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Introduction générale

De nos jours, les besoins croissants de I’humanité pour la prise en charge de
nombreuses maladies, poussent les chercheurs a s’intéresser a la découverte de

nouvelles méthodes de syntheses, moins couteuses, et aussi a investir dans la nature.

Les hétérocycles quinoléiques sont parmi les divisions classiques de la chimie
organique qui ont été largement étudiés dans différents domaines de la chimie, y
compris les industries chimiques et pharmaceutiques [1]. lls constituent d’excellents
précurseurs dans la synthese de nouveaux systemes susceptibles de présenter
d’intéressantes propriétés biologiques, relatives au traitement de la malaria, des
maladies cardiovasculaires, antifongiques, antiinflammatoires, antibiotiques,
antitumorales et antimicrobiennes [2-5]. Certains dérivés de la quinoléine ont montré
un profil pharmacologique favorable et un pouvoir bactéricide confirmé sur des

souches sensible. Ils sont également utilisés comme des inhibiteurs de corrosion [6,7].

L'étude de l'interaction des petites molécules avec I'ADN a fait I'objet d’une
investigation intensive depuis des décennies car elle permet de mieux comprendre la
conception du depistage de nouvelles molécules plus efficaces ciblant 'ADN, qui peut
accélérer la découverte de nouveaux médicaments. Les processus tumoraux sont
caractérisés par une prolifération anormale des cellules; I'ADN est donc la cible

biologique de nombreux médicaments antitumoraux [8].

La caractérisation de [linteraction des petites molécules, qu'elles soient
synthétiques ou naturelles, non seulement fournit un apercu de la biologie, mais donne
également la possibilité de développer des agents thérapeutiques pour le contréle de
I'expression des genes [9,10]. Certain dérivés de la quinoléine se sont révélés utile en
tant qu’agents anticancérigéne en se liant électrostatiquement a 1’ADN, par des
liaisons intercalaires ou par des liaisons hydrogéne [11,12]. Diverses techniques
d'analyse, telles que I’électrophorése, la fluorescence ont éte largement utilisée pour la
caractérisation et I'identification de l'interaction des petites molécules avec I'ADN
[13,14]. Cependant, la plupart de ces méthodes souffrent d'un fort colt, une faible

sensibilité et la complication des procédures.
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L’électrochimic et la spectroscopie UV-vis se posent alors comme des
alternatives de choix pour proposer des méethodes de mesures moins codteuses qui

allient simplicité, rapidité, sensibilité et spécificite.

Le travail décrit dans ce manuscrit s’inscrit dans ce contexte d’évaluation des
différentes activités biologiques d’une série de bases de Schiff dérivées d’amino
quinoléine.

Pour présenter nos travaux et mettre en évidence nos différentes contributions a

la fouille de données, nous avons retenu ’articulation suivante :

Dans le premier chapitre, nous exposons un apercu général, sur les bases de
Schiff et les dérivés quinoléiques, les agents antioxydants, antiinflammatoires,
antimicrobiens et sur I’acide désoxyribonucléique (ADN) et les protéines, suivi d’une
¢tude bibliographique sur D’intérét biologique que présente cette famille de

molécules.

Le deuxiéme chapitre a pour objectif de présenter les principes de différentes
méthodes d’analyse utilisées pour évaluer in vitro [’activité antioxydante,
antiinflammatoire, antimicrobienne et antihémolytique des molécules criblées. Les
techniques de mesure électrochimiques et spectroscopiques utilisées pour explorer
I’interaction des dérivés avec I’acide désoxyribonucléique (ADN) et 1’albumine du

sérum bovin (BSA), sont a leur tour présentées dans cette partie.

Le troisieme chapitre consiste en une analyse des résultats de I’évaluation des
différentes activités biologiques et une discussion qui mettra I’emphase sur leur
signification par rapport aux données de la littérature. Les études sont également
complétées par une prédiction des propriétés QSAR et une étude de corrélation entre
la structure moléculaire et I’activité biologique par la théorie fonctionnelle de la
densité (DFT).

Le dernier chapitre détaille les resultats de [I’étude spectroscopique,
électrochimique et théorique de [I’interaction des composés avec I’acide
désoxyribonucléique (ADN) et I’albumine du sérum bovin (BSA). A partir de

I'examen des paramétres de liaison, un mode d’interaction mis en jeu est déterminé.

Enfin, cette these est cl6turée par une conclusion générale qui permettra de tirer

quelque suggestion de prolongation a ce travail.
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Les bases de Schiff dérivées de la quinoléine jouent un role important dans
différents domaines de la chimie. En effet, des efforts considérables ont été déployeés
pour developper les méthodes de synthese de ces composés, qui ont suscité, pendant
tres longtemps une attention trés particuliéere chez beaucoup de chercheurs en se
basant sur leur importance pas seulement dans les domaines biologiques, méedicinaux
et pharmaceutiques, mais aussi dans le traitement des eaux, la protection de

I’environnement et la lutte contre la corrosion.

Dans ce chapitre nous exposerons un rappel bibliographique portant
essentiellement sur les bases de Schiff et les dérivés de la quinoléine; puis une
présentation genérale relative aux agents antioxydants, antiinflammatoires,
antibactériens et antifongiques et des généralités sur I’ADN et les protéines, suivi
d’un bref rappel bibliographique sur ’intérét biologique des bases de Schiff dérivées

de la quinoléine.

I.1. Les bases de Schiff dérivées d’amino quinoléine
I.1.1. Les bases de Schiff

Les bases de Schiff nommées d'aprés leur inventeur Hugo Schiff qui fut le
premier chimiste a synthétiser ce type de composes en 1864 [1]. On appelle base de
Schiff, tout produit comportant une double liaison C=N. Elles sont obtenues par

condensation d’un aldéhyde ou d’une cétone sur une amine primaire:

>:O + NH3R; >:NR3 + H,0
R, R,

Schéma I. 1. Réaction de synthese des bases de Schiff

1.1.2. Domaines d’application des bases de Schiff

Le champ d’application des bases de Schiff est extrémement vaste et touche
I’ensemble des aspects de la vie de tous les jours a savoir, la chimie, I’industrie
pharmaceutique, la médecine ainsi que la biologie. Ces applications ne sont pas

limitées a 1’échelle de laboratoire, mais elles ont été extrapolées a 1’échelle
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industrielle, faisant partie des systemes innovants les plus exploités dans le domaine

de la recherche.

En biologie, de nombreux travaux réecemment réalisés sur les bases de Schiff ont
mis en exergue pour ces systemes, d’excellentes propriétés antifongiques,
antibactériennes, antipaludiques, antiprolifératives, antiinflammatoires,

anticancéreuse, cytotoxique, antivirales et antipyrétiques [2,3].

Dans le domaine de la synthese chimique, elles sont souvent employées comme
intermédiaires réactionnels et leurs complexes métalliques comme catalyseurs dans

plusieurs types de réactions telles que les réactions d’oxydation, de réduction et

d’hydrolyse [4].

Dans la chimie analytique, les bases de Schiff servent a travers les titrages et

précipitations, a séparer certains ions métalliques présents dans un mélange[5].

Dans I’inhibition de la corrosion, ces systémes ont fait I’objet de nombreuses
études et acquiérent actuellement une importance primordiale, tant sur le plan de la
recherche que sur le plan industriel. Ainsi, leurs propriétés inhibitrices de corrosion
ont été testées vis-a-vis de plusieurs matériaux tels que ’acier, le cuivre, I’aluminium
et le Zinc [6-8].

1.1.3. Les quinoléines

La quinoléine est une base organique ayant une formule brute CoH-N, elle
résulte de la juxtaposition d’un noyau pyridinique et d’un noyau benzénique. La
quinoléine fut obtenue, pour la premiére fois, par F. Runge en 1834 a partir de
goudron de houille, sa structure chimique a été connue en 1908 et sa syntheése réalisée
en 1944. Elle constitue le motif hétérocyclique structural d’un grand nombre de
molécules présentant des propriétés pharmacologiques, et qui ont trouvé leur
utilisation dans le domaine thérapeutique. Ces molécules peuvent étre issues d’origine

végetale, microbien, animal ou d’origine synthétiques [9].

/
N

Schéma 1. 2. Structure du noyau quinoléine
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I.1.4. Domaines d’application des dérivés de la quinoléine

L’intérét que présente la quinoléine résulte du fait que cette molécule constitue
d’excellent précurseur dans la synthése de nouveaux composés hétérocycliques

susceptibles de presenter des propriétés biologiques intéressantes [10].

Certains derives naturels de la quinoléine ont montré un profil pharmacologique
favorable et un pouvoir bactéricide confirmé sur des souches sensibles. Ces dérivés
ont été largement étudiés dans différents domaines de la chimie, y compris les
industries chimiques et pharmaceutiques. Ils présentent diverses activités biologiques,
relatives au traitement de la malaria, des maladies cardiovasculaires, antifongiques,
antibiotiques, antitumorales, antimicrobiennes. Ils sont également utilisés comme des

inhibiteurs de corrosion [11].

Les dérivés de la quinoléine sont également utilisés dans le domaine de
I’industrie, comme cellules photovoltaiques, ainsi que comme solvants pour les
terpénes et les résines. En outre, les colorants a base de quinoléine telle que I'iodure
d'éthyle rouge et le pinacyanol, ont été utilisés depuis le début du XIXe siécle dans

des plaques photographique [12].
1.2. Activité antioxydante

1.2.1. Le stress oxydant

Des composeés a fort potentiel oxydant, sont produits constamment en situation
physiologique au sein de I’organisme. Il se met alors en place un systeme antioxydant.
En situation normale, la balance antioxydant /oxydant est équilibrée. Mais
I’organisme peut €tre confronté a une surexposition a des composés oxydants lorsque
la production endogene d’especes réactives de 1’oxygene (ERO) devient excessive ou

suite a I’exposition a un phénomeéne toxique exogene.

Lorsqu’un déséquilibre intervient (par génération excessive des oxydants ou par
carence d’apport et/ou de production d’antioxydants), on parle de stress oxydatif ou

stress oxydant [13].
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Systémes non enzymatiques (vit. C & E, caroténoides, polyphénols, GSH)
Enzymes (SOD, GPx, catalase, peroxiredoxines)

Protéines de choc thermique

Glycosylases d’ADN

7

Molécules antioxydantes

l = Stress oxydant
— (T production nette
d’oxydants)
Molécules oxydantes

/

ROS : - radicaux libres (O, -, -OH, '0,, ...)
- peroxydes (H,0,. ...)

Figure 1. 1. Balance radicaux libre /antioxydants
1.2.2. Radicaux libres

Les radicaux libres RL sont des espéces chimiques possédant, sur leur couche
périphérique, un ou plusieurs électrons célibataires, ce qui leur confére une grande
instabilité et une forte réactivité [14,15]. Les espéces radicalaires vont tenter de
rapparier leurs électrons célibataires en agressant toute molécule susceptible de se
faire arracher un électron [16]. Les molécules ainsi transformées deviennent a leur
tour des radicaux libres et commencent une chaine des réactions [17]. A des
concentrations physiologiques, les RL jouent un rdole dans le maintien d’un statut
redox cellulaire normal, les fonctions tissulaires et les processus de signalisation
intracellulaire [18,19]. Par contre, une production excessive des RL induit la mort
cellulaire et I'apoptose [20].

1.2.2.1. Formes des radicaux libres

Dans les cellules, il convient de distinguer les radicaux primaires qui jouent un
role particulier en physiologie. Les autres, dits radicaux secondaires, se générent par
réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule[13].
Plus récemment, certains auteurs ont parlé de RONS (Reactive Oxygen and Nitrogen
Species) au lieu de ROS pour désigner I’ensemble des especes reactives oxydantes

radicalaires ou non radicalaires. Les principales RONS peuvent étre produites par le

8



K. Douadi Chap. I: Bibliographie

métabolisme  cellulaire normal et/ou pathologique, ou par exposition

environnementale (tabagisme, ozone, alimentation ...) [21,22]

Tableau I. 1. Principales espéces réactives générées dans les systemes biologiques
(RONS) [13]

Nom Symbole
Anion superoxyde 02._
Hydroxyle OH’
Radical alkoxy RO )
Radical peroxy ROO
Monoxyde d’azote NO

1.2.2.2. Les sources des radicaux libres

e Les sources exogenes

Les facteurs exogénes majoritairement liés a I'environnement ou au mode de vie
sont également a I'origine d'une augmentation du stress oxydant dans I'organisme par

I’accumulation de radicaux libres dans 1’organisme.

