10 1.516 1.538 1.537 1.538 1.539 1.539 1.542
Angle de valence (degrés)
C2-C1-Cé 106.000 106.681 106.584 107.406 106.533 106.382 107.129
C2-C1-011 126.000 126.285 126.417 126.039 126.484 126.694 126.322
C6-C1-011 128.000 127.032 126.998 126.550 126.979 126.921 126.540
C1-C2-C3 104.000 101.708 101.747 101.633 101.962 101.996 101.872
C2-C3-C4 108.000 106.564 106.515 106.484 106.574 106.551 106.562
C2-C3-C7 099.000 102.614 102.617 102.484 102.661 102.684 102.569
C4-C3-C7 104.000 102.833 102.794 102.734 102.749 102.714 102.639
C3-C4-C5 103.000 102.668 102.686 102.809 102.738 102.769 102.900
C4-C5-C6 105.000 104.315 104.304 104.288 104.448 104.429 104.377
C1-C6-C5 102.000 103.184 103.243 103.225 102.931 102.996 103.086
C1-C6-C7 100.000 100.311 100.389 100.219 100.475 100.544 100.399
C1-C6-C8 112.000 114.256 114.076 114.545 114.537 114.205 114.684
C5-C6-C7 103.000 102.191 102.167 101.974 101.924 101.940 101.723
C5-C6-C8 117.000 114.892 114.908 114.975 114.993 115.036 115.059
C7-C6-C8 119.000 119.658 119.726 119.520 119.571 119.730 119.472
C3-C7-C6 093.000 093.846 093.875 093.683 093.813 093.825 093.654
C3-C7-C9 114.000 113.716 113.676 113.732 113.656 113.622 113.680
C3-C7-C10 109.000 113.876 113.852 113.771 114.114 114.059 113.974
C6-C7-C9 115.000 114.581 114.622 114.501 114.269 114.363 114.219
C6-C7-C10 112.000 113.693 113.619 113.500 113.368 113.391 113.2632
C9-C7-C10 112.000 107.083 107.066 107.438 107.414 107.386 107.768
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D’aprés les résultats obtenus, nous pouvons noter une bonne corrélation entre les
valeurs des charges atomiques calculées et les valeurs expérimentales pour les parameétres
géométriques par exemple : les longueurs des liaisons C1-C2 calculées du composé par la
méthode ab-initio/HF avec les bases 6-311G+(d,p) /6-311G(d)/ 6-311G présente des valeurs
de 1.527, 1.528 et 1.517 A°, par la méthode DFT/ B3LYP avec les bases 6-311G+(d,p)/
6-311G(d)/ 6-311G sont 1.535, 1.537 et 1.532 A°. Ces valeurs se rapprochent de la valeur
trouvée par le travail Kwiatkowski et a/ qui est de 1.5111 A° (Kwiatkowski et al., 1997).

Concernant les valeurs des angles de valences calculées par la méthode ab-initio/HF,
elles sont similaires a celles calculées par la méthode DFT/ B3LYP. Prenant I’exemple de
I’angle C9-C7-C10, nous remarquons dans le tableau ci-dessus que les valeurs sont toutes
presque identiques a la valeur 107 ° pour les deux méthodes qui se rapprochent de la valeur

expérimentale de Kwiatkowski et collaborateurs (Kwiatkowski et al., 1997).

D’apres les résultats obtenus des valeurs des charges atomiques calculées par la
méthode ab-initio/HF, on remarque qu’elles sont approximativement similaires a celles
calculées par la méthode DFT, ainsi tous les résultats obtenus par calculs sont proches aux
résultats expérimentaux. Apreés comparaison des résultats de calculs obtenus par la méthode
DFT et ab-initio/HF, nous pouvons conclure que la méthode DFT(B3LYP) avec la base 6-
311G+ (d,p) est la meilleure méthode dans le but d’approfondir notre étude sur les propriétés

structurales et ¢lectroniques de la molécule.

Afin de valider la methode DFT pour notre molécule, nous pensons utile de calculer les

charges Mulliken (voir figure V.2 et tableau V.2).
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Figure V.2: Distribution de charge de la molécule du Camphre

Dans le tableau ci-dessous (Tableau V.2), nous pouvons constater que les atomes C1, C2,
C4, C5, C7, C8, C9, C10 et O11 (DFT(B3LYP) avec la base 6-311G+ (d,p)) et que les
atomes :C2,C3,C5,C6,C9,C10,011 (ab-inition/HF 6,311G+(d,p)) ont des charges négatives ce
qui privilégie I’attaque é€lectrophile, tandis que les deux atomes C3 et C6 (DFT(B3LYP)) et
que les charges des atomes : C1,C4,C7,C8 (ab-inition/HF 6,311G+(d,p)) ont des charges

positives ce qui privilégié l'attaque nucléophile.

Le terme HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital en anglais) et LUMO (Lowest
Unoccupied Molecular Orbital) pour désigner, respectivement, I’ensemble des niveaux
¢lectroniques de plus haute énergie occupés (w liants) et I’ensemble des niveaux de plus basse
énergie inoccupés (n* anti-liants) (Albright, 2013 ; Whangbo, 1985). En outre, les valeurs
propres de la plus basse orbitale moléculaire inoccupée (LUMO) et l'orbitale moléculaire
occupée la plus élevée (HOMO) et de leur écart énergétique reflétent I'activité chimique de la
molécule. Récemment, 1'écart d'énergie entre HOMO et LUMO a été utilisé pour étudier le

transfert de charge intramoléculaire (TCI) (Padmaja et al., 2009 ; Ravikumar, 2008).

Tableau V.2 : Résultats de calculs des charges Mulliken du camphre.

Atomes DFT/B3LYP ab-inition/HF

6-311G+(d,p) 6.311G+d.p)
C1 -0.416 0.067
C2 -0.506 -0.011
C3 0.053 -0.011
C4 -0.315 0.053
C5 -0.083 -0.315
Cé6 0.298 -0.083
C7 0.299 0.298
C8 -0.239 0.299
C9 -0.264 -0.239
C10 -0.191 -0.264
Ol1 -0.596 -0.191
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Les orbitales frontiecres HOMO et LUMO de I'état fondamental du camphre sont représentés
dans la figure V.3.

HOMO LUMO

Figure V.3 : Représentation des orbitales frontieres HOMO et LUMO du noyau de base de
la molécule du camphre.

Nous pouvons constater que ['orbitale moléculaire HOMO se concentre
principalement sur I’atome O11, une certaine distribution sur I’atome C1 et une absence de
localisation sur les autres composés, tandis que 1’orbitale moléculaire LUMO se répartie sur
les atomes O11, C1, C6, C2 de la molécule avec une délocalisation sur les autres atomes.
Cette distribution des orbitales frontieres ont montré I’existence de la liaison m dans le
cyclopentanone de la molécule.Dans le tableau V.3 représente les valeurs calculées des
différents paramétres énergétiques tels que I’énergie totale, le moment dipolaire p, I’orbitale
moléculaire HOMO, I’orbitale moléculaire LUMO et la différence AE (gap) entre les énergies
des orbitales HOMO et LUMO.

Tableau V.3 : Résultats de calcul des paramétres énergétiques et le moment dipolaire du
camphre par la méthode DFT/ B3LYP 6-311G+ (d, p).

HOMO LUMO AE p (debye) Energie totale (u.a)
(u.a) (u.a)
-0.2638 -0.0294 0.2344 3.2950 -466.0521

HOMO : orbitale moléculaire plus haut occupée. LUMO : orbitale moléculaire plus bas inoccupée. AE : gap énergétique

EHOMO-ELUMO. p : moment dipolaire. HOMO, LUMO et p calculés par la méthode DFT/ B3LYP 6-311G+ (d, p).
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V.3. Etude de l’effet de MESP sur le squelette de noyau de base du
Camphre

La surface de potentiel électrostatique moléculaire MESP est un élément de potentiel

¢lectrostatique cartographié sur la surface de densité d'iso-¢électrons (Prasad et al., 2010).

L'importance du MESP donne des informations sur les régions moléculaires qui sont
préférées par un électrophile ou un nucléophile. Tout systéeme chimique crée un potentiel

¢lectrostatique autour de lui-méme (Murray et al., 1996 ; Abhisek et al.,2013).

P
»

(g Tl

¥ 22a%”

Figure V.4 : Carte de surface 3D MESP et carte de contour 2D MESP pour le noyau de base
de la molécule du Camphre.

Une partie de la molécule qui présente un potentiel électrostatique négatif est susceptible
d'une attaque électrophile. Les régions rouge et bleue de la carte MESP se référent aux
régions des potentiels négatifs et positifs et correspondent respectivement aux régions riches
en ¢lectrons et déficientes en ¢€lectrons tandis que la couleur verte indique le potentiel

¢lectrostatique neutre (Srivastava et al., 2012).

La carte de surface 3D MESP et la carte de contour 2D MESP pour le noyau de base de de
la molécule du camphre (figure V.4) montrent que la région proche de I’oxygéne de carbonyle
du cyclopentanone est riche en électrons en raison de la couleur rouge qui se référe a un
potentiel négatif qui accepte I’attaque électrophile. Les régions vertes situées entre les régions
rouge et bleue, se réferent a un potentiel électrostatique neutre sont les atomes d'hydrogenes

attachés a des atomes de carbone. La variation du potentiel électrostatique produit par une
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molécule est largement responsable de la liaison d'un médicament a ses sites actifs
(récepteur), car le site de liaison en général devrait avoir des zones opposées de potentiel

¢lectrostatique (Salah et al., 2014 ; Pathak et Sinha, 2012).

V.4. Etude des propriétés spectroscopiques par IR et RMN

V.4.1. Spectroscopie Infra -Rouge

Dans la partie qui suit, une étude spectrale a été réalisée théoriquement en se basant sur
la spectroscopie IR afin de déterminer la meilleure méthode a prendre pour cette molécule.

En comparant les résultats expérimentaux avec ceux obtenus par nos calculs, nous
avons déterminé la meilleure méthode de calcul et la base adéquate pour les molécules
étudiées. Nous notons que les spectres expérimentaux IR ont été effectués en phase solide
(KBr) (Van der Weerd et al., 2004). Les fréquences de vibration théoriques ont été calculées
en utilisant le programme de calcul théorique Gaussian 09 avec une base B3LYP/6-311G+
(d,p). Tous les spectres expérimentaux du composé¢ ¢étudi€ présentent des bandes
caractéristiques pour les liaisons C-H C=0, C-C et C=C.

Le but principal de la spectroscopie vibrationnelle est la détermination des fréquences
d’une molécule. Ces fréquences dépendent de la masse des atomes impliqués dans le mode
normal de vibration ainsi que la force des liaisons inter-atomiques. Nous notons dans

I’ensemble, qu’il y a un bon accord entre les bandes caractéristiques principales.

V.4.2. Modes de vibration de la molécule du camphre

Les vibrations d’¢longation C-H des composés aromatiques apparaissent dans la région
3100-3000 cm™ (Collier, 1995), (Socrates, 2001). En effet, la région des fréquences entre a
3029-3200 cm! est la région caractéristique pour l'identification des vibrations d'élongation
symétrique de liaison C-H, et [I’élongation asymétrique entre 3200-3236 cm’!
(Krtaishnakumar, 2009). Les fréquences calculées théoriquement et comparés aux

fréquences expérimentales sont illustrées dans les figures VI.5 et V1.6
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V.4.2.1Vibration de C-H
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Figure V.5 : Spectre IR expérimentale du Camphre.
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Figure V.6 : Spectre IR théorique du Camphre.

Nous observons des bandes entre 2980 et 3500 cm™ correspondent aux vibrations
d’élongation asymétriques et 1’élongation symétriques entre 2980 et 3220 cm” du C-H, et
théoriquement la bande élongation asymétrique vers 3097 cm d’intensité 91,653 km/mol de
C6 (H15, H18), de C7 (H17, H18), et de C3 (H12, H13).

La bande élongation symétrique vers 3031cm™ d’intensité 56,455 km/mol de C8 (H19, H20,
H21) de C10 (H22, H23, H24), et de C11 (H25, H26, H27).

86



CHAPITRE V ETUDE DES PROPRIETES STRUCTURALES, ELECTRONIQUES ET
SPECTROSCOPIQUES DU CAMPHRE

V.4.2.2Vibration de C=0

Dans notre travail, nous observons un mode d’élongation fort du C=0 a 1807cm’!
d’intensité 610,482 km/mol dans le spectre IR théorique du composé camphre, et
expérimentalement la bande vers 1790 cm™. plus, nous pouvons également attribuer les De
bandes caractéristiques Moyenne-Fine des cycles C-vosC  vers 1300-1190 cm!

(Doreswamy et al., 2011), (Brusau et al., 2004).

Pour la vibration d’¢longation de la liaison C-C du camphre, les spectres
expérimentale et théorique (figures V.5 et V.6) montrent les bandes d’absorption a 1211,1221,
1329, et a 1342 cm™ d’intensité moyenne, respectivement, concordent bien avec les valeurs
expérimentales.

La comparaison des données spectrales IR de camphre avec le carbonyle v(C=0O) de cycle
aromatique, v(C-C) et (C-H) cyclopentanone, confirme la formation de la molécule du
camphre.

Les fréquences calculées par DFT sont habituellement surestimées de manicre
significative par rapport aux valeurs expérimentales en raison du manque de corrélation
¢lectronique (Jaeqx et al., 2014). Ainsi, nous avons utilis¢ les facteurs de correction
disponibles dans la littérature pour améliorer les résultats de calcul (Jaeqx et al., 2014). Les
fréquences de vibration théoriques obtenues ont été corrigées par un facteur de correction
¢gale 0966 selon la littérature pour la  méthode B3LYP/6-311G+(d,p)
(http://ccbdb.nist.gov/vibscalejust.asp). Cette correction peut conduire a une conformité

entre les fréquences expérimentales et celles calculées.
V.4.3. Spectroscopie! H-RMN

L’analyse '"H-RMN nous a permis d’identifier clairement la structure du composé du
camphre obtenu. Apres analyse, nous pouvons attribuer les différents pics observés. Dans la
zone des aromatiques, nous distinguons assez bien les protons du cyclopentanone dans
I’intervalle 1.2-2.00 ppm. Ensuite, la zone entre 2.2-2.4 ppm regroupe les protons C-H3z de
C-C confirme la présence du groupe CHj; (figure V.7). En effet, sur la "H-RMN du spectre
expérimental, ’apparition de signaux a 2.6-2.29 ppm correspondant aux protons de méthyléne

expérimentalement.
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Figure V.7 : Spectres RMN 'H expérimentaux (a,b) et théorique (c) du camphre .
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V.4.4. Spectroscopie *C-RMN

Afin d'obtenir de plus amples informations, les spectres de '*C-RMN ont été étudiés. Le
spectre *C-RMN des signaux exposés entre & 10.6 et 60 ppm correspondant au carbone du
groupement CH3. Un signal observé a o 244.45 ppm (expérimentale a 6 217 ppm ) est attribué
au carbone C2 de groupement (C=0).
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a) Spectre RMN '*C expérimentale
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Figure V.8 : Spectres RMN '3C expérimentale (a) théorique (b) du camphre.

V.5. Conclusion

Lors de ce chapitre, nous avons présenté une étude qui a fournie une analyse des
propriétés structurales, ¢lectroniques et vibrationnelles de la molécule du camphre et apres
comparaison des résultats de calculs effectués par les deux méthodes DFT et ab-initio/HF,
nous en concluons que la méthode DFT(B3LYP) avec la base 6-311G+ (d,p) est la plus
appropriée pour approfondir notre étude sur les propriétés structurelles et €électroniques de la
molécule, cette méthode peut étre utilisée dans la prédiction de la réactivité chimique des

molécules .

91




CHAPITRE VI. ETUDE QUALITATIVE (SAR) ET
QUANTITATIVE (QSAR) DES RELATIONS STRUCTURE-
ACTIVITE DES DERIVES DU CAMPHRE

92
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Dans cette partie, une étude des relations quantitatives entre les structures et activités
(SAR/QSAR) de vingt-cing molécules diimines de la molécule du camphre a été réalisée. Ces
molécules ont pour base la molécule symétrique du camphre. Les composés présentent des
activités pharmacologiques importantes. Une régression linéaire multiple (MLR) a été utilisée
pour mettre en corrélation les relations entre les descripteurs moléculaires et l'activité
biologique des dérivés de diimines. La productivit¢ du modéle a été estimée par une
validation croisée en utilisant le procédé d'exclusion. Dans notre travail, nous avons utilis¢ un

parametre biologique : l'activité antivirale.

VI.1. Etude de la relation structure-propriétés d’une série bioactive de
dérivés du 1,7,7 trimethylbicyclo [ 2,2,1] heptan-2-one .

VI.1.1.Sélection d’une série bioactive des dérivés du camphre

Plusieurs dérivés du camphre présentent des propriétés importantes. Leur utilisation
est plus importante dans le domaine de la biologie comme des inhibiteurs dans le traitement et
la prévention d’un grand nombre de maladies. Dans le but d’étudier 1’effet de substitution sur
les propriétés physicochimiques des camphres, nous avons sélectionné une série bioactive de

dérivés de camphre (Sokolova et al., 2014 ; Sokolov et al., 2012).
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Figure VI.1 : Structures chimiques des dérivés du camphre.

La série ¢étudiée des dérivés du camphre ont été synthétisés et caractérisés par A.S. Sokolova
(Sokolova et al., 2014 ; Sokolov et al., 2012). Ces molécules bioactives sont représentées

dans la figure VI.1.

Tableau VI-1 : Structures chimiques, activités expérimentales et prédites avec les résidus des
molécules étudiées.

Ne R pEDsoexp. pEDsopred.  pEDsoresid.
la / -3,216 -3,214 -0,002
2b CeHiz -1,179 -0,826 -0,353
3b CsHie -1,384 -1,234 -0,150
4b Ci2Ho4 -1,653 -1,675 0,022
Sc CH: -2,545 -2,545 0,000
6¢ (0] -2,572 -2,937 0,365
7d CeHiz 0,113 -0,092 0,205
8d C7Hi4 -0,506 -0,710 0,204
9d Ci2Ho -0,643 -0,766 0,123
10f CH, -3,022 -2,826 -0,196
1le (0] 2,317 -2,286 -0,031
12f CeHiz -2,041 -2,051 0,010
13f C7Hi4 -1,607 -1,532 -0,075
l4g CH: -1,176 -1,472 0,296
15g (0] -0,623 -0,246 -0,377
16h CsHy -1,294 -1,306 0,012
17h CsHo -0,886 -1,275 0,389
18h CsHini -0,886 -0,922 0,036
19h CeHis -1,414 -1,254 -0,160
20h CsHi7 -1,810 -1,831 0,021
21h CioH21 -1,235 -1,195 -0,040
22h Ci2Has -1,195 -1,223 0,028
23h CisHs7 -2,871 -2,626 -0,245
24h  Cyclopropyl 2,772 -2,270 -0,502
25h  Cyclohexyl -1,743 -2,162 0,419
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En premier lieu, vingt-cinq dérivés sélectionnés de la molécule du camphre ont été
optimisées par la méthode de mécanique moléculaire (champ de force MM+) en utilisant le
logiciel HyperChem 8.08, MarvinSketch 6.8.31 (MarvinSketch, 2015), et la base de données

en ligne Molinspiration (Database, http:/www.molinspiration.com). Par la suite, le module

"propriétés QSAR” de ’'HyperChem 8.08 a été utilisé pour calculer les parameétres suivants: la
polarisabilité (Pol) (Verma et al, 2005), le coefficient de partage octanol/eau (log P)
(Lyman, 1990 ; Suzuki et al., 1990), I'énergie d'hydratation (HE) (Khalafi et al., 2005 ;
Chudinov et al, 1992), le volume moléculaire (MV) (Leeson et al, 2004), la surface
moléculaire (SAG), la réfractivit¢ molaire (MR) et le poids, moléculaire (MW) (Yadav,
2011).