Ces facteurs environnementaux incluant les agents exogénes (toxines,
pesticides, herbicides, métaux lourds, fumée de cigarettes), et les composés induits
par la prise de certains médicaments, par les rayonnements UV ou lors d’un coup de
chaleur [23,24].

e Les sources endogenes

La production des ERO dans les cellules des mammiféres découle de plusieurs

réactions engagées dans les mécanismes physiologiques, (respiration mitochondriale),

dans les mécanismes pathologiques (inflammation, infection) et les allergies [25].
e Lesions métalliques

Les ions métalliques, comme le fer et le cuivre sous leurs formes réduites, sont
des remarquables promoteurs de processus radicalaires in vitro : ils transforment
I’H202 en OH™ par la réaction de Fenton [26,27].
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1.2.3. Les pathologies liées au stress oxydant

Lors d’un stress oxydant, les RL non détoxiqués par le systéme antioxydant
attaquent et endommagent par oxydation les macromolécules contenues dans les
cellules, notamment les lipides, les protéines et 1’acide désoxyribonucléique.
L’oxydation des lipides et celle de ’ADN via la formation de dérivés toxiques de
I’oxygeéne sont respectivement impliquées dans le développement de maladies
cardiovasculaires et du cancer [28]. Les protéines sont aussi sensibles aux attaques
radicalaires. Les enzymes cellulaires et les protéines oxydées vont étre inactivées et
par conséquent elles perdent leurs propriétés biologiques, et deviennent beaucoup plus
sensibles a 1’action des protéases [29,30].Un stress oxydatif est souvent associé a
toutes sortes de maladies, mais il n'est pas toujours facile de déterminer s'il s'agit
d'une cause ou une conséquence de I'état observé. L’arthrose, la polyarthrite

rhumatoide, I’inflammation sont de plus en plus établies [31].
1.2.2. Les systémes de défenses antioxydants

Les antioxydants sont définis comme toute substance capable de ralentir ou
inhiber le phénomeéne d’oxydation du substrat oxydable [32,33]. Un antioxydant idéal
devrait étre aisément absorbé et éteindre les RL, et chélate les métaux aux niveaux

physiologiques appropriés.
1.2.2.1. Les sources des antioxydants

1.2.2.1.1. Les antioxydants enzymatiques

Des enzymes comme le superoxyde dismutase (SOD), le catalase (CAT), le
glutathion peroxydase (GPXx) et le glutathion réductase (GR) font partie du systeme
endogene de défense contre les ROS [34].

1.2.2.1.2. Les antioxydants non enzymatiques

Les principaux antioxydants non enzymatiques sont la vitamine C, le glutathion,

les tocophérols, la vitamine A, les thiols, les polyphénols et les caroténoides [35].

1.2.2.1.3. Antioxydants synthétiques

Le 3,5-ditertiobutyl-4-hydroxytoluene (BHT 321), le 3-tertiobutyl-4-
hydroxyanisole (BHA 320), les esters de l'acide galliqgue sont des antioxydants
10
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solubles dans les lipides. Le BHA et le BHT sont fréeguemment employés comme
conservateurs dans les produits alimentaires et cosmétiques pour protéger les lipides

du rancissement.

1.2.2.2. Mécanismes d’antioxydation

Les antioxydants peuvent étre répartis en deux types : les antioxydants

préventifs et les antioxydants « chain breaking ».

1.2.2.2.1. Les antioxydants secondaires ou préventifs : qui assurent I’inhibition de
la production des radicaux libres.

1.2.2.2.2. Les antioxydants radicalaires « chain breaking » : ils peuvent agir selon

deux mécanismes :

e Hydrogen atom transfert (HAT) : l'antioxydant (AH) réagit avec le radical
libre (R*) en lui transférant un atome d'hydrogéne. Les composés phénoliques
et les flavonoides entrent dans cette classification car ils donnent des ions
hydrogene tout en conservant une structure stable [36]. Le radical A" est
généralement stabilisé par plusieurs facteurs tels que les effets de résonance, la
conjugaison, et des liaisons hydrogénes [37].

AH+R —» A“+RH

e Single electron transfert (ET) : I'antioxydant inhibe la propagation du radical

peroxy par transfert d'atomes d'hydrogene, suivi d’un transfert d'électrons

[38].
ROO + R2OH ——» ROO + R:OH* — ROOH+ R0’
1.2. Activité antiinflammatoire

1.2.1. Inflammation

L’inflammation ou réaction inflammatoire est 1’ensemble des mécanismes
réactionnels de défense par lesquels I’organisme reconnait, détruit et élimine toutes

les substances qui lui sont étrangeres. L inflammation est un processus habituellement

11
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bénéfique, son but est de mobiliser le systéme immunitaire afin d’éliminer 1’agent

pathogene et de réparer les lésions tissulaires [39].
1.2.2. Types d’inflammation

L’inflammation est classée en deux catégories selon la durée et la cinétique du

processus inflammatoires.

1.2.2.1. L'inflammation aigué

Il s'agit d’une réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée
(quelques jours a quelques semaines), caractérisée par quatre signes cardinaux:
rougeur et gonflement avec chaleur et douleur. L'inflammation aigué est divisée en
trois phases : phase vasculaire, phase cellulaire et phase de résolution et de

cicatrisation 40].

1.2.2.2. L’inflammation chronique

La persistance de la réaction inflammatoire et la perturbation de son contréle
physiologique conduisent a la chronicité de I’inflammation [40]. Elle est également
provoquée par I’engagement persistant des réponses de I’immunité innée et acquise,
dans de nombreux cas, elle peut persister pendant de longues périodes (plusieurs mois

ou années)[41].
1.2.3. Les antiinflammatoires

Les antiinflammatoires sont des médicaments qui antagonisent les processus
inflammatoires [42]. 1l existe deux grands types dantiinflammatoires: Iles
antiinflammatoires stéroidiens (AIS); les antiinflammatoires non stéroidiens (AINS).

1.2.3.1. Les antiinflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les antiinflammatoires non stéroidiens sont des médicaments largement utilisés,
ils ont des effets analgésiques, antipyrétiques et antiinflammatoires, cette classe est
trés vaste, elle comprend:

e les derivés salicylés: comme I’ Aspirine (acide acétylsalicylique).

12
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e les dérivés de D’acide propionique et de [’acide butyrique: comme
I’Ibuproféne, Naproxen et Kétoproféne.
e les dérivés de I’acide anthranilique ou fénamates: Diclofénac, 1’Acide

méfénamique et 1’ Acide niflumique.

1.2.3.1.1. Mécanisme d’action des antiinflammatoires non stéroidiens

Les antiinflammatoires non stéroidiens présentent une grande hétérogénéité
chimique mais ils ont en commun [D’inhibition non sélective de 1’enzyme
cyclooxygénase (COX), enzyme clé de la biosynthése de la prostaglandine [43]. Cette
COX existe sous deux isoformes dont chacune a ses spécificités, la COX-1 et COX-2.
La COX-1 est plutét impliquée dans les phénomeénes plaquettaires et stomacaux; alors
que la COX-2 est spécifiguement exprimée dans les cellules inflammatoires et

implique des réponses inflammatoires aigués et chroniques [44].

1.2.3.2. Les antiinflammatoires stéroidiens (AlS)

Les AIS ou glucocorticoides constituent une vaste famille de médicaments
dérivés des hormones stéroidiennes de la corticosurrénale, cortisol et cortisone. Ils
sont employés dans le domaine médical pour le traitement des maladies
inflammatoires chroniques telles que [Darthrite rhumatoide et les maladies
autoimmunes [45]. L’hypertension artérielle et 1’ulcére gastroduodénaux sont les
effets indésirables les plus associés a l'usage prolongé des antiinflammatoires

stéroidiens[46,47].
1.2.3.2.1. Mécanisme d’action des antiinflammatoires stéroidiens

e Régulation: les antiinflammatoires stéroidiens agissent en modulant
I’expression génique d’un certain nombre de protéines impliquées dans la
réaction inflammatoire. Cette action passe par la fixation au récepteur des
glucocorticoides endogénes. Il se produit alors une production accrue de
protéines antiinflammatoires comme la lipocortine-1, I’interleukine IL-10
[48].

e Inhibition de I’acide arachidonique: par la synthese de lipocortine-1 qui
possede une activité antiphospholipase A2, ils empéchent la libération de

I’acide arachidonique précurseur des prostaglandines [49].

13
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1.3. Activité antimicrobienne

Les maladies infectieuses, provoquees par les virus, les bactéries et les
eucaryotes parasites, constituent un probléme de santé publique qui se présente,
depuis ces derniéres années, avec une ampleur et des caractéristiques nouvelles.
L’hygicne et les antibiotiques ont constitu¢ des armes d’une remarquable efficacité

dans la maitrise de ces maladies infectieuses.
1.3.1. Activité antibactérienne

1.3.1.1. Les antibiotiques

Un antibiotique est une substance antibactérienne produite par des
microorganismes (champignons, bactéries) ou de synthése chimique capable d'inhiber
la multiplication ou détruire les microorganismes. Les antibiotiques peuvent étre
classés selon l'origine, la nature chimique, le mécanisme d'action et le spectre
d’activité [50].

1.3.1.2. Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques agissent a 1’échelon moléculaire au niveau d’une ou de

plusieurs étapes métaboliques indispensables a la vie de la bactérie.

e Action sur la paroi bactérienne

La paroi est I’enveloppe externe de la cellule bactérienne qui joue un role
important dans la protection des bactéries de I'environnement extérieur, ceci grace a la
présence d’une substance complexe appelée « peptidoglycane». Il existe un ensemble
d'antibiotiques qui altérent la structure des bactéries en inhibant la formation de leur
paroi: cas des B-lactames et des glycopeptides, qui bloquent différentes étapes de la

voie de synthese du peptidoglycane [51].
e Destruction de la membrane cellulaire

Ces antibiotiques alterent la membrane cytoplasmique en agissant comme des
détergents cationiques. Ils se fixent aux phospholipides de la membrane

cytoplasmique et entrainent des troubles de perméabilité. 1l en résulte une rupture de

14



K. Douadi Chap. I: Bibliographie

1’équilibre osmotique de la cellule bactérienne et un rélargage dans le milieu extérieur

des constituants intracellulaires; ce qui entraine la mort de la bactérie [52].

¢ Inhibition de la synthése protéique

Ces antibiotiques ont pour cible le ribosome bactérien, ils perturbent la lecture
du code lors de la synthese des protéines. 1l en résulte une altération de la synthése
protéique, soit en inhibant la traduction, soit en induisant des erreurs de lecture du
code génétique, ce qui entraine la synthese de protéines anormales incompatibles avec
la vie de la cellule bactérienne [53].

e Inhibition de la synthese des acides nucléiques

La synthese des acides nucléiques (ADN et ARN) peut aussi étre perturbée par
les antibiotiques: cas des sulfamides, dutriméthoprime, des quinolones, des

rifamycines et des nitroimidazoles [54].

Inhibition de la synthése de la paroi cellulaire
Inhibition de la synthése des protéines
pB-lactames

as Aminoglycosides Macrolides
Glycopeptides T S,
: : Tétracyclines Oxazolidinones
Daptomycine - :
s o e Streptogramines
Tunicamycine S

R Lincosamides
Bacitracine

[~y

= > pDHF = »dTMP.p ADN
/ )r'/ ; . v
i //mp dUMP
Sulfaméthoxazole ,&
/‘. - . .
Triméthropine Quinolones i Rifampicine . '
Novobiocine Inhibition de la synthése d'ARN

Inhibition du métabolisme ok g
Inhibition de la synthése d'ADN

Figure I. 2. Mode d’action des antibiotiques; DHP: dihydroptéroate; DHF:
dihydrofolate; THF: tétrahydrofolate [55]

1.3.1.3. Résistance bactériennes aux antibiotiques

e La résistance naturelle

On parle de résistance naturelle ou intrinseque lorsque toutes les souches d’une

méme espéce ou d’un méme genre bactérien sont résistantes a un antibiotique. Des
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particularités structurales de la paroi cellulaire, empéchant les antibiotiques d’accéder
a leur cible, ou I’absence de cible sont autant de facteurs, qui conditionnent la
résistance naturelle. La résistance naturelle fait partie du patrimoine génétique

habituel de 1’espéce bactérienne [56].
e Laresistance acquise

La résistance acquise correspond a I’acquisition de la résistance par une souche
normalement sensible. Cette résistance peut étre acquise par mutation chromosomique
ou par transfert de génes. La résistance par mutation chromosomique est due a une
altération de I’information génétique endogéne. Les antibiotiques permettent aux
mutants résistants de se multiplier plus facilement. La cause principale de 1’extension
des résistances aux antibiotiques est leur prescription a grande échelle en
thérapeutique humaine. La résistance par acquisition de gene est due a la transmission
d’éléments génétique mobiles exogeénes comme les plasmides et les transposons par

transduction, conjugaison ou transformation [57,58].

1.3.2. Activité antifongique

1.3.2.1. Les antifongiques

Les antifongiques sont des molécules capables de détruire spécifiquement les
différents champignons impliqués en mycologie médicale (fongicide), ou au moins de
réduire leur prolifération (fongistatique)[59]. 11 n’existe actuellement que quatre
classes d’antifongiques du fait que les champignons étant des cellules eucaryotes, leur
structure est relativement proche des cellules humaines comparativement a celle des

bactéries.

1.3.2.2. Cibles des antifongiques

Les cibles des antifongiques sont essentiellement 1’ergostérol de la membrane
plasmique du champignon pour les polyenes et les azolés, le métabolisme pyrimidique

pour la 5-flucytosines, et la paroi pour les échinocandines.

e L’ergostérol membranaire

Les antifongiques azolés ont pour cible la voie de biosynthése de I'ergostérol,

principal composant de la membrane fongique. Ils inhibent la synthése de 1’ergostérol
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empéchant la constitution d’'une membrane plasmique fonctionnelle. Les polyenes
interagissent directement avec 1’ergostérol en formant des pores qui provoquent la

fuite de matériel cytoplasmique a travers la membrane de la levure [60,61].
e La paroi cellulaire fongique

La paroi fongique est la cible privilégiée des échinocandines. Ces antifongiques
sont des inhibiteurs non compétitifs de la B(1-3) glucane synthétase, le blocage de
cette enzyme entraine une fuite des composants intracellulaires, aboutissant a la lyse
de la cellule fongique[62,63].

e Le métabolisme pyrimidique
Les analogues structuraux nucléosidiques tels que la flucytosine inhibent la
biosynthése d’ADN ou interférent avec la traduction des ARNmM en protéines
fongiques [64,65].

Cible: I'ergostérol membranaire Cible: biosynthese de la paroi
Les polyénes Les échinocandines

Cible: synthése d’acide
nucléiques

Analogue de la pyrimidine

Appareil de Golgi

Noyau
Mitochondrie
Reticulum ; Ribosome
endoplasmique 3 Vacuole

Cible: synthése des stérols
Les azolés

Figure 1. 3. Cibles des principaux antifongiques [66]

1.3.2.3. Mécanismes de la résistance aux antifongiques

Il existe deux types de résistances chez les champignons [67]:

e La résistance intrinséque: naturellement présente chez toutes les souches

d’une méme espeéce ou d’'un méme genre.
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e La résistance acquise: induite par une sélection de mutants résistants apres

I’exposition a l'antifongique.

1.4. ADN (Acide Désoxyribonucléique)
1.4.1. Définition

L’acide désoxyribonucléique ou ADN est une biomacromolécule qui contient
toutes les informations génétiques pour la fonction cellulaire, composé de deux brins
antiparall¢les qui s’enroulent I'un autour de I’autre pour former une hélice droite.
Chaque brin consiste en une chaine de polymere de sucres cycliques appelés
deoxyriboses reliés par des ponts phosphodiesters. La liaison s’effectue sur le carbone
3> d’un sucre et le carbone 5’ du suivant. Il existe quatre groupements chimiques
capables d’assurer une liaison entre les deux squelettes sucre-phosphate : 1’adénine
(A), la guanine (G), la cytosine (C) et la thymine (T). Ces groupements, qui sont reliés
au squelette par le carbone 1°, interagissent par paires en formant deux (A-T) ou trois

(G-C) liaisons hydrogene [68].

A o B. | Thymine Adénine
%,‘:; T / : ? Me o nunt HN 1
i = I lialsons =p—-0- )
: 0=p-0 )\-( 1~

-

P | hydrogénes 7

i3 : i 0 \ N e N

T?%),?f 3 : NH ! \_ )—N 5'
e \“\';' L}/’ N“\{ =N 0.

[ ¢ ) 3 /\;O (0]

R 7 :

i petit -yt O

hﬁquﬁ"f{ /;Z’A T -O\P’O /‘m/ Ry ~ ny O\P<O-
phosphodiester i ot S_-" O// \O . ) B HN, \‘}—r\i O\/ \O

: o G L VLN

§ / Ot HzN

o grand 0 v

5 sillon v . 2 3

2 , 0 Cytosine Guanine ?

- 5 -O-ilj=0

o)

Figure 1. 4. Structure de I’ADN [69]

1.4.2. Roles biologiques

L’ADN joue un role central dans la vie cellulaire. En effet, il est le détenteur de
I’information génétique qui permet a la cellule de synthétiser continuellement ses

protéines, sa réplication qui assure la transmission du message genétique au cours des
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génerations cellulaires. Les études menées sur le mécanisme de liaison de certaines
molécules avec de I'ADN ont permis de bien élucider les propriétés structurales de
I'ADN, la mutation des génes, l'origine de certaines maladies, le mécanisme d'action
de certains médicaments anticancéreux et antiviraux, par consequent, de concevoir de
nouveaux medicaments plus efficaces ciblant I’ADN pour traiter les maladies

génetiques [70].

1.4.3. Caractéristiques de I’acide désoxyribonucléique
1.4.3.1. Instabilité chimique d’ADN

Les acides nucléiques se décomposent spontanément en solution, la présence du
2-désoxyribose rend la liaison N-glycosidique fragile a I'nydrolyse, particulierement
celle des purines qui est 20 fois plus instable que celle des pyrimidines. Les fonctions
amine exocycliques des bases peuvent étre sujettes a des réactions d’hydrolyse a
température et a pH physiologiques. Ces réactions peuvent y avoir des conséquences
déléteres pour la cellule, en effet I'appariement des bases désaminées est différent de
celui des précurseurs et la réplication des bases induit des mutations [71].

1.4.3.2. Spectres UV des bases nucléiques

La majorité des molécules biologiques contenant des noyaux aromatiques
absorbent préférentiellement dans I'UV et la lumiére visible (I’ADN et les protéines
comme la mélanine). Les zones d’absorption des quatre bases constituant la molécule
d’ADN s’¢étalent de 240 a 280 nm, les acides nucléiques formés de ces nucléotides ont
un maximum d’absorption a 260 nm. Ces propriétés spectrales sont utilisées pour la

détection, le dosage et le contrble de pureté des acides nucléiques [72].

1.4.3.3. Dénaturation thermique de I'ADN

La dénaturation thermique de I’ADN correspond au fait que I’ADN est a moitié
déroulé lorsqu'il est soumis & une température dite de fusion ou Tm (melting
temperature) [73]. Lorsque la température atteint 95°C, toutes les liaisons hydrogene
H sont rompues et la dénaturation de I’ADN est complete. Les régions riches en
guanine (G) et cytosine (C) forment des doubles hélices plus stables que les régions
riches en adénine (A) et thymine (T); en conséquence, I'ADN riche en GC a une
température de fusion plus élevée que I'ADN riche en AT [74].
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1.4.4. Dommage de I'ADN par le stress oxydatif

Bien que I'ADN soit la mémoire de toute la composition biochimique des étres
vivants, il s'agit d'une molécule tres sensible a I'attaque par les radicaux de I'oxygene.
Cinq classes principales de dommages oxydatifs mediés par OH® peuvent étre
générées. Parmi elles, les bases oxydées, les sites abasiques, des adduits
intracaténaires, des cassures de brins et des pontages ADN-protéines. Dans certains
cas, les Iésions non réparées vont perturber les mécanismes de réplication de I'ADN et
entrainer soit une impossibilité de copie de 'ADN qui aboutira a la mise en route du
suicide programmeé des cellules par un mécanisme appelé apoptose, soit des erreurs de
lecture et de synthese aboutissant & une mutation dans le génome souvent observé

spontanément dans les cellules cancéreuses[75,76].
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Figure 1. 5. Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine

génetique des cellules [75]

1.4.5. Interaction de I'ADN avec les molécules organiques

L'étude de l'association des composés avec la double hélice permet de mieux

comprendre le mode d'action des drogues afin d'améliorer leur efficacité. L'ADN offre
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de nombreux sites de liaison en raison de sa taille et de sa complexité. Les molécules

organiques sont capables de se lier a 'ADN par plusieurs modes d'interaction [77,78].

1.4.5.1. Interaction covalente avec ’ADN

Ce mode d’interaction implique la formation d’une liaison covalente entre
I’agent alkylant et les bases d’ADN. Les sites de liaison préférés sont: les positons N1

et N7 de I’adénine, la position N3 de la cytosine et la position N7 de la guanine.

1.4.5.2. Interaction non covalente avec ’ADN

A. Interaction électrostatique

Le squelette de I’hélice de 'ADN chargé négativement interagit avec les
molécules organométalliques chargées positivement par des interactions

coulombiennes ou par une liaison phosphate-oxygéne.
B. Groove binding

Certaines molécules possédant des cycles aromatiques, tels que le pyrrole, le
furane ou benzene peuvent se lier au petit sillon de I'ADN, en formant des liaisons
hydrogeéne avec les bases, généralement avec 1’azote N3 de 1’adénine et I’O2 de la

thymine. Ces interactions sont le plus souvent spécifiques des régions riches en AT.
C. Liaison d’intercalation

Ce sont des molécules polycycliques planes, qui inhibent la réplication de
I’ADN en s’intercalant entre deux paires de bases de la double hélice d’ADN.
L'intercalation provoque un changement de la structure d’ADN inhibant le procéde de
transcription et réplication.

D. Rupture des brins

Ce type d’interaction correspond a une forte modification de la structure d’ADN
avec une rupture des liaisons hydrogénes entre les bases, le médicament prend la

place de la base éjectée dans la structure du double brin.
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Figure 1. 6. (A) liaison d’intercalation, (B) interaction covalente avec I’ADN, (C)

groove binding [79]

1.5. Les protéines globulaires

L’albumine est une protéine de transport capable d’interagir avec une quantité
de ligands endogenes et exogenes. Elle peut modifier fortement les propriétés
pharmacocinétiques d’une drogue, comme sa solubilité, sa métabolisation et sa
distribution corporelle [80,81]. L’¢étude de I’interaction entre une drogue et la HSA est
capitale pour évaluer son comportement in vivo. L’albumine du sérum bovin (BSA)
est communément utilisée comme protéine modele en raison de sa forte similarité
structurelle avec l'albumine sérique humaine (HSA), de son faible colt et de sa
disponibilité [82].

1.5.1. Structure de la BSA

La BSA est une protéine globulaire constituée de 583 acides aminés avec un
poids moléculaire de 66200 Da. Elle présente une structure primaire en forme de
cceur. La BSA est composée de trois domaines structurellement similaires (I, II et III),
chacun étant lui-méme divisé en deux sous-domaines A et B. La structure cristalline

de la BSA indique que I’attache spécifique des ligands par la protéine provient de la

22



K. Douadi Chap. I: Bibliographie

présence des sites de liaison sélectifs de ligands nommeés: site I et 11 localisés sur les

sous-domaines 1A et I11A respectivement [83,84].