VI.1.2. Interprétations des résultats

Un objectif important de cette étude est d'évaluer le domaine physico-chimique des
dérivés du camphre rapportés dans la littérature a une activité biologique. Nous avons

sélectionné une série bioactive de dérivés du camphre.

Les résultats de calculs des parameétres physicochimiques de la série sélectionnée sont
représentés dans le tableau VI.2. La présence des groupes hydrophobes dans la structure des
camphres provoque la diminution de 1’énergie d’hydratation ; ainsi que, la présence des

groupes hydrophiles augmente 1’énergie d’hydratation (tableau VI.2).

La polarisabilité et la réfractivit¢ molaire augmentent relativement avec la taille et le poids
moléculaire des dérivés du camphre étudiés (tableau VI.2). Ce résultat est en accord avec le
critére de -Lorentz qui donne une relation entre polarisabilité, la réfractivité molaire et le

volume (Patrick et al., 1995).

Cette relation montre que la réfraction molaire et la polarisabilité sont proportionnelles
avec le volume et la masse moléculaire. Par exemple, le composé 5C posseéde une grande
valeur de polarisabilité (59.24 A%) et de réfractivité molaire (158.83 A®) (tableau VI.2). En
revanche, le composé 1a est la petite molécule de la série des diimines symétriques a base de
camphre étudié, qui a une faible valeur de polarisabilité (17,66 A3) et de réfractivité molaire

(44,49 A%).
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Tableau VI-2 : Propriétés physicochimiques des dérivés du camphre.

MR MV HE Pol SAG E; wD)  Enomo Erumo

N° LogP (A% (AY) (kcalmol™) (A% (A») (auw) (a.u) (a.u)

la 295 4449 520.82 1.38 17.66 325.87 -466.0434 3.3901 -0.24672 -0.3330
2b 7.85 119.63 1145.34 3.61 47.26 597.86 -1127.0195 3.1129 -0.22248 -0.00481
3b 8.65 128.84 1361.59 5.46 50.93 761.97 -1205.6634 3.4493 -0.22461 -0.01169
4b 10.23 147.24 1594.79 7.34 58.27 892.23 -1362.9688 3.2654 -0.22547 -0.01161
5¢c 7.52 158.83 1411.81 2.21 59.24 745.24 -1431.8980 3.9153 -0.20408 -0.03771
6c 5.62 152.07 1400.15 -0.87 56.20 772.48 -1428.5438 5.3524 -0.20224 -0.03199
7d 6.08 120.23 1292.86 3.68 48.09 728.52 -1129.4523 1.3787 -0.21900 -0.00380
8d 6.48 124.84 1291.63 3.41 49.93 704.84 -1168.7645 1.5065 -0.21941 -0.00717
9d 846 147.84 1565.27 5.21 59.10 857.02 -1365.3837 0.8267 -0.21812 -0.00397
10f 5.36 154.83 1414.52 -0.07 58.24 766.28 -1395.0397 2.2760 -0.19925 -0.02162
11f 3.85 152.67 1410.50 -2.93 57.4 77391 -1430.9595 2.9314 -0.19318 -0.01778
12e 6.81 130.82 1263.88 5.28 51.76 653.03 -1208.0319 0.9786 -0.20508 -0.00453
13e 7.20 135.42 1355.26 5.89 53.60 712.27 -1247.3559 0.1475 -0.20552 -0.00588
14g 3.14 112.70 1036.89 -5.82 41.02 591.82 -1003.0586 2.5446 -0.20173 -0.02558
15¢ 1.64 110.54 1031.80 -8.51 39.82 601.09 -1038.9743 2.8630 -0.20159 -0.02644
16h 4.18 60.72 707.14 3.26 24.01 423.86 -564.12522 1.8748 -0.23452 -0.00956
17h 4.57 65.32 745.97 3.46 25.85 447.34 -603.43840 2.0333 -0.22634 -0.01253
18h 4.97 69.92 808.23 4.08 27.68 486.34 -642.77271 1.8544 -0.23395 -0.00929
19h 5.37 74.52 851.61 4.24 29.52 511.13 -682.08766 2.0908 -0.22562 -0.01404
20h 6.16 83.72 958.13 4.95 33.19 563.87 -760.73330 2.0169 -0.22591 -0.01227
21h 6.95 92.93 1067.49 5.71 36.86 643.09 -839.38229 2.0864 -0.22546 -0.01406
22h 7.75 102.13 1184.59 6.65 42.53 699.09 -918.03843 1.9134 -0.23350 -0.00896
23h 10.12 129.73 1506.49 8.84 51.54 880.66 -1153.9803 1.9125 -0.23348 -0.00889
24h 3.76 58.66 659.05 2.37 23.24 394.82 -562.8666 2.1336 -0.21890 -0.01824
25h 495 72.46 790.66 3.33 28.75 456.39 -680.8882 1.7928 -0.22906 -0.01035
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Un guide général pour I’absorption gastro-intestinal optimale par perméabilité de
diffusion passive aprés 1’administration par voie orale est d’avoir un log P modéré (intervalle
0-3). Dans cet intervalle, il existe la bonne balance de la perméabilité et la solubilité. Les
composés ayant un faible log P sont plus polaires et ont une mauvaise perméabilité dans la
bicouche lipidique (Kerns et al., 2008). Les composés ayant un log P supérieur sont plus non
polaires et ont une faible solubilité aqueuse. Par conséquent, tend a favoriser I'absorption et

rend les composés plus sensibles au métabolisme et/ou a la clairance biliaire.

Les résultats obtenus en calculant Log (P) ont montré que les composés 1a et 15g ont
des valeurs optimales 0 <Log (P) <3 qui expliquent la bonne biodisponibilité¢ orale de ces
composé€s. D'un autre c6té, une valeur positive pour Log (P) indique que le composé est trop
lipophile. 11 présente donc une bonne perméabilité a travers la membrane biologique, une
meilleure liaison aux protéines plasmatiques, une élimination par métabolisme mais une
mauvaise solubilité et tolérance gastrique (Moreira et al, 2009 ; Oukil et al, 2017). Le

composé 23h indique la valeur absolue maximale de I'énergie d'hydratation (8,84 kcal.mol™).

Quant au composé 10f, il indique la valeur absolue minimale (0,07 kcal.mol™). En fait,
une molécule hydrophobe de dérivés de diimines symétriques a base de camphre entraine une

diminution de 1'énergie d’hydratation.

L’influence de la lipophilie sur la clairance métabolique des médicaments est attribuée
principalement a I’affinité accrue des médicaments pour les enzymes (Oukil et al., 2017), elle
est un facteur important dans les processus de solubilité, d’absorption, de distribution, de
métabolisme et d’excrétion, ainsi que, l'activité pharmacologique. Hansch et Leo ont
démontré que les molécules tres lipophiles se réparties et conservées a l'intérieur des couches
lipidiques des membranes cellulaires (Kerns et Di, 2008). En effet, dans les milieux
biologiques, les molécules polaires sont entourées par les molécules d'eau ou les liaisons

hydrogénes peuvent étre établies entre les molécules d'eau et ces molécules.

Les sites accepteurs de protons interagissent avec l'atome d'hydrogéne. Ces molécules
hydratées sont partiellement déshydratées avant et lors de leurs interactions. Ces interactions
de faible énergie sont généralement réversibles, on les observe avec les différents récepteurs

biologiques (Kier, 1981).
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VI.1.3. Application de la régle de cinq ou régle de Lipinski

Le terme “Drug-likeness” apparait comme un coefficient pour étudier en se basant sur
les propriétés moléculaires d’un composé qui influent sa pharmacodynamique et
pharmacocinétique et permettre d’optimiser son absorption, sa distribution, son métabolisme
et son ¢limination (ADME) dans le corps humain autant que médicament (Kerns et Di,

2008).

Les conditions empiriques pour satisfaire la régle de Lipinski et manifeste une bonne
biodisponibilité orale impose un équilibre entre la solubilité aqueuse d’un composé et sa
perméabilité par diffusion passive dans les différentes membranes biologiques (Medjahed et

al., 2016).

Ces parameétres permettent de déterminer I'absorption orale ou la perméabilité de la
membrane qui se produit lorsque la molécule évaluée suit la régle de cinq de Lipinski (Valko
et al., 2001), la masse moléculaire < 500 u.m.a, le coefficient de partage octanol-eau log P <
5, liaison hydrogeéne donneurs, atomes d’azote ou oxygene avec un ou plusieurs atomes

d’hydrogenes < 5 et liaison hydrogeéne accepteurs, atomes d’azote ou oxygene < 10.

Les molécules qui ne réalisent pas une de ces conditions présentent des violations et
peuvent y avoir des problémes de biodisponibilit¢ orale. Cette régle stabilise quelques
parametres structuraux en se basant sur la prédiction théorique de la biodisponibilité, et
souvent utilisée pour la recherche de nouveaux médicaments. D’autre part, des familles de
composés qui font des substrats de transporteurs biologiques comme les antibiotiques, les
antifungiques, les vitamines et les glycosides cardiaques, font I’exception de cette régle

(Fortuné, 2006).

Les calculs des parametres structuraux de la régle de Lipinski donnés dans le tableau
IV.3, montrent que tous les composés de la série des dérivés camphres étudiées suivent la
régle de Lipinski de cinq. Nous pouvons conclure que ces composés sont prévus a avoir une

bonne biodisponibilité orale.