Site |l

Domain Il

Site |

Domain |l

Figure 1. 7. Représentation de la structure du BSA indiquant les domaines et les sites
de liaison [84]

1.5.2. Nature de I’interaction

Les protéines sont caractérisées par leur aptitude a former des associations
réversibles par des liaisons non covalentes avec un nombre de molécules organiques

de petite ou de grande taille [85].

1.5.2.1. Liaisons hydrogénes

La liaison hydrogéne met en jeu un atome d’hydrogene, lié a un atome donneur
de liaison hydrogéne tel qu’un atome oxygene, un azote ou I’hydrogéne, et un

hétéroatome polarisable que I’on nommera accepteur H.

1.5.2.2. Interaction ionique

Les interactions ioniques résultent d’une force d’attractions électrostatiques

entre deux atomes de charges opposées.
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1.5.2.3. Interaction aromatique

Les interactions aromatiques sont des exemples typiques d’interactions des
groupements hydrophobes qui peuvent se produire entre le noyau aromatique du
ligand et de la protéine.

1.6. Intérét biologique des bases de Schiff et des dérivés de la quinoléine

Les composes organiques de type base de Schiff constituent des systemes dont
I’importance et I’efficacité thérapeutique en tant qu’agents antiviraux et anticancéreux

demeurent avérés.
1.6.1. Exemples d’activités spécifiques de quelques bases de Schiff

Dans ce qui suit, nous citrons quelques travaux les plus récents, ayant porté
sur 1’¢laboration de bases de Schiff et sur la mise en évidence de leurs propriétés
bioactives.

Ejidike P et coll. ont décrit en 2015 la mise au point d’une série de base de
Schiff tetradentée et leurs complexe de Ruthenium(lll), dotée de vertus
thérapeutiques intéressantes. Ceux -ci ont en effet révélé une bonne activité
antioxydante envers le radical DPPH, avec une 1Cso comprise entre 0.055 et 0.067
mg/ml comparable a celle de I’acide ascorbique et la rutine. Les complexes ont
présenté également un effet antiprolifératif in vitro faible a modéré contre lignées
de cellules tumorales sélectionnées [86].

H,C —
—N NH,
OH

HO

Schéma I. 3. Base de Schiff tétradentée a vertus thérapeutiques multiples

Rehman et coll. ont réussi a inhiber la croissance de certains champignons
affectant la production de la plupart des cultures de cruciferes (brocoli, chou-
fleur, navet etc.), par utilisation des vertus antimicrobiennes d’une base de Schiff
de type N-(salicylidéne)-2-hydroxyaniline. Le taux d’inhibition s’est avéré
atteindre 70% [87].
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XN
oy
OH
Schéma I. 4. Base de Schiff de type N-(salicylidene)-2-hydroxyaniline a effet
antifongique
Durant 1’année 2020, Eltayeb et coll. ont décrit la synthése de deux bases de
Schiff dérivées d’aryl-carbaldehyde et 4- aminoantipyrine. Ils ont ensuite évalué leurs
activités antibacteriennes in vitro, vis-a-vis des souches bactériennes diverses dont,
Escherichia coli, Bacillus subtilus, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium,

Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus. Le composé 3b s’est avéré étre

plus actif que 3a [88].

H3C\E CH3N/ 8'
ot

Schéma 1. 5. Base de Schiff 3b a activité antibactérienne
Shabbir et coll. ont élaboré durant I’année 2016, une série bases de Schiff
bidentate NO donneurs (HLi-HL4) et ont établi leurs interactions avec I’ADN
électrochimiquement par voltamperometrie cyclique. Les constantes de liaison se
sont avérées de I'ordre de 10* L.moll. Le déplacement du potentiel révele
I’interaction électrostatique entre les molécules étudiées et le squelette d’ADN

chargé négativement [89].

—~ O\ O
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(@]
S
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Schéma I. 6. Base de Schiff explorée par Shabbir et coll
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Dans une autre étude, Ramadevi et coll. [90], ont synthétisé une série
d’hydrazones isonicotinoyl et leurs complexes de Cu(Il) (L1-C8). Ils ont ensuite
évalué leurs interactions avec I'ADN et la BSA par différentes méthodes
spectroscopiques. L'interaction des composés avec I'ADN et la BSA est étayée par
les observations suivantes: des valeurs élevées des constantes de liaison ks dans
la gamme de 5,7x 10* - 1,4x 10* L.mol* et une hypochromie des bandes
d'absorption pour les composes L1-C8, une forte liaison des ligands avec la BSA

avec des valeurs de Ky, dans la gamme de 1,79x 10 -4,3x 10°M 1,

N—NH —
4
R

Schéma I. 7. Base de Schiff dérivée d’hydrazones isonicotinoyl, puissant liants
d’ADN et BSA

1.6.2. Exemples d’activités spécifiques de quelques dérivés de la quinoléine

Parmi la grande variété de composés hétérocycliques qui ont été explorés
pour le développement de nouvelles molécules bioactives, les quinoléines ont
joué un réle important dans la chimie médicinale au cours des derniéres années.
Nous proposons quelques exemples des activités des dérivés de la quinoléine.

Ma et coll. ont synthétisé des quinoléines substituées par des groupements
phénoxy, phénylsulfanyle et benzyloxy avec une bonne activité antibactérienne [91].

F COOH

R7 ITI
Ry
Schéma 1. 8. Une quinoléine substituée a activité antibactérienne
En outre, Gholap et coll. ont préparé certaines tétrahydroquinoléines qui se sont

révélées avoir un bon degré d’activité contre les champignons Candida albican et

Fusarium oxysporum [92].
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Schéma I. 9. Dérivé de la tetrahydroquinoléine

Dans une autre étude, Naik et son groupe ont mis au point deux nouvelles
molécules benzo quinoléine. Ils ont ensuite évalué leur pouvoir antibactérien,
antioxydant et leur capacité de former des adduits avec ’ADN. Le composé 4 a
démontré la meilleure activité antibactérienne vis-a-vis des souches bactériennes
testées. Un déplacement hypochrome de 20.5% et 25.1% est observé pour le composé
2-mercaptobenzo[h]quinoline-3-carbaldehyde (3) et 2-selenobenzo[h]quinoline-3-
carbaldehyde (4), respectivement reflétant 1’interaction intercalaire. L’activité
antioxydante a été évaluée in vitro par plusieurs méthodes a savoir le pouvoir
réducteur de fer, le piégeage du radical DPPH, I’anion superoxide et le peroxyde
d’hydrogene. Les résultats ont révélé que les composés sont pourvus d’un pouvoir

antioxydant significatif comparable a celui du BHT et BHA [93].

R=SH/SeH

Schéma 1. 10. Dérivé de la quinoléine exploré par Naik et son groupe

Sankaran et coll. ont par ailleurs élaboré¢ durant ’année 2010 une nouvelle série
de dérivés quinoléines, et les ont évaluées pour leur activité antioxydante en utilisant
six méthodes différentes de piégeage des radicaux libres. Les résultats du piégeage du
DPPH montrent que le composé 3-methylisoxazolo [4,5-c]quinoléine-4(5H)-one (4d)

est le plus antioxydant avec une ICsq égale & 465.5 pug/ml [94].

Schéma I. 11. La molécule 4d, dérivée quinoléiques a activité antioxydante
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1.6.3. Exemples d’activités spécifiques de quelques bases de Schiff dérivées de la

guinoléine

Plusieurs laboratoires de recherche se sont intéresses actuellement, par la
synthese des nouvelles drogues possedant des activités biologiques potentielles par
combinaison de deux pharmacophores. Ce procédé représente une nouvelle approche
qui pourra permettre la conception de médicaments plus puissants avec une double
activité [95]. En effet, 1’administration d’un médicament composé d’un principe actif
agissant sur plusieurs cibles est plus attractive du point de vue efficacité et économie

que la combinaison de plusieurs médicaments.

Toute une bibliotheque de systéemes hétérocycliques bases de Schiff derivées de
la quinoléine d’origine synthétique ne cesse de s’enrichir chaque année. Les composés
que nous représenterons dans ce qui suit ne constituent qu’une infime partie des

dérivés actifs dans le domaine thérapeutique.

Maity et coll. ont synthétisé et évalué¢ in vitro 1’activité antimicrobienne et
antioxydante d’une séric de base de Schiff dérivées de 2-quinoléine-8-yloxy
acetohydrazide. Les résultats obtenus indiquent que la majorité des molécules
préparées sont actives, a I’échelle du microgramme, contre les microorganismes

testés, ainsi, elles possédent un pouvoir du piégeage du radical DPPH comparable a

,—<: :}—R
NH—N/

~

celui du standard; I’acide ascorbique [96].

N

Schéma I. 12. Base Schiff dérivéee de 2-quinoléine-8-yloxy acetohydrazide pourvus
d’effet antimicrobien et antioxydant, R=H,2,4-Dihydroxy, 2-Nitro,4-Chloro, 4-Chloro-3-
methoxy, 4-Hydroxy, 2-Hydroxy, 4-Methoxy, 4-Dimethylamino, 2,6- Dihydroxy.

En 2012, Desai et coll. ont décrit la synthése d’une série de nouveaux
composés hybrides quinoléine thiazole a partir de la 2-chloro-3-formylquinoléine.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne a été réalisée sur plusieurs souches en
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utilisant la Gentamycine et le Nystatin comme références. Les résultats obtenus
ont montré que les composes 4d, 4g, 4h, 4i et 41 sont modérément actifs contre E.
coli, tandis que le composé 4h possede I’activité la plus haute contre
P.aeruginosa [97].

R
N cl
X
= N
= NH N=
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Schéma I. 13. Base de Schiff dérivée de la 2-chloro-3-formylquinoléine a effet
antimicrobien ; 4d (R=4-OH), 4g (R= (3,4(0-CHs)2), 4h (R=3,4,5-(OCHz)2), 4i (R=4-CHs), 4l (R= 2-F)
De méme, Dhumwad et coll. ont mis au point la synthése d’une nouvelle
série bases de Schiff dérivées de la 2-0xo-quinoléine, pourvues d’un degré moyen
d’activité contre les bactéries Gram+ et Gram-, ces molécules possedent

également une activité contre les espéces fongiques testées [98].

CHj
—N N—
on no— N

Schéma 1. 14. Base de Schiff dérivée de la quinoléine pourvue d’activité

antimicrobienne, R=H, NO;

Dans le méme cadre, des composes de structure 2-chloro-6-methyl quinoléine
hydrazones synthétises par Bawa et coll. ont montré que le maximum d’inhibition
bactérienne est observé pour les composés substitués par le fluor, le chlore, le nitro

ou par le 2,4 dichloro en position 4 du cycle benzéne [99].
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Schéma I. 15. Dérivé de la 2-chloro-6-methyl quinoléine hydrazones exploré par
Bawa et all

Récemment, des chercheurs chinois ont procédé a la syntheése et I’évaluation de
I’interaction des bases de Schiff dérivées de 2-oxo-quinoline-3-carbaldehyde avec
I’ADN par différentes méthodes spectroscopiques. Les résultats ont révélé que les
composés ¢étudiés interagissent avec I’ADN par intercalation ce qui suggere leur

utilisation comme des médicaments anticancéreux [100].

\ /N ILH
M\
Schéma I. 16. Base de Schiff dérivée de la quinoléine, agent intercalant avec
I’ADN

Encouragés par les activités anticancéreuses et antiinflamatoires
expérimentalement prouvées des noyaux quinoléines, Dhumwad et coll. [101] ont
rapporté la synthése d’une série de nouveaux composés bases de Schiff et de leurs
complexes a partir de la 3-formylquinoléine. Les résultats obtenus ont montré que les
deux molécules synthétisées; 2-mercapto-3-formyl-quinoléine et  2-hydroxy-3-
formyl- quinoléine possédent une activité antiiflammatoire modérée par rapport au

standard ; la Nimesulide.

CCY“ G

Schéma I. 17. Base de Schiff dérivée de la quinoléine a rdle antiinflammatoire
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Intéressés par les propriétés pharmacologiques de ce type de composés, Liu et
coll. ont synthétisé de nouveaux composés hybrides quinoléine hydrazone a partir de
la 8-hydroxyquinoléine. L’évaluation de I’activité antioxydante a été réalisée par
plusieurs méthodes a savoir le piégeage du radical hydroxyle et superoxyde. Les
résultats obtenus ont montré que tous les dérivés possedent un pouvoir antiradicalaire

puissant vis-a-vis des radicaux testés [102].

OH | \R{R“
N Ffl/)
7 o Rz

Schéma 1. 18. Dérive de la 8-hydroxyquinoléine antioxydant,(1a): R1=C, R2=H, R3=C,
R4=H, (1b): R1=C, R2=0H, R3=C, R4=H, (1c): R1=C, R2=H, R3=C, R4=0H, (1d): R1=C, R2=H,
R3=N

Des nouvelles molécules de structure 2-chloro quinoléine-3-carbaldehyde
hydrazone préparées par Lamani et ces collaborateurs ont été évaluées pour leur
pouvoir antimicrobien ainsi leur capacités de former des adduits avec ’ADN. Les
résultats ont montré que ces molécules ont montré un degré d’activité in vitro
significatif contre P. aerugenosa, S. aureus, A. niger et C. albicans. Les constantes
intrinséques se sont avérée atteindre 2.3x10° L.mol? pour 2-chloroquinoline-3-
carbaldehyde [(2-hydroxy1-naphthyl) methylene] hydrazone (2a) et 2.5x10* L.mol*
pour 2-chloroquinoline-3-carbaldehyde [4-(dimethylamino) benzylidene] hydrazone
(3a). Un effet hypochrome et bathochrome sont observés dans les spectres UV-vis des

composes 2a et 3a ce qui refléte I’interaction intercalaire avec I’ADN [103].

| '
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Schéma 1. 19. Base de Schiff de structure 2-chloro quinoléine-3-carbaldehyde

hydrazone explorée par Lamani et ces collaborateurs

En 2014, Maddela et coll. ont mit au point la synthése d’une série de dix

bases de Schiff dérivée de la quinoléine et ont évalué leurs pouvoirs
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antimicrobiens et antioxydants. Les résultats ont révélé clairement que les
composés substitués par des groupes attracteurs d'électrons sur le cycle
aromatique sont pourvues d’activité plus importante que les composés non
substitués [104].

Schéma 1. 20. Base de Schiff dérivée de la quinoléine, agent antimicrobien et
antioxydant
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K. Douadi Chap. Il: Méthodes et techniques

Ce chapitre est consacré aux différentes techniques d’analyse utilisées pour
évaluer in vitro les activités biologiques et déterminer le type d’interaction entre les
quatre bases de Schiff dérivées quinoléique et les deux macromolécules, I’ADN et
I’albumine du sérum bovin (BSA).

11.1. Contexte théorique des techniques expérimentales utilisées
11.1.1. Spectrophotomeétrie UV-vis

La spectrophotométriec d’absorption ultraviolet-visible est essentiellement
fondée sur le phénoméne d’absorption d’énergie lumineuse par une substance. Elle est
largement utilisée en analyse quantitative ainsi qu’en analyse chimique ou
biochimique. Elle s’avére nécessaire et utile pour la caractérisation des produits
initiaux et finaux, la détermination de la puret¢ d’ADN et certaines protéines apres
leur extraction, le contr6le de qualité ou le suivi de la cinétique d’une réaction, la
détermination des constantes de dissociation des acides ou des constantes de

complexation ainsi que la détermination des masses molaires [1,2].

La spectroscopie ultraviolet-visible est une méthode mettant en jeu les photons
dont les longueurs d'onde sont dans le domaine de l'ultraviolet (200 nm — 400 nm), du
visible (400 nm — 800 nm) ou du proche infrarouge (750 nm -1 400 nm). Soumis a un
rayonnement dans cette gamme de longueurs d'onde, les molécules, les ions ou les
complexes sont susceptibles de subir une ou plusieurs transitions électroniques. Les
substrats analysés sont le plus souvent en solution, le spectre électronique est la
fonction qui relie I'intensité lumineuse absorbée par I'échantillon analysé en fonction

de la longueur d'onde.

Elle permet d’accéder qualitativement a des renseignements quant a la nature
des liaisons présentes au sein de 1’échantillon (via 1’ordre de grandeur de Amax €t emax)
et de déterminer quantitativement la concentration d’especes absorbant dans ce

domaine spectral.
11.1.1.1. Loi de Beer-Lambert

La loi de Beer-Lambert indique que l'absorbance d'une solution est
proportionnelle a sa concentration et a 1’épaisseur 1 de I'échantillon. La relation de
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Beer-Lambert donne acces au coefficient d’extinction molaire € qui caractérise
I’absorption de I’édifice dans les conditions de I’expérience. A cet effet on trouve la loi

de BEER LAMBERT s’exprime par la relation suivante :
Ig
A=£Cl=logT 1.1

Ou /1o est la transmittance de la solution (sans unité).
A, est I’absorbance ou densité optique a une longueur d'onde A.
e est le coefficient d'extinction molaire (en L.mol*-cm™).

[ est la longueur du trajet optique dans la solution traversée, elle correspond a

I'épaisseur de la cuvette utilisée (en cm).
C est la concentration molaire de la solution (en mol.L™%).

L’énergie absorbée dans la région UV de la radiation électromagnétique, produit
des variations dans I’énergie électronique de la molécule résultant de transition
d’électrons de valence dans celle-ci[3]. Dans le cas de molécules organiques, les
niveaux électroniques concernés par ces transitions correspondent aux orbitales de
valence de 1’édifice et leur énergie est dépendante de leur nature (o, ) et de leur

caractére (liante, antiliante, non liante).

De nombreuses transitions sont possibles mais seules celles de plus faibles
énergies conduisent a une absorption dans 1’UV-vis. La nature ¢ ou 7 des niveaux
impliqués reflétent la nature du groupe fonctionnel présent dans 1’édifice[4]. Les
diverses transitions possibles sont:

Transition o—c*: cette transition demande beaucoup d’énergie : elle est située dans le
lointain UV. C’est pourquoi les hydrocarbures saturés, qui ne présentent que des

liaisons de ce type, sont transparents dans la région de I’UV proche.

Transition n—c*: elle se produit habituellement a des longueurs d’onde voisines de
200 nm et sont observables dans de nombreux composés presentant des hetéroatomes

simplement liés, comme O-H, N-H.. .etc.
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Transition n—n*. ce type de transition se rencontre dans le cas des molécules
comportant un hétéroatome appartenant a un systeme insaturé. La plus connue est

celle qui correspond a la bande carbonyle.

Transition T —7r*. les composes qui possedent une double liaison éthylénique isolée,
conduisent a une forte bande d’absorption vers 270 nm dont la position dépend de la

présence des substituants.
11.1.2. Voltampérométrie cyclique

La voltampérométrie cyclique est une méthode potentiodynamique trés utilisée
en électrochimie pour 1’étude préliminaire des systémes électrochimiques. Elle
apporte par une expeérience simple et rapide de nombreuses informations sur le
comportement du systéme redox fixé a la surface de 1’électrode [5]. C’est est une
méthode électrochimique transitoire dans laquelle le potentiel de 1’électrode

indicatrice varie linéairement en fonction du temps selon la relation:

E=E; +v.t 1.2

E: Potentiel de 1’¢électrode indicatrice (volt).

E; : Potentiel initial.
v : Vitesse de balayage.
t: Temps (S).

Dans la voltampérométrie cyclique, la diffusion est le seul mode de transport
mis-en jeu pour les substances actives, la migration est toujours assurée par un
électrolyte support [6]. Cette technique repose sur un balayage linéaire aller-retour du
potentiel qui permet d’observer facilement le comportement du systéme et d’identifier
les différentes especes électroactives [7]. L’inversion de la direction de variation du
potentiel permet d’observer a la fois le comportement électrochimique des réactifs et
des produits, et donc la réversibilité des réactions. De plus, la vitesse de balayage
offre un moyen direct de contr6le du régime cinétique des reactions (régime
réversible, quasi-réversible, irréversible) et sa variation permet d’observer les

réactions sous differents régimes et de diagnostiquer leur mécanistique.
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Cette technique est généralement applicable a tous types d’¢électrodes et
électrolytes. L’allure des courbes intensité-potentiel obtenues permet de distinguer les
différents systémes redox selon qu’ils sont réversibles, quasi-réversibles ou

irréversibles.

Les expressions mathématiques du courant et du potentiel du pic ont été
développées initialement pour un balayage aller par Randels et Sevick pour des
systeémes rapides [8,9] et par Delahay pour des systémes lents [10]. Cette théorie est
étendue par Matsuda et Ayabe [11] aux systémes semi-rapides. Les travaux de
Nicholson et Shain [12] ont permis la mise au point des relations décrivant les courbes

expéerimentales des balayages cycliques.
a. Systéme réversible

Un systéme est dit réversible (ou Nernstien) lorsque I’espéce oxydée formée

peut subir consécutivement la réaction inverse de réduction.

Ox +ne-S Red 1.3

ICA)

Figure 11. 1. Voltampérogramme cyclique d’un systéme réversible, Epa et Epc sont
les potentiels de pics anodique et cathodique, Ep/2 est le potentiel de demi-vague
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Ce cas est possible lorsque la cinétique de transfert de charge est trés rapide.
L’allure du voltampérogramme cyclique obtenu est présentée sur la Figure 11.1. La

valeur du courant de pic Ip est donnée par la relation (équation 11.4):

3 1 1
Ip = 2,69.10°A.nz2. Dz. Cvz 1.4

OU A la surface de I’¢électrode (cm?), D le coefficient de diffusion de 1’espéce (cm?s™),
C la concentration de I’espéce en solution (mol.cm™), n le nombre total d’électrons

transférés et v la vitesse de balayage de potentiel (V/s).

L’équation II.4 est connue sous le nom d’équation de Randles-Sevcik. Elle permet
notamment de déterminer le coefficient de diffusion D de I’espéce électroactive en

faisant varier la vitesse de balayage pour une méme concentration en espéce redox.

Le potentiel de pic observé pour une réaction électrochimique est indépendant

de la vitesse de balayage (équation 11.5) :
Ep=Ep/2+0.029/n 1.5

La différence de potentiel des pics d’oxydation et de réduction s’exprime par

I’équation 11.6
Ep,— Ep. = 0.059/n a25°C 1.6
Et le rapport des courants de pics par la relation 11.7:

Ipretour/lpaller =1 1.7

b. Systéme irréversible
Un systéme est dit irréversible lorsque le produit formé a 1’électrode lors du
balayage aller des potentiels ne peut étre consommé via la réaction électrochimique
inverse. Le voltampérogramme cyclique de la Figure 1.2 représente un exemple

d’une réaction d’oxydation irréversible.
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Figure I1. 2. Voltampérogramme cyclique d’une réaction d’oxydation irréversible.

Le transfert électronique hétérogéne est lent et le rapport des concentrations des
formes oxydée et réduite ne respecte plus la loi de Nernst. L’intensité de pic s’écrit

(équation 11.8)
Ip = 2,99.105A.n%/2 /2 . DV2 v1/2 ¢ 1.8

Avec a le coefficient de transfert anodique et v la vitesse de balayage du potentiel
(VIs).

c. Systéme quasi-réversible

En 1955 Matsuda et Ayabe ont introduit le terme de systeme « quasi-réversible»
[11]. Leurs recherches ont montré que malgré un coefficient de transfert électronique
faible, la réaction inverse doit étre considérée. L’allure du voltampérogramme
cyclique résultante est présentée sur la figure 11.3.

L’expression du courant relative a ce systéme devient (équation 11.9):

Ip = 2,69.10%° An3/2DY2, Cp v'/?K (A,a); A=K°/(D%,4 Db}“:—;)” vY/2 119
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1A) 2

Epc/2
~Epa

w ’

E(VYRel

Epa2

Figure 11.3. Voltammogramme cyclique d’un systéme quasi-réversible, Epa/2 et

Epc/2 sont les potentiels de demi-vague anodique et cathodique.