Tableau VI-3 : Regle de cinq de Lipinski pour les dérivés du camphre.

Comp. Mw log p HBD HBA Lipinski NRB PSA
(a.m.u) score of
4
1a 152.24 2.95 0 1 4 0 17.07
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2b 384.65 7.85 0 2 3 7 24.73
3b 412.70 8.65 0 2 3 9 24.73
4b 468.81 10.23 0 2 3 13 24.73
Sc 480.74 7.52 0 2 3 24.73
6¢c 468.68 5.62 0 3 3 4 33.96
7d 388.68 6.08 2 2 3 9 24.05
8d 402.71 6.48 2 2 3 10 24.05
9d 472.84 8.46 2 2 3 15 24.05
10f 470.74 5.36 2 2 3 6 24.05
11f 472.71 3.85 2 3 4 6 33.29
12e 416.73 6.81 0 2 3 9 6.48
13e 430.76 7.20 0 2 3 10 6.48
14¢g 332.49 3.14 2 2 4 3 38.39
15¢ 334.46 1.64 2 3 4 3 47.62
16h 193.33 4.18 0 1 4 2 12.36
17h 207.36 4.57 0 1 4 3 12.36
18h 221.39 4.97 0 1 4 4 12.36
19h 235.41 5.37 0 1 3 5 12.36
20h 263.47 6.16 0 1 3 7 12.36
21h 291.52 6.95 0 1 3 9 12.36
22h 319.57 7.75 0 1 3 11 12.36
23h 403.74 10.12 0 1 3 17 12.36
24h 191.32 3.76 0 1 4 1 12.36
25h 233.40 4.95 0 1 4 1 12.36

Nous pouvons constater dans le tableau VI.3 que tous les composés ont des valeurs
moins de 5 pour la lipophilie, allant de 1.40 a 4.11 donc ces composés sont mieux solubilisés

dans des solutions aqueuses et lipidiques.

Nous pouvons également constaté dans le tableau VI.3 que tous ces composés ont des
nombres accepteurs dhydrogéne (HBA) inférieurs a 10 (O,S) et nombres donneurs

d’hydrogene (HBD) inférieurs a 5 (OH, NH).

Pour les poids moléculaires, tous ces composés ont des valeurs inférieures a 500 u.m.a,
donc ils traversent facilement les membranes cellulaires, la valeur maximale de MW est de
472.84 (u.m.a) pour le composé 9d. Ainsi, tous les composés répondent aux regles de Lipinski
(regles des cinq), suggérant que ces composés théoriquement n'auraient pas de problemes

avec la biodisponibilité orale.
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VI.2. Etude des relations quantitatives structure/activit¢é (QSAR) de
dérivés du camphre.

Dans notre travail, nous avons utilisé un parameétre biologique : l'activité antivirale. Les
résultats biologiques de ces 25 dérivés du camphre sont exploités par la méthode de

régression linéaire multiple (MLR = multiple linear regression) dans le but d’établir le modéle
QSAR.

VI1.2.1. Sélection des descripteurs et méthodes de calcul

Un descripteur moléculaire peut étre considéré comme la conséquence d'un processus
logique et mathématique, appliqué a I'information chimique codifiée a travers la
représentation d’une molécule (Melkemi, 2013). Le choix des descripteurs dépend des outils
dont on dispose, de la nature des composés décrits et de la propriété ciblée. L'information
codée d'un descripteur moléculaire dépend du type de représentation moléculaire employée et

de l'algorithme défini pour son calcul.

Tout d'abord, les vingt-cinq dérivés du camphre ont €té pré-optimisées au moyen de la
mécanique moléculaire, champ de force (MM+) en utilisant le logiciel HyperChem 8.08.
Apres cela, les structures minimisées obtenues précédemment ont €té optimisées en utilisant
la méthode semi-empirique PM3 par le méme logiciel. Nous avons choisi une limite de norme
du gradient de 0,01 kcal. Mol pour I'optimisation de la géométrie. Les molécules optimisées
ont été utilisées pour calculer un certain nombre de descripteurs électroniques : moment
dipolaire (p), énergie totale (Et), énergies des orbitales fronticres (EHOMO, ELUMO), en

utilisant le logiciel Gaussien 09.
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Tableau VI-4 : Descripteurs physico chimiques et quantiques utilisés dans 1’étude QSAR.

N° LogP MR MV HE Pol SAG E¢ (D) Enomo ErLumo
A% (A%  (kcal/mol) (A% A% (a.u) (a.u) (a.u)

la 295 4449 520.82 1.38 17.66 325.87 -466.0434 3.3901 -0.24672 -0.3330
2b  7.85 119.63 1145.34 3.61 4726 597.86 -1127.0195 3.1129 -0.22248 -0.00481
3b  8.65 128.84 1361.59 5.46 50.93 76197 -1205.6634 3.4493 -0.22461 -0.01169
4b 10.23 147.24 1594.79 7.34 58.27 89223 -1362.9688 3.2654 -0.22547 -0.01161
5S¢ 7.52 158.83 1411.81 2.21 59.24 74524 -1431.8980 3.9153 -0.20408 -0.03771
6c 5.62 152.07 1400.15 -0.87 56.20 772.48 -1428.5438 5.3524 -0.20224 -0.03199
7d  6.08 120.23 1292.86 3.68 48.09 728.52 -1129.4523 1.3787 -0.21900 -0.00380
8d 6.48 124.84 1291.63 341 4993 704.84 -1168.7645 1.5065 -0.21941 -0.00717
9d 8.46 147.84 1565.27 5.21 59.10 857.02 -1365.3837 0.8267 -0.21812 -0.00397
10f 536 154.83 1414.52 -0.07 58.24 766.28 -1395.0397 2.2760 -0.19925 -0.02162
11f 3.85 152.67 1410.50 -2.93 57.4 77391 -1430.9595 2.9314 -0.19318 -0.01778
12¢ 6.81 130.82 1263.88 5.28 51.76  653.03 -1208.0319 0.9786 -0.20508 -0.00453
13e  7.20 13542 1355.26 5.89 53.60 712.27 -1247.3559 0.1475 -0.20552 -0.00588
l4g 3.14 112.70 1036.89 -5.82 41.02 591.82 -1003.0586 2.5446 -0.20173 -0.02558
15g 1.64 110.54 1031.80 -8.51 39.82  601.09 -1038.9743 2.8630 -0.20159 -0.02644
16h 4.18 60.72 707.14 3.26 24.01 423.86 -564.12522 1.8748 -0.23452 -0.00956
17h 457 6532 745.97 3.46 25.85 44734 -603.43840 2.0333 -0.22634 -0.01253
18h 497 69.92 808.23 4.08 27.68 486.34 -642.77271 1.8544 -0.23395 -0.00929
19h 537 7452 851.61 4.24 29.52 511.13  -682.08766 2.0908 -0.22562 -0.01404
20h 6.16 83.72 958.13 4.95 33.19 563.87 -760.73330 2.0169 -0.22591 -0.01227
21h 695 9293 1067.49 5.71 36.86  643.09 -839.38229 2.0864 -0.22546 -0.01406
22h  7.75 102.13 1184.59 6.65 4253  699.09 -918.03843 1.9134 -0.23350 -0.00896
23h 10.12 129.73 1506.49 8.84 51.54 880.66 -1153.9803 1.9125 -0.23348 -0.00889
24h 3.76 58.66  659.05 2.37 23.24 39482  -562.8666 2.1336 -0.21890 -0.01824
25h 495 7246 790.66 3.33 28.75 45639  -680.8882 1.7928 -0.22906 -0.01035

Le module "propriétés QSAR" de I’'HyperChem 8,08 a été utilisé pour calculer les

parametres (Descripteurs) suivants: la polarisabilité (Pol), la réfractivit¢ molaire (RM),

logarithme de coefficient de partage octanol/eau (log P), 1'énergie d'hydratation (HE), le

volume moléculaire (VM), la surface moléculaire (Surface) et la masse moléculaire (MM)

(tableaux VI.4).

L’analyse par la méthode de régression linéaire multiple a été réalisée au moyen de

logiciel SPSS 19 pour Windows (Viswanadhan et al., 1989).

V1.2.2.Le modéle QSAR

Le développement d'un modele QSAR exige un ensemble de diverses données, pour cet

effet, un nombre considérable de descripteurs doivent étre considérés dans I’étude QSAR. Les
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descripteurs sont des valeurs numériques qui codent les différentes caractéristiques
structurelles des molécules (Kerassa, 2015). La sélection d'un ensemble de descripteurs
appropriés a partir d'un grand nombre de descripteurs utilisés, nécessite un procédé qui est
capable de discriminer entre les paramétres. La matrice de corrélation de Pearson a été

effectuée sur tous les descripteurs en utilisant le logiciel SPSS (SPSS 19).
VI1.2.3. Interprétation du modéle

Les valeurs de la fraction de la variance peuvent varier entre 0 et 1. Le modele QSAR
doit considérer un 1* > 0.6 pour qu’il soit valide (Ajeet et Bijander, 2012). Les valeurs
r = 0,970 (r* = 0,940) nous permis d'indiquer fermement la corrélation entre les différents
descripteurs utilisés tels que : MR, MW | POL, MV, PSA , HBA, NRB, Et, u et I’activité
antiviral étudiée. La valeur de Fischer (F) est jugée par la signification statistique au niveau de
95%, pour toutes les valeurs de F calculées et supérieures par rapport aux valeurs lues dans la
table du Fischer (voire ’annexe E). La valeur positive de facteur de qualité (Q) de ce mod¢le
QSAR suggére son haut pouvoir prédictif (Patrick et al, 1995). Apres analyse de régression
multiple sur le logiciel SPSS, des corrélations significatives générées avec des parameétres

statistiques pertinents sont donnés ci-dessous.

La corrélation entre I’activité antivirale et les descripteurs exprimés par la relation

suivante :

pED50 = —3.081 — 0.051 MW — 0.054 MV + 1.063 HE + 0.344MR + 0.397 Pol
+ 0.253 PSA + 3.785 HBA — 0.109 NRB + 0.035 Et — 1.275 u

(1)

n=25r=0.970,7=0.940; s =0.277;, F = 22.053; Q=4.273

Ou "n" est le nombre d'observations, "r" est le coefficient de corrélation, "r*" est le

coefficient de corrélation au carré, S est l'erreur-type de l'estimation et les statistiques de F-

Fischer .

Dans I’équation (1), le coefficient négatif de partage log p provoque une augmentation
de la lipophilie des dérivés du camphre et entraine une augmentation de l'activité antiviral, et

aussi indique que les dérivés hydrophiles donnent une bonne activité biologique.
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Le tableau VI.4 indique l'importance des parameétres physico-chimiques et quantiques
dont le coefficient de partage (log p) est le plus important dans la description de I'activité

spécifique de camphre.
VI1.2.4. Validation de modéle

Les puissances prédictives des équations ont été validées par la méthode de validation
croisée "leave-one-out" (LOO) (Patrick et al., 1995 ; Pajouhesh et al, 2005). La validation

croisée est une méthode pratique et fiable pour tester la signification d'un modele.

Afin de tester la validité de pouvoir prédictif du modele QSAR sélectionné, la
technique de validation croisée LOO (leave-one-out) a été utilisée. Le modele développé a été
validé par le calcul des parametres statistiques suivants : la somme des carrées résiduels
(PRESS), la somme des carrés totaux (TSS), qualité d’ajustement 1., coefficient de
corrélation de validation croisée r’cy. La validation standard des erreurs de prédiction

(SPRESS) et I’erreur de prédiction (PE) (tableau VI.5).

Tableau VI-5 : Parameétres de validation croisée.

Model PRESS TSS PRESS/TSS  Spress ey r’adj PE 6PE

1 1.079 18,083 0.060 0.208 0.940 0.898  0.008 0.048

La somme résiduelle prédictive des carrés (PRESS, Predictive Residual Sum of
Squares) est une mesure des capacités prédictives d’un modele. PRESS est un important
parametre de validation croisée car il s'agit d'une bonne approximation de l'erreur prédictive
réelle du modele. Sa valeur étant inférieure a TSS indique que ce modele prédit mieux que le
hasard et peut étre considéré statiquement significatif. La petite valeur de PRESS signifie la
meilleure prévisibilit¢ du modele (Wold et Lenz, 1995). D'apres les résultats présentés dans

le tableau V1.6, cette valeur est égale a 1.079, le modele est statistiquement significatif.

De plus, pour un modele QSAR fiable, le rapport PRESS / TSS devrait étre inférieur a
0,4 (Dercmeche, 2016). D’apres les données présentées dans le tableau VI.6 indiquent que
pour le modéle développé, ce rapport est de 0.060. Les valeurs élevées du R%cv et R%,qj sont

des critéres essentiels pour une meilleure qualification des modeles QSAR (Podunavac-
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Kuzmanovié et al., 2009). Les résultats obtenus de R%*cv (R%q) pour ce modéle QSAR est
0.940 (0.898) respectivement.

L'erreur prédictive du coefficient de corrélation PE est encore un autre parametre utilisé
pour évaluer la puissance prédictive des modeles proposés (Yousfi, 2017). Le calcul de la
valeur PE du mode¢le proposé est présent dans le tableau VI.6. Pour ce mode¢le, la condition
r > 6PE est satisfaite et nous pouvons donc dire qu'ils ont une bonne puissance prédictive.
Cependant, la seule fagon d'estimer le pouvoir prédictif réel du modele développé est de

prévoir le calcul des valeurs log (1 / ED50) des camphres étudiés en utilisant ce mode¢le.

Le calcul des valeurs prédites (pED50 pred.) et résiduelles (pED50 Resid.) de I’activité
biologique des camphres est un autre moyen pour estimer le pouvoir prédictif du modele
développé (tableau VI.1).

La figure VI.2 présente la corrélation entre les valeurs prédites et expérimentales pour
I’activité biologique des dérives du camphre. Du point de vue des performances statistiques,
ce modéle présente la valeur du coefficient de corrélation R? significative. La valeur de R? est
¢gale a 0.940, pour le modéle ce qui indique que ce modele peut étre appliqué avec succes

pour prédire l'activité étudiée.

Valeurs prédites

R? Linéaire = 0.940

000

-1.0007]

pEDS0.pred

-2.000-7

-3.000-7

T T T T
-3.000 -2.000 -1.000 ooo
pEDS50

Figure VI.2: Corrélation entre I’activité biologique expérimentale et prédite.
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Figure VIL.3 : Corrélation entre I’activité biologique entre expérimentale et résiduelle.

Pour rechercher la présence d'une erreur systématique dans I'¢laboration des modeles
QSAR, les valeurs résiduelles du log d’activité biologique (1 / EDso) ont été tracés en fonction
des valeurs expérimentales, comme le montre la figure VI.3. La répartition des résidus dans
les deux cotés de I’axe des abscisses indique I’absence de I’erreur systémique (Yousfi Y,
2017). La propagation des résidus des deux cotés de zéro indique qu'il n'y a pas d'erreur
systémique (Srivastava et Shukla, 2013), comme l'ont suggéré Jalali-Heravi et Kyani (Van

der Voet,1994).

Nous notons que ce modele peut étre appliqué avec succes pour prédire 1’activité

antiviral pour I’ensemble du camphre utilisé dans le développement de modele QSAR.

V1.3. Conclusion

Dans ce présent travail, ’application des régles de Lipinski et des régles de Veber aux
dérivés des diimines symétriques a base du camphre étudiés montre que la plupart de ces
composés n'auront théoriquement pas de problemes de biodisponibilité orale.

Une étude QSAR des dérivés des diimines symétriques a base du camphre a été
réalisée. Une équation de régression significative a été obtenue par la méthode MLR, en ce
qui concerne leurs activités biologiques expérimentales. La meilleure équation de régression
obtenue contient ces descripteurs: MW, HE, MR, MV, Pol, PSA, HBA, NRB, E et p. Le
modele QSAR indique que ces descripteurs ont des relations significatives avec les
bioactivités observées
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Le modele le plus significatif a ét¢ développé pour prédire l'activité spécifique
antiviral des dérivés du camphre. Les valeurs prédites obtenues sont plus proches que les
valeurs expérimentales. Le pouvoir prédictif du modéle obtenu a été confirmé par la méthode
de wvalidation croisée LOO. Une forte corrélation a été observée entre les valeurs
expérimentales et prédites de I’activité antivirale, ce qui indique la validité et la qualité du

modéle QSAR obtenu.
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Afin de développer de nouveaux agents antiviraux, la compréhension et le traitement des
interactions inter et intramoléculaires en biologie constituent un défi majeur pour la
prospection et le développement de biomolécules a des fins thérapeutiques ou
technologiques.Ces derni¢res années, nous faisons face a une masse de données
expérimentales toujours plus abondante qui vient nourrir des bases de données dont
I’utilisation par les chercheurs et industriels du monde entier est devenue quotidienne.
Parallelement a I’essor des moyens de calcul, nous avons assist¢ au développement de
multiples algorithmes de modélisation des macromolécules. Néanmoins, la difficulté de
modéliser de tels systemes est importante (notamment en raison de leur taille et de la
complexité des interactions nécessaires pour les définir), si bien que ces mémes algorithmes
présentent certaines limites. L’objectif de cette theése était d’étudier expérimentalement
I’activité antivirale de la molécule du camphre 1,7,7-triméthylbicyclo, heptan-2-one, sur des
cellules « MDCK » Madin-Darby Canine Kidney infectées par le virus de la grippe HINI, et
une ¢tude théorique afin de développer des modeles QSAR fiables pour la prédiction de
quelques propriétés biologiques des dérivés de diimines symétriques a base du camphre. Un
grand nombre de descripteurs moléculaires a été calculés parmi eux : MW, HE, MR, MV, Pol,
PSA, HBA, NRB, E et u. La méthode statistique de de régression linaire a été utilisée dans la
construction de ce modele. Dans ce cadre, nous avons présenté les propriétés géométriques,
structurales et électroniques pour I’obtention d’une information suffisamment compléte sur le
noyau du camphre et de ses dérivés diiimines. Les résultats obtenus ont été comparés aux
données expérimentales. Les propriétés géométriques ¢€lectroniques et énergétiques ont été
déterminées en utilisant les différentes méthodes de calcul : ab-initio/HF, DFT/B3LYP et avec
les différentes bases : 6-31G, 6- 311G (d) et 6-311G + (d, p).En ce qui concerne les résultats
de l'expérience in vitro de la molécule du camphre, et sur la base de la comparaison des
valeurs de la dose infectieuse de 50% en culture tissulaire (DCIT50) presenter un faible
pourcentage d’inhibition virale sur les cellules MDCK infectées par le virus de la grippe, ce
qui nous a permis de déduire que le camphre ne présentait pas d’activité antivirale aux
différentes concentrations choisis. Les résultats de I’étude computationnelle étaient similaires
aux résultats expérimentaux ainsi qu’aux différentes méthodes de calculs. Cette étude
démontre que les calculs établis par la méthode DFT/B3LYP avec la base 6-311G +(d,p),
présente une approche puissante pour comprendre la structure moléculaire des composés
organiques. L’efficacité de ces méthodes utilisées a été confirmée par la comparaison des

parametres structuraux entre les données expérimentales et les résultats obtenus par les deux
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méthodes théoriques ab initio/HF et DFT/B3LYP. Ensuite, nous avons ¢étudi¢ la
spectroscopique (IR) et la résonance magnétique nucléaire (RMN). En effet, cette étude nous
a permet de prédire la réactivité chimique des dérivés. Une étude qualitative de la relation
structure-propriétés / activités a été réalisée sur une série des dérivés diimines du camphre. La
nature des groupements qui se lient sur le noyau de base des molécules étudiées affecte leurs
propriétés physicochimiques et par conséquence sur leurs propriétés pharmacologiques,
l'application des régles de Lipinski et de Veber aux dérivés des diimines symétriques a base
du camphre étudiés indique que la majorité de ces dérivés n'auront théoriquement pas de

difficultés de biodisponibilité orale.