I1.2. Méthodes d’évaluation des activités biologiques
11.2.1. Activité antioxydante

Nos cellules et tissus peuvent étre soumis a une grande variété d’agressions
physiques (traumatisme, irradiation), chimiques (acidose, toxines) et métaboliques.
La plupart de ces agressions débouchent sur une expression commune appelée stress
oxydant, dii a DI’exagération d’un phénomeéne physiologique, normalement trés

contrdlé, la production de radicaux dérivés de 1’oxygene.

Dans la pratique, plusieurs méthodes sont disponibles pour mesurer l'activité
antioxydante des aliments et des systéemes biologiques, ces techniques sont nommeées
d’aprés le nom de la substance utilisée comme source de radicaux libres. Elles
peuvent étre classées en deux groupes selon deux mécanismes: soit par le transfert
d’atome d’hydrogéne, soit par le transfert d’un simple électron. L’activité
antioxydante ne doit pas étre conclue sur la base d’une seule méthode de test
antioxydant et il est recommandé d’utiliser plusieurs méthodes pour estimer la

capacité antioxydante d’une substance [13,14]. Des études récentes ont montré que les
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bases de Schiff dérivées de la quinoléine sont capables de piéger de nombreuses

espéces oxydatives comme I’anion superoxyde (O-), le radical hydroxyle (OH"), le

radical peroxyl (ROQO") ou encore 1’oxygéne singulet [15,16].

Dans notre ¢tude, la mise en évidence de I’activité antioxydante in vitro des
quatre bases de Schiff dérivées de la quinoléine a été réalisée par trois techniques
chimiques a savoir: le piégeage du radical libre DPPH, la réduction du fer et la
capacité antioxydante totale (CAT), et électrochimiquement par voltampérométrie

cyclique.

I1.2.1.1. Test de I’effet du piégeage du radical libre DPPH’

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger

le radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH’). Ce dernier de couleur violette se

réduit en présence des capteurs de radicaux libres, en 2,2’-diphényl-1-picrylhydrazine
de couleur jaune en acceptant un atome d’hydrogéne. Ceci permet de suivre

spectrophotométriqguement la cinétique de décoloration a 517 nm. Ce test est tres

utilisé, car il est rapide, facile et non couteux [17].

NO, NO,

Antioxydant

NO, NO,

Schéma I1. 1. Réduction du radical DPPH’

La capacité des molécules étudiées a piéger le DPPH a été déterminée selon la
procédure de Verbanac et coll.[18], en utilisant I'acide ascorbique comme référence.
Un volume de 1 ml des composés étudiés, ou de I'acide ascorbique, dissous dans de
I'acétonitrile, a été mélangée a 1 ml de la solution éthanoique de DPPH, puis le

mélange a été agité et laissé dans I'obscurité pendant 30 minutes.
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11.2.1.2. Test du pouvoir réducteur au ferricyanure de potassium

Le pouvoir réducteur du fer des molecules étudiées est déterminé selon la
méthode décrite par Oyaizu en 1986. C’est un test direct, rapide et reproductible
largement utilisé comme un marqueur important pour estimer l'activité antioxydante
d’un composé. Il détermine la capacité d’une molécule antioxydante a réduire le fer
ferrique du complexe ferricyanide Fe 3* en fer ferreux Fe 2*. Cette réduction se traduit

par une coloration verte dont ’intensité est proportionnelle au pouvoir réducteur

[19,20].
Fe®* + antioxydant ————» Fe®* + antioxydant oxydé
Fe?* + (Fe(CN)e)>* ———» Fe[Fe(CN)e]*

Le pouvoir reducteur de tous les dérivés de la quinoléine a été évalué selon la
procédure décrite par Oyaizu (1986)[21]. Différentes concentrations de HaL-H, HaL-
NO2, HoL-Br et HoL-F (2.5 ml) sont mélangees avec 2,5 ml de tampon phosphate (0.2
mol.L?, pH 6.6) et 2.5 ml de ferricyanure de potassium [KsFe(CN)s] (1%). Le
mélange est incubé a 50°C pendant 20 min. Ensuite, la réaction est arrétée par I'ajout
de 2.5 ml d'acide trichloracétique (TCA) (10%). Le surnageant (2.5 ml) est mélangé
avec 2.5 ml d'eau distillée et 0.5 ml de solution aqueuse de chlorure ferrique FeCl,
(0.1 %). Les absorbances sont mesurées a 700 nm par rapport a une solution témoin.

L'acide ascorbique est utilisé comme référence.
11.2.1.3. Activité antioxydante totale au phosphomolybdate d’ammonium

La capacité antioxydante totale (CAT) des quatre dérivés est évaluée par la
méthode de phosphomolybdene de Prieto et coll. (1999). Cette technique est basée sur
la réduction de molybdéne Mo (V1) présent sous la forme d’ions molybdate MoO4 > &
molybdéne Mo (V) MoO?" en présence d’un antioxydant pour former un complexe
vert de phosphate/ Mo(V) a pH acide.

Pour évaluer ’activité antioxydante totale des molécules H.L-H, HzL-NO,
HoL-Br et HoL-F, nous avons utilisé le test de phosphomolybdate d’ammonium selon
la méthode de Prieto (1999)[22]. 1ml de la solution de réactif (0.6 mol d'acide

sulfurique, 28 mmol.L' de phosphate de sodium et 4 mmol.L* de molybdate
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d'ammonium) est ajouté a 100 ml des échantillons preparés puis les mélanges sont
incubés dans un bain d'eau bouillante a 95 C pendant 90 min. Les absorbances sont
ensuite enregistrées a 695 nm & l'aide d'un spectrophotométre par rapport a une

solution témoin. L'acide ascorbique est utilisé comme référence.
11.2.1.4. Méthode de la voltampérometrie cyclique (VC)

Le superoxyde (O2°") est un radical libre formé par la réduction du dioxygene
(02), et il est considéré le plus dangereux parmi tous les radicaux oxygenes (ERO) car
il a une demi-vie plus longue et il peut générer d’autres radicaux nuisibles tels que le
radical hydroxyle [23,24]. La voltampérométrie cyclique a récemment servi a
déterminer I’activité antioxydante vis-a-Vvis de ce radical en se basant sur la génération
¢lectrochimique de 1’0O2*" par la réduction de 1’02 dissous dans des solvants

convenables.

11.2.1.4.1. Principe de la voltampérométrie cyclique

Le principe général de la voltampérométrie est I’obtention d’une réponse a
I’excitation responsable de la réaction électrochimique désirée. Cette opération est
réalisée en effectuant un balayage de potentiel. On obtient alors un voltampérogramme

cyclique, qui représente la réponse courant en fonction du potentiel appliqué

11.2.1.4.2. Matériels utilisés pour la VC

Les unités de bases d’un analyseur voltampérométrique sont :

e Une cellule électrochimique

e Trois électrodes; Et: électrode de travail, Er: électrode de référence et Eaux:
électrode auxiliaire (contre électrode).

e Un circuit électronique, appelé potentiostat, permettant de modifier le
potentiel et d’enregistrer le courant.

e Electrode de travail (électrode indicatrice): est une microélectrode de petite
surface et elle est considérée comme le cceur de tous systémes voltamétrique.
Les électrodes de travail les plus utilisées en voltampérométrie sont: Hg, Au,
Pt, Ir et CV (carbone vitreux).

e Electrode de référence: cette électrode possede un potentiel spécifique et

constant, ce qui permet d’imposer un potentiel bien défini a 1’électrode de
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travail. Les électrodes de référence les plus utilisées sont 1’électrode au
calomel saturée ECS: Hg/HQ2Cl2/KCI, (Eecs = 241 mV), I’électrode au
chlorure d’argent saturée: Ag/AgCl/KCl, (Eagagcuker =199 mV).
e Electrode auxiliaire: elle assure le passage et la mesure du courant dans la
solution. Elle est usuellement en platine ou en carbone (graphite) et possede une

large surface par rapport a I’¢lectrode de travail.

courant

<10 A

Ci) Electrode de

référence

Electrode
auxiliaire

Electrode de
travail

Figure I1. 4. Représentation schématique du circuit électronique d’un potentiostat

e Electrolyte support: son choix se base sur les propriétés suivantes:

- 1l doit étre assez soluble dans les solvants d’étude, pour assurer une bonne
conductibilité & une concentration de minimum 50 a 100 fois plus grande que

celle de I’espece ¢électroactive.

- La force ionique demeure constante, et la contribution de I’espece

électroactive du courant de migration est négligeable.

- Il ne doit pas interagir chimiquement avec les composés étudies ni avec leurs

produits de réduction.
- Son domaine d’¢électroactivité doit €tre le plus large possible.

e Solvant: Il ne doit étre ni oxydable, ni réductible dans le domaine du potentiel
exploré, posséde une bonne stabilité thermique, solubilise les espéces
¢lectroactives et 1’¢lectrolyte support, ne doit pas €tre trop visqueux et volatil

pour éviter les variations de concentration pendant les mesures.
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11.2.1.4.3. Mode opératoire et conditions de travail

L’étude de voltampérométrie cyclique (VC) est assurée par un Voltalab 40
modele PGZ301 (Radiometer Analytical) potentiostat / galvanostat) relié a une cellule

électrochimique a trois électrodes :

» Une électrode en carbone vitreux de diameétre 2,0 mm.
> Une plaque de platine de surface 1,2 cm? comme contre-électrode.

» Une électrode au calomel saturée (ECS) comme électrode de référence.

Le tout est piloté par un micro-ordinateur doté d’un logiciel Volta Master 4, version
7.08.

L ¢electrode de travail est polie avant chaque manipulation en utilisant le papier abrasif
p4000, ensuite rincée avec l'eau distillée et I’acétonitrile et essuyée avec du papier

absorbant.

Figure I1. 5. Montage expérimental utilisé pour les mesures voltampérométriques

La réaction entre les diverses molécules et I’anion superoxyde (02*") est
effectuée dans une cellule électrochimique remplie de 10 ml d’une solution contenant
I’électrolyte support (TBUNPFg, 0.1 mol.L™) dissous dans I’acétonitrile; cette solution
est soumise au barbotage par I'oxygene pendant 15 min. Le voltampérogramme de
I’oxygene est enregistré a une vitesse de balayage de 100 mV/s, la gamme de
potentiel était de 0 a -1.5 V / ECS et a température ambiante. L activité de piégeage

du radical superoxyde est vérifiée par 1’addition successive de 0.1 ml de la solution de
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chaque composé, les voltampérogrammes sont ensuite enregistrées dans les mémes

conditions expérimentales.
11.2.2. Activité antiinflammatoire

De nombreux travaux semblent indiquer que les dérivés de la quinoléine
possedent des propriétés antiinflammatoires et qu’ils sont capables de moduler le
fonctionnement du systeme immunitaire [25,26]. L'inhibition de la dénaturation des
protéines des quatre molécules est évaluée selon la méthode de Pandey et ses
collaborateurs [27], le diclofenac sodique connu pour ses propriétés
antiinflammatoires est utilisé comme contréle positif. Le mélange réactionnel, qui
consiste en un volume de 200 ul de solution de différentes concentrations des
molécules testées ou de la référence (standard) est mélangé a 2 ml de I’albumine du
sérum bovin (BSA) et incubé a 27 °C pendant 15 min. La dénaturation est induite en
maintenant les mélanges réactionnels a 75 + 1°C dans un bain d'eau pendant 10 min. 2
ml de I’albumine du sérum bovin BSA a 1 % et 200 ul de tampon phosphate salin (pH
6.6) est utilise comme contrdle négatif. La turbidité est mesurée a 660 nm par
spectrophotométrie.

11.2.3. Activité antibactérienne et antifongique

Une des principales causes de morbidité et de mortalité chez les patients
immunodéprimés dans les pays en développement est principalement due a la vie
menacant par les maladies infectieuses proviennent de divers microorganismes
pathogeénes. La découverte de nouveaux antibiotiques plus efficaces contre ces

microorganismes est essentielle.