Finalement et en perspectives, une étude approfondie sur la structure moléculaire des
dérivés du camphre est souhaitée, en utilisant la dynamique moléculaire par les solvants afin
d’obtenir une approche sur le milieu biologique, ainsi qu’une étude in vivo sur des rats avec
les différents types de dérivés de la molécule pour évaluer D’activité antiviral serait
envisageable. Cette étude serait prometteuse pour la poursuite du développement de
médicaments a base du camphre et pour l'exploration des dérivés du camphre en tant que

groupe treés prometteur d'antiviraux potentiels.
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Figure 1 : Structures chimiques des molécules antivirales développées pour lutter contre les

virus grippaux. Reproduit d'apres J. C. Manuguerra et S. van der Werf (2002).

Manuguerra, J.-C. & van der Werf, S.2002. Les inhibiteurs de neuraminidase: une nouvelle

classe d'antiviraux contre la grippe. Virologie 6: S129 — S138.
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Annexe

Annexe 3

Summary Stat

Statistic Value
Multiple R 0,963
Multiple R? 0,927
Adjusted R? 0,883
F(9,15) 21,095
p 0,0000006
Std.Err. of Estimate 0,297

Tableau 1 : Analyse sur Statistica 12.

r=0.963, reste tres proche de 1, excellente corrélation linéaire

p=6.107, 1a degré de signification de la régression est trés hautement significatif (p<<0.0001).

Analysis of Variance; DV: p(exp) (Data de travail.sta) |

Sums of | df | Mean F p-value
Effect Squares Squares
Regress. 16,75 9 1,862 | 21,095 | 0,0000006
Residual 1,324 15 0,088
Total 18,08

Tableau 2 : Aanalyse de variance (Overall goodness of fit) trés hautement

significative.
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Annexe

Raw Predicted Values vs. p(exp)
Correlation: r = ,96269

Raw Predicted Values
I3
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p(exp)
Figure 1 : Corrélation entre I’activité biologique expérimentale et prédite.
(Durbin-Watson statistic).

Observed Values vs. Residuals

Dependent variable: p(exp)
0,6 . . . . .

Residuals

-3,5 -3,0 -2,5 -2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5
Observed Values 0,95 Conf.Int.

Figure 2: Corrélation entre I’activité biologique entre expérimentale et résiduelle.
(Durbin-Watson statistic).
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ABSTRACT

In the present study, Quantitative structure—activity relationship (QSAR) study has been
applied on twenty-five molecules of camphor-based symmetric diimines. A Multiple Linear
Regression (MLR) procedure was used to correlate the relationships between molecular
descriptors and the biological activity of camphor-based symmetric diimine derivatives. The
predictivity of the model was estimated by cross-validation with the leave-one-out method.
Our results suggest a QSAR model based on the following descriptors: MW, HE, Pol, MR,
MV, HBA, NRB, PSA, p and Eiy, for the influenza virus reproduction inhibition to confirm
the predictive power of the models. High correlation between experimental and predicted
activities was observed, indicating good quality of the QSAR model.
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1. INTRODUCTION

Influenza is a serious public health problem that results in serious illness in high-risk
populations [1,2]. Influenza A virus is a respiratory pathogen that affects human health
worldwide [3] .Two forms of drugs have been used for influenza therapy, M2 ion channel
inhibitors (amantadine and rimantadine) and NA (neuraminidase) inhibitors (oseltamivir and
zanamivir) [4,5] .

The development of new drugs for the treatment of viral infections is one of the most
important promising leads in medicinal chemistry. Outbreaks of avian influenza H5NI
(1997-2006) followed by pandemic of ‘swine flu’Ain California/07/09 (HIN1) pdm09.

The recent introduction of avian virus of H7N9 subtype to the human population makes it
necessary to revise the problem of searching for and developing novel antivirals [4].

In addition, the presence of specific antivirals also serves as a particular factor resulting in fast
emergence of drug-resistant virus strains. These processes lead the screening of viral variants
that are capable both of escaping the immune inactivation by neutralizing antibodies and of
overcoming the suppressive action of antiviral drugs [5].

Camphor derives naturally from the bark of the Cinnammomum camphora tree, and is a major
essential oil in many aromatic plants; camphor may be synthesized, using turpentine as a
starting material [5,6] . Camphor has been used medicinally since ancient times in Asia and
since the middle ages in Europe. Currently, camphor is used as an antimicrobial, antiviral, and
analgesic agent. Camphor is also found in many cosmetics. Moreover, camphor derivatives
exhibit several biological activities. Camphor derivatives of various types may be useful
both from the viewpoint of their practical application and as key intermediates in fine organic
synthesis, including enantioselective transformations. The significance of camphor is also
determined by the fact that it is a natural renewable substance. Amino camphor derivatives
were found to be effective inhibitors of M2 ion channels of influenza A [7]. The new
imino-derivatives of camphor demonstrate high antiviral activity together with low toxicity
[8].

Drug-likeness is a qualitative concept used in drug design, which is estimated from the

molecular structure before the substance is even synthesized or after synthesis. The theoretical
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calculation of certain properties of a molecule can inform the parameters necessary to
demonstrate a certain biological activity. Lipinski's rule of five (ROF) is a rule of thumb to
cvaluate drug-likeness with a certain pharmacological or biological activity that would make
it a likely orally active drug in humans [9,10].

QSAR study is indubitably of great importance in modern chemistry and biochemistry [11,12].
It is a mathematical model that was used to evaluate the toxicity of a compound from its
physiochemical properties of electronic structures. To obtain a significant correlation, it is
essential that appropriate descriptors are employed, whether they are theoretical or empirical
[13,14].

The process of drug development is time-consuming and cost-intensive. Several years are
required for led identification, optimization [15-17], in vitro [18-29] and in vivo [30-34]
testing before starting the first clinical trials [35].

Multiple linear regressions (MLR) is a mathematical tool that quantifies the relationship
between a dependent variable and one or more independent variables, it was used to develop
QSAR models [36,37] and all the variables that have been included in the model are
significant [38].

Our present research aimed to describe the structure-activity relationships study on
camphor-based symmetric diimines derivatives and developed a QSAR model on these

compounds.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Biological Data

The activity parameter as evaluated in California/07/09 (HIN1) pdmO09, sensitive cell line was
used: A= ED50compound, pM [39.40].

A represent concentration of drug effective in inhibiting the cell-growth rate by 50% (ED50),
dose-response curves were thus produced and used to determine this concentration [41].
Sokolova et al transformed the values of biological parameter to logarithmic scale; the inverse
values of ED50 (pED50) were used to obtain higher values for the more active compounds

[39].
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2.2. Descriptors Generation

Firstly, the twenty-five investigated molecules were pre-optimized by means of the Molecular
Mechanics Force Field (MM+) included in HyperChem release 8.08 [42]. After that, the
resulted minimized structures were further refined using the semi empirical PM3 Hamiltonian
implemented also in HyperChem. We chose a gradient norm limit of 0.01 kcal/A for the
geometry optimization. Then, these structures were re-optimized by using Gaussian 09
program package [43], with DET/B3LYP/6- 311G+ (d, p), this theory was used to calculate a
number of electronic descriptors: total energy (Et), dipole moment (u), energy of frontier
orbital’s, EHOMO and ELUMO.

The QSAR properties module from HyperChem 8.08 was used to calculate: molar
polarizability (Pol), the molar refractivity (MR), partition coefficient octanol/water (log P),
hydration energy (HE), molecular volume (MV), Surface area grid (SAG), and molecular
weight (MW) [44-47].

Molinspiration, web based software was used to obtain parameter such as PSA (polar surface
area), NRB (number of rotatable bonds), HBA, HBD and drug likeness [48].

2.3. Regression Analysis

Multiple linear regression analysis of molecular descriptors was carried out using the stepwise

strategy in SPSS version 19 for Windows [49].

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Equilibrium geometry and electrostatic

Fig.1. 3D structure of camphor
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Table 1. Bond lengths and valence angles of Camphor

Ab-initio/HF DFT/ B3LYP
Comp. Exp.®
6- 311G (d) 6-311G 6-311G (d) 6-311G
6-311G+ (d,p) 6-311G+(d,p)
Bond length (angstrom)

Cc1-C2 1.511 1.527 1.528 1.517 1.535 1.537 1.532

C1-Cé 1.525 1.526 1.526 1.519 1.534 1.536 1.532
Cc1-on1 1.180 1.185 1.184 1.214 1.207 1.205 1.235

C2-C3 1.564 1.538 1.538 1.540 1.542 1.541 1.548

C3-C4 1.532 1.540 1.540 1.544 1.547 1.546 1.554

C3-C7 1.580 1.556 1.556 1.562 1.566 1.566 1.574

C4-C5 1.554 1.554 1.553 1.554 1.559 1.558 1.563

C5-Co L5591 1.557 1.556 1.562 1.567 1.566 1.575

Co-C7 1.580 1.562 1.561 1.568 1.573 1.572 1.582

Co-C8 1.536 1.517 1.516 1.515 1.517 1.515 1.518

C7-CY 1.517 1.534 1.533 1.534 1.536 1.535 1.539
C7-C10 1.516 1.538 1337 1.538 1.539 1.539 1.542

Valence angle (degree)