Les dérivés de la quinoléine sont une classe importante de composés qui ont

déja été trouvés a agir comme des agents antibactériens et antifongique [28,29].

L’évaluation de Dl’activité antimicrobienne de nos produits, consiste a estimer
I’inhibition de la croissance des microorganismes (bactéries et champignons) en

contact de différents produits, et ceci par la méthode de diffusion sur disque.
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11.2.3.1. Les microorganismes testes

Le choix des souches est base sur leurs différences pariétales (Gram+ et Gram-),
les problémes qu’elles causent en clinique ainsi que le défi qu’elles posent a
I’antibiothérapie moderne. Tous les organismes ont été recueillis a partir du

laboratoire de recherche de microbiologie de I'Université Ferhat Abess Sétif.

L’activité antibactérienne et antifongique ont été déterminées contre deux
bactéries Gram™ nommées: Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella
typhimurium ATCC 13311, deux bactéries Gram+: Listeria monocytogenes ATCC
15313, Bacillus subtilis ATCC 9372, et contre deux champignons Candida albicans
ATCC 25923 et Aspergillus niger ATCC 16404.

11.2.3.2. Technique de disque

La méthode des disques est couramment utilisée au laboratoire, elle permet de
tester, in vitro, la sensibilité d'une souche bactérienne aux différents produits tests.
C’est I’équivalent d’un antibiogramme ou les disques d’antibiotiques sont remplacés
par d’autres imprégnés de produit tests. La gélose MH et PDA sont utilisées pour
I’essai de la sensibilité des différentes souches pour I’activité antibactérienne et

antifongique respectivement.

L’étude in vitro de ’activité antimicrobienne des molécules étudiées HoL-H,
HoL-Br, HoL-F et HoL-NO2 est réalisée par la méthode de diffusion en gélose en

utilisant des disques de papier filtre stériles de 6mm de diamétre [30].

Les disques sont imprégnés de 8 ul (1.5pg/disque) des solutions de composés a
tester (100 pg/ml) et déposés sur la surface de la gélose ensemencée MHA et PDA.
Le DMSO est utilisé comme témoin négatif ; la gentamycine et la fluconazole sont
utilisés comme témoins positifs pour les bactéries et les champignons respectivement.
Les boites de Pétri sont incubées a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries, 48
heures a 37°C pour les levures et 7 jours & 28°C pour les champignons. Les zones

d'inhibition sont mesurées en millimétres. Les essais sont réalisés en trois répétitions.
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11.2.3. Essai de la toxicité érythrocytaire

L’étude de la toxicité et 1’évaluation de la dose 1étale a 50 reste la premiere
étape avant de rechercher les activités pharmacologiques des nouvelles substances.
Dans notre étude, nous avons utilisé¢ le test d’hémolyse des globules rouges pour
évaluer in vitro la toxicité des dérives étudiés selon la méthode décrite par Malagoli
(2007) [31]. Un prélévement sanguin est réalisé sur des tubes héparinés. Le sang est
centrifugé pendant 10 min a 3000 trs/mn. Aprés trois lavages, le culot érythrocytaire

est préparé avec une solution de sérum salé (10%, v/v).

Les tubes renfermant 600 pl de la suspension érythrocytaire sont mélangés avec
600 upl de solution d’échantillons a différentes concentrations. Le tube contrdle
contient 600 pl de la suspension érythrocytaire mélangée avec 600 ul d’eau distillee.
Le mélange réactionnel est incubé pendant 30 min a 37 °C puis centrifugé pendant 10
min a 2500 trs /mn. L’absorbance du surnageant est lue a 540 nm aprés 120 minutes a

I’aide d’un spectrophotométre UV-vis contre un blanc contenant le sérum.

I1.2.4. Etude in vitro de I’interaction des dérivés de la quinoléine avec ’ADN et

la BSA

11.2.4.1. Interaction avec PADN

L’étude fine des interactions ADN-ligand se fait par des techniques d’analyse in
vitro qui font appel a plusieurs techniques a savoir les méthodes spéctrophotométrique
et électrochimiques. Ces techniques ont été développées pour déterminer les
paramétres de liaison (la constante de liaison et 1’énergie libre) et de caractériser la

nature des interactions mises en jeu.

11.2.4.1.1. Extraction de I'ADN génomique

Plusieurs méthodes sont utilisées pour extraire ’ADN génomique, dans notre
étude, I'ADN est extrait des cellules d'oignons en adoptant la technique de salting-out
(Technique au chlorure de sodium saturé) [32]. Une quantité de la bouillie d'oignons
est placée dans un petit bécher avec 5 ml d’une solution aqueuse de dodécylsulfate de
sodium (SDS) 20%, le mélange obtenue est agité pendant 3 minutes. Un volume de 20
ml d’une solution aqueuse de NaCl de concentration 6 mol.L"est ajouté, la

suspension ainsi obtenue est vortexée vigoureusement jusqu'a avoir un aspect laiteux,
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puis centrifugée 10 mn a 1500 trs /mn pour faire précipiter les protéines. Le
surnageant, contenant I'ADN dispersé, est récupéré dans des tubes a essai. Un volume
¢gal d’isopropanol (99%) est ajouté au surnageant récupéré précédemment. Faire
précipiter I’ADN en retournant délicatement le tube jusqu'a ce que les filaments
d’ADN forment une méduse; on la récupere dans un tube en verre (5 ml); la méduse
d'’ADN ainsi condensée est lavée 3 fois a I'éthanol afin d'éliminer les traces de sels. La
pelote est séchée lorsque I'éthanol s'évapore en laissant le tube ouvert toute la nuit a

température ambiante.

11.2.4.1.2. Analyse spéctrophotométrique UV-vis

Les analyses UV-vis sont effectuées par un spectrométre UV-vis (V-650 Jasco
beam) en utilisant des cuves en quartez ayant une capacité volumétrique de 5 ml. Les
données sont traitées en utilisant des logiciels d'analyses spécifiques. Les spectres
électroniques des quatre dérivés de la quinoléine sont obtenus en maintenant la
concentration des composés testés (10 umol.L™Y) dans l'acétonitrile/ tampon de
phosphate (0.1 mol.L?, pH = 7.2) (9:1,v:Vv) avec une augmentation progressive de la
concentration de la solution d’ADN (0-4.37 umol.L™?) [33].

11.2.4.1.3. Analyse électrochimique

L’appareillage utilisé pour étudier 1’interaction des composés HoL-H, HoL-Br,
HoL-F et HoL-NO2 avec I’ADN par la voltampéromeétrie cyclique est le méme décrit

précédemment pour 1’étude du piégeage de 1’anion superoxyde.

L’interaction de chaque composé (10 pmol.L?) avec de I'ADN est analysée en
variant le potentiel de 0 a +0.9 V a une vitesse de balayage de 0,1 V/s sans et avec
addition séquentielle d'’ADN dans une solution d'acétonitrile/phosphate tampon (0.1
mol.L?, pH = 7.2), (9:1, v : v) contenant 0.1mol.L ™Y TBuNPFs comme électrolyte
support. Les voltampérogrammes obtenus sont exploités pour accéder aux parametres

d’interaction entre les bases de Schiff dérivée de la quinoléine et I’ADN [34].
11.2.4.2. Interaction avec la BSA

L’étude de I’interaction entre une drogue et la HSA est capitale pour évaluer
son comportement in vivo, pour cela nous avons choisi I’aloumine du sérum bovin

BSA comme protéine modele en raison de sa forte similarité structurelle avec
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I'albumine sérique humaine pour étudier 1’aptitude de nos molécules a former des

associations avec celle-ci.

11.2.4.2.1. Analyse spectroscopique UV-vis

L’utilisation de la spectroscopie d’absorption s’est imposée pour 1’étude des
interactions de nos composes avec la BSA. Cette technique présente deux avantages
essentiels sur les autres techniques qui sont la sensibilité et la rapidité de mise en
ceuvre. Elle ne nécessite que peu de maticre et des équipements couramment
disponibles dans les laboratoires. Nous les avons complétées par des mesures
électrochimiques pour confirmer les informations de mode de liaison des composés a
la BSA. Les spectres d'absorption de 12 pmol.L* de I’albumine du sérum bovin
(BSA) en absence et en présence des concentrations successives des composes étudiés
(0 a 12 pmol.L™Y) sont enregistrés entre 260 et 310 nm [35].

11.2.4.2.2. Analyse électrochimique

L’interaction entre les quatre dérivés de la quinoléine et la BSA est étudiée
dans les mémes conditions électrochimiques que celle de I’ADN tout en maintenant
constant la concentration des dérivés étudiés (100 umol.L) et en variant la
concentration de la solution de BSA de 0 a 12 pmol.L™ [36]. Le complexe ainsi

formé H.L-R-BSA est agité pendant 10 s, puis le voltampérogramme cyclique est

enregistré.

59



K. Douadi Chap. Il: Méthodes et techniques

Références bibliographiques

[1] R.S. Mulliken, W.B. Person, Molecular complexes: a lecture and reprint volume,
Wiley-Interscience, 19609.

[2] J.C. Boeyens, The conformation of six-membered rings, Journal of Crystal and
Molecular Structure. 8 (1978) 317-320.

[3] C.N.R. Rao, Ultra-Violet and Visible Spectroscopy Butterworths, London, 1967.

[4] R.M. Silverstein, Identification spectrométrique de composes organiques, (1968).

[5] J. Barek, A.G. Fogg, A. Muck, J. Zima, Crit. Rev. Anal. Chem. 31, (2001).

[6] M. Lacombe, Méthodes électrochimiques pour 1’analyse in situ de composés
bioactifs en milieu océanique, PhD Thesis, 2007.

[7] S. Chevion, M.A. Roberts, M. Chevion, The use of cyclic voltammetry for the
evaluation of antioxidant capacity, Free Radical Biology and Medicine. 28 (2000)
860-870.

[8] J.E. Randles, A cathode ray polarograph. Part Il.—The current-voltage curves,
Transactions of the Faraday Society. 44 (1948) 327-338.

[9] A. Sevéik, Oscillographic polarography with periodical triangular voltage,
Collection of Czechoslovak Chemical Communications. 13 (1948) 349-377.

[10] P. Delahay, New instrumental methods in electrochemistry, (1954).

[11] H. Matsuda, Y. Ayabe, The theory of the cathode-ray polarography of
Randles-Sevcik, Zeitschrift Fuer Elektrochmie and Angewandte Physikalische
Chemie. 59 (1955) 494-503.

[12] R.S. Nicholson, I. Shain, Theory of stationary electrode polarography. Single
scan and cyclic methods applied to reversible, irreversible, and kinetic systems.,
Analytical Chemistry. 36 (1964) 706-723.

[13] S. Georgieva, L. Boyadzhiev, G. Angelov, Caractérisation des vins bulgares
par leur capacité antioxydante, (2010).

[14] R. Salazar, M.E. Pozos, P. Cordero, J. Perez, M.C. Salinas, N. Waksman,
Determination of the antioxidant activity of plants from Northeast Mexico,
Pharmaceutical Biology. 46 (2008) 166—170.

[15] H.R.P. Naik, H.S.B. Naik, T.R.R. Naik, H.R. Naika, K. Gouthamchandra, R.
Mahmood, B.K. Ahamed, Synthesis of novel benzo [h] quinolines: wound
healing, antibacterial, DNA binding and in vitro antioxidant activity, European
Journal of Medicinal Chemistry. 44 (2009) 981-989.

60



K. Douadi Chap. Il: Méthodes et techniques

[16] M. Orhan Puskullu, B. Tekiner, S. Suzen, Recent studies of antioxidant
quinoline derivatives, Mini Reviews in Medicinal Chemistry. 13 (2013) 365-372.

[17] Z. Hadbaoui, Evaluation de I’activité antioxydante des fractions lipidiques,
protéiques et phénoliques de sorgho et de mil locaux, PhD Thesis, Thése de
Doctorat: Université de Kasdi Merbah OUARGLA-ALGERIE, 2012.