C2-C1-C6 106.000 106.681 106.584 107.406 106.533 106.382 107.129
C2-C1-011 126.000 126.285 126417 126.039 126.484 126.694 126322
C6-C1-011 128.000 127.032 126.998 126.550 126.979 126.921 126.540
C1-C2-C3 104.000 101.708 101.747 101.633 101.962 101.996 101.872
C2-C3-C4 108.000 106.564 106.515 106.484 106.574 106.551 106.562
C2-C3-C7 099.000 102.614 102.617 102.484 102.661 102.684 102.569
C4-C3-C7 104.000 102.833 102.794 102,734 102.749 102.714 102.639
C3-C4-C5 103.000 102.668 102.686 102.809 102.738 102.769 102.900
C4-C5-C6 105.000 104.315 104.304 104.288 104.448 104.429 104.377
C1-C6-C5 102.000 103.184 103.243 103.225 102931 102.996 103.086
C1-C6-C7 100.000 100.311 100.389 100.219 100.475 100.544 100.399
C1-C6-C8 112.000 114.256 114.076 114.545 114.537 114.205 114.684
C5-C6-C7 103.000 102.191 102.167 101.974 101.924 101.940 101.723
C5-C6-C8 117.000 114.892 114.908 114.975 114.993 115.036 115.059
C7-C6-C8 119.000 119.658 119.726 119.520 119.571 119.730 119.472
C3-C7-Cé 093.000 093.846 093.875 093.683 093.813 093.825 093.654
C3-C7-C9 114.000 113.716 113.676 113.732 113.656 113.622 113.680
C3-C7-C10 109.000 113.876 113.852 113.771 114.114 114.059 113.974
C6-C7-C9 115.000 114.581 114.622 114.501 114.269 114.363 114.219
C6-C7-C10 112.000 113.693 113.619 113.500 113.368 113.391 113.2632
C9-C7-C10 112.000 107.083 107.066 107.438 107.414 107.386 107.768

The optimized geometrical parameters of camphor (Fig.1) were obtained using ab initio/HF

and DFT/B31YP methods with 6-311G+ (d,p), 6- 311G (d) and 6-311G basis, listed in Table 1
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with the experimental results [50] which are approximately similar to the theoretical results,
regarding bond length and valence angle values. We also note that the DFT/B3LYP method
with 6-311G+ (d,p) base is more appropriate for further study on camphor (Table 1).

The molecular electrostatic potential surface MESP is a piece of clectrostatic potential
mapped onto the iso-electron density surface [51], the importance of the MESP lies in the fact
that at the same time it shows the molecular size and form whether positive, negative and
neutral electrostatic potential areas in terms of the electrostatic surface, which illustrate the

investigation of the molecular structure with its physicochemical properties [52-54].

Fig.2. 3D MESP surface map and 2D MESP contour map for Camphor

3.2. Structure activity relationship (SAR)

3.2.1. Drug likeness filters of camphor-based symmetric diimines Derivatives

In this part, we have applied rules of thumb on twenty-five derivatives of camphor-based
symmetric diimines with respect to their antiviral activity [33, 34] (Fig.3 and Table 2).

The properties involved are: partition coefficient octanol/water (logP), molecular weight
(MW), hydrogen bond donors (HBD), hydrogen bond acceptors (HBA), number of rotatable
bonds (NRB), polar surface area (PSA). The results using HyperChem 8.0.8 and
MarvinSketch6.8.31 [55] and Molinspiration online database [42], are shown in Table 3.
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HaG, Clly Fag, =

Clly Clly

CHa Cllg

g h

These structures were designed by MarvinSketch 15.8.31 software™

Fig.3. 2D structures of camphor-based symmetric diimines derivatives

The empirical conditions to satisfy Lipinski’s rule and manifest a good oral bioavailability
involve a balance between the aqueous solubility of a compound and its ability to diffuse
passively through the different biological barriers [56,57]. These parameters allow
ascertaining oral absorption or membrane permeability that occurs when the evaluated
molecule follows Lipinski’s rule of five since molecular weight (MW) < 500 Da, an octanol
water partition coefficient log P < 5, H-bond donors, nitrogen or oxygen atoms with one or
more hydrogen atoms (HBD) < 5 and H-bond acceptors, nitrogen or oxygen atoms (HBA) <
10 [58].

For an ideal oral bioavailability, there are two other descriptors identified by Veber et al [59].
(1) Rotatable bonds are under 10.

(2) Polar surface area is under 140 A”.
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Table 2.Chemical structures, experimental and predicted activities of the studied molecules

N° R pEDgexp. " pEDsopred. pEDsresid.
la / -3.216 -3.345 0.129
2b CeHz -1.179 -1.019 -0.160
3b CsHye -1.384 -1.136 -0.248
4b CoHoy -1.653 -1.540 -0.113
S¢ CH, -2.545 -2.512 -0.034
6c 0} -2.572 -2914 0.342
7d CeHys 0.113 0.021 0.092
8d CHyy -0.506 -0.733 0.228
9d C,Hyy -0.643 -0.832 0.189
10e CH, -3.022 -2.797 -0.225
11e o) -2.317 -2.291 -0.026
12f CgH 2 -2.041 -2.131 0.089
13f C;Hya -1.607 -1.505 -0.102
14g CH, -1.176 -1.433 0.257
15g (o} -0.623 -0.321 -0.302
16h C;H; -1.294 -1.200 -0.094
17h C;Hy -0.886 -1.263 0.376
18h CsHy; -0.886 -0.924 0.038
19h CeHy3 -1.414 -1312 -0.103
20h CgHy7 -1.810 -1.861 0.051
21h CioHy -1.235 -1.357 0.122
22h C;Has -1.195 -1.150 -0.046
23h CygHyr -2.871 -2.774 -0.098
24h cyclopropyl -2.772 -2.227 -0.545
25h cyclohexyl -1.743 -1.927 0.184

The rules are based on a strong physicochemical rationale. Hydrogen bonds increase
solubility in water and help the water soluble of low molecular weight to pass through the
aqueous pores of biological membranes with molecules passive diffusion [60].

Table 3 shows that all the studied derivatives are compatible with Lipinski rules. Molecular
weight (MW) is related to the size of the molecule, with its increasing, a larger cavity should
be formed in water to solubilize the compound [61]. We have all series compounds of
camphor derivatives with molecular weights less than 500 Da, so they are probably soluble
and easily pass through cell membranes.

Log P is used to predict the solubility of oral drug; this is done by partitioning the molecule
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between water and the hydrophobic solvent n-octanol, and determining the log P value as the
ratio of the concentration of the compound in n-octanol and to that in water [62].

The number of rotatable bonds (NRB) was defined as any single bond, not in a ring, bound to
a heavy atom (non-hydrogen). Excluded from the count the amide bonds (C-N), because of
their high rotational energy barrier [59]. The low number of rotatable bonds (reduced
flexibility) in the studied series indicates that these ligands upon binding to a protein change
their conformation only slightly. On the other hand, the polar surface area (PSA) is formed by
polar atoms of a molecule.

It is a descriptor that shows good correlation with passive good oral bioavailability and an
optimal biological activity [63].Molecules with PSA values of 140 A2 or more are expected to
exhibit poor intestinal absorption[64], PSA Values of camphor-based symmetric diimines are

below the 140 A® belong to the compounds with reduced absorption (Table 3).
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Table 3. Pharmacological activities and properties involved in MPO methods for camphor

camphor-based symmetric diimines derivatives

Comp. MW log p HBD HBA Lipinski NRB PSA
(a.m.u) score of
4

la 152.24 2.95 0 1 4 0 17.07
2b 384.65 7.85 0 2 3 7 24.73
3b 412.70 8.65 0 2 3 9 24.73
4b 468.81 10.23 0 2 3 13 24.73
5¢ 480.74 7.52 0 2 3 4 24.73
6c 468.68 5.62 0 3 2 4 33.96
7d 388.68 6.08 2 2 3 9 24.05
8d 402.71 6.48 2 2 3 10 24.05
9d 472.84 8.46 2 2 2 15 24.05
10f 470.74 5.36 2 2 3 6 24.05
11f 472.71 3.85 2 3 4 6 3529
12¢ 416.73 6.81 0 2 3 9 6.48
13e 430.76 7.20 0 2 3 10 6.48
ldg 332.49 3.14 2 2 4 3 38.39
15g 334.46 1.64 2 3 4 3 47.62
16h 193.33 4.18 0 1 4 2 12.36
17h 207.36 4.57 0 1 4 3 12.36
18h 221.39 4.97 0 1 4 4 12.36
19h 235.41 537 0 1 3 5 12.36
20h 263.47 6.16 0 1 2 7 12.36
21h 291.52 6.95 0 1 3 9 12.36
22h 319.57 1.35 0 1 3 11 12.36
23h 403.74 10.12 0 1 3 17 12.36
24h 191.32 3.76 0 1 4 1 12.36
25h 233.40 4.95 0 1 4 1 12.36
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3.2.2. Structure Activity/Property Relationship for camphor-based symmetric diimines
derivatives

In the first part of our studies, we have studied seven physical chemical proprietics of series of
twenty five camphor-based symmetric diimines derivatives using HyperChem software
(Tables 3 and 4).QSAR proprieties such as: MV, log P, MR, Pol, HE, MV and MW were
investigated. The properties involved are: dipole moment (u), Energy of frontier orbital’s
Enomo and Epymo and total Energy (Et)

Molecular polarizability of a molecule characterizes the capability of its electronic system to
be distorted by the external field, and it plays an important role in modeling many molecular
properties and biological activities [65,67]. The molar refractivity (MR) is important criterion
to measure the steric factor. It is usually designated as a simple measure of the volume
occupied either by an individual atom or a cluster (group) of atoms [68].

From the results obtained in Tables4, we observe that polarizability data are generally
proportional to refractivity, molecular volume and molecular weight. This explains the
accordance of our results with Lorentz- Lorenz expression [69, 70] for example, the
compound 5c has great values of polarizability (59,24 A3) and molar refractivity (158,83 A3).
In contrast, the compound 1a is the small molecule in the series of studied camphor-based
symmetric diimines, which has a small value of polarizability (17,66 A3), and of molar
refractivity (44,49 A3).Compound 23h indicates the maximum absolute value of hydration
energy (8,84Kcal/mol). Regarding to compound 10f, it shows the minimum absolute value
(0,07Kcal/mol). In fact, hydrophobic molecule of camphor-based symmetric diimines
derivatives leads to the decrease of the hydration energy.

We noticed that the compound 23hdoes not have HBD (number of hydrogen bond donors)
and he has one HBA (Number of hydrogen bond acceptors) lead to the increase of the
hydration energy. For good oral bioavailability, the log P must be greater than zero and less
than three (0 < log P < 3). A drug with higher log P has low solubility whereas drugs with
lower log P have difficulty in penetrating the lipid membranes [71].

The results obtained by calculating of logP of camphor-based symmetric diimines derivatives,

show that compounds la and 15g have optimal values (0 < log P < 3) which explain the good
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oral bioavailability for these compounds.

On the other hand, a positive value for log P indicates that the compound is too lipophilic. So

it has a good permeability through biological membrane, a better binding to plasma proteins,

elimination by metabolism but a poor solubility and gastric tolerance [72,73].

Table 4.Values of quantum and physicochemical descriptors used in the regression analysis

N° LogP MR MV HE Pol SAG E, wD)  Epowo -
(AY) (A} (kealmol) (A% (A?) (a.u) (a.u) (a.u)
la 295 4449 52082 1.38 17.66  325.87 -466.0434 33901 -0.24672  -0.3330
2b 7.85  119.63 114534  3.61 4726  597.86  -1127.0195  3.1129  -0.22248  -0.00481
3b 865 128.84 136159 546 5093 76197  -1205.6634  3.4493 -0.22461 -0.01169
4b 1023 14724 159479 734 5827 89223 -1362.9688  3.2654 -0.22547 -0.01161
5¢  7.52 15883 1411.81 2.21 5924 74524 -1431.8980  3.9153  -0.20408 -0.03771
6c  5.62 15207 1400.15 -0.87 5620 77248  -1428.5438 53524 -0.20224 -0.03199
7d 608 12023 129286  3.68 48.09 72852 -11294523 13787 -0.21900 -0.00380
8d 648 12484 1291.63 3.41 4993 70484  -1168.7645 15065 -0.21941 -0.00717
9d 846 14784 156527 521 59.10  857.02  -1365.3837  0.8267 -0.21812  -0.00397
10f 536  154.83 141452  -0.07 5824 76628  -1395.0397 22760 -0.19925 -0.02162
1f 385 15267 141050 293 574 77391  -1430.9595 29314  -0.19318 -0.01778
12¢ 681 13082 126388  5.28 5176 653.03  -1208.0319  0.9786 -0.20508 -0.00453
13e 720 13542 135526  5.89 53.60 71227 -1247.3559  0.1475 -0.20552  -0.00588
l4g 314 11270 1036.89  -582  41.02 591.82  -1003.0586  2.5446 -0.20173 -0.02558
15¢  1.64 11054 103180  -851 3982 601.09  -1038.9743  2.8630 -0.20159 -0.02644
I6h  4.18  60.72  707.14 3.26 2401  423.86  -564.12522 1.8748 -0.23452  -0.00956
17h 457 6532 74597 3.46 2585 44734  -603.43840 20333  -0.22634 -0.01253
18h 497  69.92  808.23 4.08 2768 48634  -642.77271  1.8544  -0.23395  -0.00929
19h 537 7452  851.61 4.24 2952 51113 -682.08766  2.0908 -0.22562 -0.01404
20h 616 8372 958.13 4.95 3319 563.87  -760.73330 20169 -0.22591 -0.01227
21h 695 9293 106749 571 36.86  643.09  -83938229 20864 -0.22546 -0.01406
22h 775 10213 1184.59  6.65 4253 699.09  -918.03843 19134 -0.23350 -0.00896
23h 10.12 12973 150649  8.84 51.54  880.66  -1153.9803  1.9125 -0.23348 -0.00889
24h 376  58.66  659.05 237 2324 394.82 -562.8666  2.1336  -0.21890 -0.01824
25h 495 7246 790.66 3.33 28,75 45639 -680.8882  1.7928  -0.22906  -0.01035

Ei, 1 ,E jomo and Ep pumo caleulated by DFT/B3LYP /6-311G+(d,p)  (Gaussian 09)

3.3. Quantitative Structure-Activity Relationships Studies (QSAR)

In the present study, twenty-five derivatives of camphor-based symmetric diimines were

evaluated for their inhibitory activities of viral (Influenza virus) inhibitors (Table 2 and Fig.3).
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In order to determine the role of structural features, we use QSAR studies, these compounds
were used for multiple linear regressions (MLR) model generation. Different physicochemical
descriptors such as steric, clectronic and molecular structure were used as independent
variables and were correlated with biological activity [74,76].

Developing a QSAR model requires a diverse set of data, and, thereby a large number of
descriptors have to be considered. Descriptors are numerical values that encode different
structural features of the molecules. Selection of a set of appropriate descriptors from a large
number of them requires a method, which is able to discriminate between the parameters.
Pearson’s correlation matrix has been performed on all descriptors by using SPSS statistics 19
Software. The analysis of the matrix revealed ten descriptors for the development of MLR
model. The values of descriptors selected for MLR model is presented in Table 5. The
correlation between the biological activity (A) and descriptors expressed by the following

relation:

pED50 = —3.081 — 0.051 MW — 0.054 MV + 1. 063 HE + 0.344MR + 0.397 Pol
+0.253 PSA+ 3.785 HBA — 0.109 NRB + 0.035Et — 1.275

n=25;r=0970;"=0.940; s=0.277; F =22.053; Q=4.273

255

where, “n” is the number of compounds, “1” is the correlation coefficient, “r” is the squared
correlation coefficient, S is the standard error of estimate and F — Fischer statistics.

The values of fraction variance may vary between 0 and 1.

QSAR model having r* > 0.6 will only be considered for validation. For example, the value r
= 0.970and r* = 0.940 allowed us to indicate firmly the corrclation between different
parameters (independent variables) with pEDsg of the compounds. The F-value has found to
be statistically significant at 95% level, since the calculated F value is higher as compared to
tabulated value. The positive value of quality factor (Q) for this QSAR model suggests its

high predictive power and lack of over fitting.

In the equation of pEDsgthe negative coefficients of MW, NRB, MV and p explain that any

147



W. Hamczi et al. J Fundam Appl Sci. 2020, 12(1), 475-496 488

increase in molecular weight, number of rotatable bonds, molecular volume or dipole moment
of the compounds cause a decrease in the biological activity.
Also the positive coefficient of HE indicates that any increase in hydration energy causes an
increase in biological activity. From this parameter it may be concluded that hydrophilic
molecules are more important for Influenza virus.
In order to test the validity of the predictive power of selected MLR model (eq.pEDsy), the
leave-one-out technique (LOO technique) was used. The developed model was validated by
calculation of the following statistical parameters: predicted residual sum of squares (PRESS),
total sum of squares deviation (SSY) and cross-validated correlation coefficient (rzudj)
(Table 5).
PRESS is an important cross-validation parameter as it is a good approximation of the real
predictive error of the model. Its value being less than SSY points out that model predicts
better than chance and can be considered statically significant. The smaller PRESS value
means the better of the model predictability. From the results depicted in Table 5, the model is
statistically significant. Also, for reasonable QSAR model, the PREES/SSY ratio should be
lower than 0.4 [77].The data presented in Table 5 indicate that for the developed model this
ratio is 0.060. Our result of r*., for this QSAR model has been to be 0.940. The high value of
o and rzadj are essential criteria for the best qualification of the QSAR model.
The predictive error of the coefficient of correlation PE is yet another parameter used to
evaluate the predictive power of the proposed model [78]. We have calculated the PE value of
the proposed model and this is reported in Table 5. It is argued that if

If r<PE, then correlation is not significant;

if r> PE, several times (at least three times), then correlation is indicated;

if r> 6 PE, then the correlation is definitely good.
For the model developed the condition r > 6 PE is satisfied and hence it can be said to have a
good predictive power.
However, the only way to estimate the true predictive power of developed model is to predict
the by calculation of pEDsy values of the investigated camphor-based symmetric diimines

derivatives using this model (Fig.3 and table 2).
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Table 5. Cross-validation parameters
Model  PRESS SSY  PRESS/SSY  Spress e g PE 6PE
1 1.079 18,083 0.060 0.208 0.940 0.898 0.008 0.048
2 Lindalre = 0.940
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Fig.3. Predicted plot versus experimental observed pEDsgof camphor-based diimines

pEDS0. resid

pED50

Fig.4. Plot of the residual values against the experimentally observed pEDs

Figure 3 shows the plots of linear regression

biological activity of camphor-based symmetri
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plots for this model show to be more convenient with r * = 0.940. It indicates that the model
can be successfully applied to predict the antiviral activities of these compounds.

To investigate the presence of a systematic error in developing the QSAR model, the residuals
of predicted values of the biological activity pEDsy were plotted against the experimental
values, as shows in Fig.4.The propagation of the residuals on both sides of zero indicates that

no systemic error exists [79], as suggested by Jalali-Heravi and Kyani [80].

4. CONCLUSION

In the present work, the application of Lipinski rules and Veber rules on the studied
camphor-based symmetric diimines derivatives shows that most of these compounds,
theoretically, will not have problems with oral bioavailability.

QSAR study of the camphor-based symmetric diimines derivatives has been performed. A
significant regression equation was obtained by the MLR method with respect to their
experimental biological activities. The best equation of regression was obtained contains these
descriptors: MW, HE, MR, MV, Pol, PSA, HBA, NRB, E and p. QSAR model indicates that

these descriptors have significant relationships with observed bioactivities.
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