[18] D. Verbanac, R. Malik, M. Chand, K. Kushwaha, M. Vashist, M. Matijasi¢, V.
Stepani¢, M. Peri¢, H.C. Paljetak, L. Saso, Synthesis and evaluation of
antibacterial and antioxidant activity of novel 2-phenyl-quinoline analogs
derivatized at position 4 with aromatically substituted 4 H-1, 2, 4-triazoles,
Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry. 31 (2016) 104-110.

[19] H.-B. Li, C.-C. Wong, K.-W. Cheng, F. Chen, Antioxidant properties in vitro
and total phenolic contents in methanol extracts from medicinal plants, LWT-
Food Science and Technology. 41 (2008) 385-390.

[20] P.-D. Duh, Antioxidant activity of burdock (Arctium lappa Linné): Its
scavenging effect on free-radical and active oxygen, Journal of the American Oil
Chemists’ Society. 75 (1998) 455-461.

[21] M. Oyaizu, Studies on products of browning reaction, The Japanese Journal of
Nutrition and Dietetics. 44 (1986) 307-315.

[22] P. Prieto, M. Pineda, M. Aguilar, Spectrophotometric quantitation of
antioxidant capacity through the formation of a phosphomolybdenum complex:
specific application to the determination of vitamin E, Analytical Biochemistry.
269 (1999) 337-341.

[23] T. Sun, W. Xie, P. Xu, Superoxide anion scavenging activity of graft chitosan
derivatives, Carbohydrate Polymers. 58 (2004) 379-382.

[24] M.E. Ortiz, L.J. Nunez-Vergara, J.A. Squella, Cyclic voltammetric behaviour
of the O2/02- redox couple at a HMDE and its interaction with nisoldipine,
Journal of Electroanalytical Chemistry. 519 (2002) 46-52.

[25] S. Kumar, S. Bawa, H. Gupta, Biological activities of quinoline derivatives,
Mini Reviews in Medicinal Chemistry. 9 (2009) 1648-1654.

[26] W. Calhoun, R.P. Carlson, R. Crossley, L.J. Datko, S. Dietrich, K.
Heatherington, L.A. Marshall, P.J. Meade, A. Opalko, R.G. Shepherd, Synthesis
and antiinflammatory activity of certain 5, 6, 7, 8-tetrahydroquinolines and related
compounds, Journal of Medicinal Chemistry. 38 (1995) 1473-1481.

61



K. Douadi Chap. Il: Méthodes et techniques

[27] A.K. Pandey, P.P. Kashyap, C.D. Kaur, Anti-inflammatory activity of novel
Schiff bases by in vitro models, Bangladesh Journal of Pharmacology. 12 (2017)
41-43.

[28] P. Narender, U. Srinivas, M. Ravinder, B.A. Rao, C. Ramesh, K. Harakishore,
B. Gangadasu, U.S.N. Murthy, V.J. Rao, Synthesis of multisubstituted quinolines
from Baylis—Hillman adducts obtained from substituted 2-chloronicotinaldehydes
and their antimicrobial activity, Bioorganic & Medicinal Chemistry. 14 (2006)
4600-46009.

[29] P. Senthilkumar, M. Dinakaran, P. Yogeeswari, D. Sriram, A. China, V.
Nagaraja, Synthesis and antimycobacterial activities of novel 6-nitroquinolone-3-
carboxylic acids, European Journal of Medicinal Chemistry. 44 (2009) 345-358.

[30] A.W. Bauer, W.M.M. Kirby, J.C. Sherris, M. Turck, Antibiotic susceptibility
testing by a standardized single disk method, American Journal of Clinical
Pathology. 45 (1966) 493-496.

[31] D. Malagoli, A full-length protocol to test hemolytic activity of palytoxin on
human erythrocytes, Invertebrate Survival Journal. 4 (2007) 92-94.

[32] J. Sambrook, E.F. Fritsch, T. Maniatis, Molecular cloning: a laboratory
manual., Cold spring harbor laboratory press, 1989.

[33] B. Anupama, M. Sunita, D.S. Leela, B. Ushaiah, C.G. Kumari, Synthesis,
spectral characterization, DNA binding studies and antimicrobial activity of Co
(1), Ni (1), Zn (1), Fe (1) and VO (IV) complexes with 4-aminoantipyrine
Schiff base of ortho-vanillin, Journal of Fluorescence. 24 (2014) 1067-1076.

[34] M. Shabbir, Z. Akhter, I. Ahmad, S. Ahmed, H. Ismail, B. Mirza, V. McKee,
M. Bolte, Synthesis, characterization, biological and electrochemical evaluation
of novel ether based ON donor bidentate Schiff bases, Journal of Molecular
Structure. 1116 (2016) 84-92.

[35] M. Kongot, N. Dohare, D.S. Reddy, N. Pereira, R. Patel, M. Subramanian, A.
Kumar, In vitro apoptosis-induction, antiproliferative and BSA binding studies of
a oxidovanadium (V) complex, Journal of Trace Elements in Medicine and
Biology. 51 (2019) 176-190.

[36] S. Bi, L. Yan, B. Wang, J. Bian, Y. Sun, Spectroscopic and voltammetric
characterizations of the interaction of two local anesthetics with bovine serum
albumin, Journal of Luminescence. 131 (2011) 866-873.

62



Chap.l11: Activites
biologiques



K. Douadi Chap. I11: Activités biologiques

Ce chapitre est consacré a 1’étude in vitro des activités biologiques y compris
I’activité antioxydante, antiinflammatoire, antimicrobienne et antihémolytiques des
quatre bases de Schiff dérivées de la quinoléine. Les résultats de 1’étude qualitative de
la relation structure activitt QSAR ainsi que les calculs de la théorie de la

fonctionnelle de la densité "DFT", sont également rapportés dans cette partie.

I11.1. Caractérisation des bases de Schiff dérivées d’amino quinoléine HzL-H,
HaoL-F, H2L-Br et H2L-NO2

Les molécules présentées dans ce travail ont été synthétisées selon la procédure
rapportée par M. EI-Noaimi et al [1] en faisant réagir une solution de chlorure
d'hydrazonyle appropriée (20 mmol) avec de la 8-aminoquinoléine (2.86 g, 20 mmol)
et de la triéthylamine (2.4 g, 24 mmol). L'éthanol absolu a été utilisé comme solvant.
Le mélange obtenu a éte reflué pendant 2h; la condensation suivie du refroidissement
a donné un cristal jaune. Le schéma Ill. 1 illustre la structure moléculaire de ces

molécules.
(@]
CHj,
N(C H5)3 N
/
R Reflux 2h R‘@*“'* NH
N

Schéma I11. 1. Procédure générale de la synthese des dérivés HoL-H, HoL-F, HoL-Br
et H2L-NO2, hydrazonyl chloride, 8-aminoquinoléine , (1Z)-2-oxo-N’-phenyl-N-
quinoléine -8-ylpropanehydrazonamide (Hz2L-H), R=H, (1Z)-N’-(4-bromophenyl)-2-
oxo-N-quinoléine  -8-ylpropanehydrazonamide  (H2L-Br), R=Br, (2)-N’-(4-
fluorophenyl)-2-oxo-N-quinoléine -8-ylpropanehydrazonamide (H:L-F), R=F, (2)-
N’-(4-nitrophenyl)-2-oxo-N-quinoléine  -8-ylpropanehydrazonamide (Hz2L-NOy),
R=NO:..

I11.1.1. Propriétés spectrales des composés synthétisés

111.1.1.1. (1Z)- N’-(4-flurophenyl)-2-oxo-N- quinoléine -8-ylpropanehydrazonamide

(H2L-F)

Rendement: (4.86g, 60%) , Tr 156-157 ‘C; UV-vis (TIDAS, dans CH:2Cl.):

Amax(1)(240nM), Amax(2)(340 nm); IR [FT-IR JASCO model 420 cm™]: ve=n (1578),
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ve=0 (1673); 'H NMR (Bruker Avance Il 400, CDCls, TMS), & (ppm): 8.92 (d, 1H,
H10), 8.46 (s, 1H, NH), 8.19 (d, 1H, H5), 7.66 (s, 1H, NH), 7.50 (m, 1H, H9), 7.37 (d,
2H, H2, H3), 7.12 (m, 2H, H6, H7), 7.03 (d, 2H, H1, H4), 6.33 (d, 1H, H8), 2.65 (s,
3H, COCHB3); E.A(Eurovector.3000) %): C, 67.23; H, 4.88; N, 17.24.

111.1.1.2. (1Z)-2-0xo0-N -phenyl-N-quinoléine-8-ylpropanehydrazonamide (HzL-H)[1]

Rendement: (3.2g, 52%) , Tr: 140-142 °C; UV-vis (TIDAS fiberorptic diode array,
dans CH2Cl2): Amax@)(241nm), Amax2)(299nm), Amax@)(352nm); IR [FT-IR JASCO
model 420 cm™]: ve=n (1577), ve=o (1668); 'H NMR (Bruker Avance 11 400,
CDCls, TMS), & (ppm): 8.90 (d, 1H, H10), 8.49 (s,1H, NH), 8.15 (d, 1H, H5), 7.70
(s, 1H, NH), 7.50 (t, 1H, H9), 7.40 (d, 2H, H2, H3), 7.35 (m, 3H, Y = H, H7, H6),
7.05 (d, 2H, H1, H4), 6.35 (d, 1H, H8), 2.62 (s, 3H, COCH3); E.A(Eurovector.3000)
%): C, 71.21; H, 5.20; N, 18.31.

111.1.1.3.  (12)-N’-(4-bromophenyl)-2-oxo-N-quinoléine-8-ylpropanehydrazonamide
(H2L-Br) [1]

Rendement: (4.97g, 65%) , Tr: 164-165 'C; UV-vis (TIDAS fiberorptic diode array,
dans CH2Cl2): Amaxw)( 245 nm), Amax@)( 297 nm), Amax3)(380nm); IR [FT-IR JASCO
model 420 cm™]: ve=n (1578), vc=o0 (1673); 'H NMR (Bruker Avance Ill 400,
CDCls, TMS), & (ppm): 8.92 (d, 1H, H10), 8.50 (s,1H, NH), 8.18 (d, 1H, H5), 7.65
(s, 1H, NH), 7.50 (m, 1H, H9), 7.45(d, 2H, H2, H3), 7.35 (m, 2H, H6, H7), 7.05 (d,
2H, H1, H4), 6.35(d, 1H, H8), 2.62 (s, H,COCH3); E.A (Eurovector.3000) %):
56.53; H, 3.78; N, 14.54.

111.1.1.4. (1Z)-N-(4-nitrophenyl)-2-oxo-N-quinoléine-8-ylpropanehydrazonamide
(H2L-NO2)[1]

Rendement: (4.88g, 70%) , Tr: 209-210 'C; UV-vis (TIDAS fiberorptic diode array,
dans CH2Cl2): Amaxw)( 235 nM), Amax@)( 332 nmM), Amax3)(405nm); IR [FT-IR JASCO
model 420 cm™]: ve=n (1578), ve-o (1675); *H NMR (Bruker Avance |11 400,
CDCls, TMS), & (ppm): 8.89 (d, 1H, H10), 8.40 (s, 1H, NH), 8.10 (d, 1H, H5), 7.69
(s, 1H, NH), 7.45 (m, 1H, H9), 7.35 (m,2H, H6, H7), 7.05 (d, 2H, H2, H3), 7.00 (d,
2H, H1, H4), 6.29 (d,1H, H8), 2.60 (s, 3H, COCH3); E.A (Eurovector.3000) %):
61.73; H, 4.48; N, 20.24.
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Les molécules présentées dans ce travail, ne different que par la nature des
substituants au niveau de la position para du cycle du phényle. Tous ces solides sont
caractérisés par la microanalyse et les méthodes spectroscopiques FT-IR, RMN H et
UV-vis. Par exemple, la molécule HoL-F est caractérisée par deux bandes d'absorption
des ultraviolets attribuées aux transitions n — m * (240-340nm). Les pics IR observés
autour de 3100-3250 cm! sont attribués a la vibration (N -H), tandis que celles situées
entre 1577-1596 cm™ et entre 1668-1673 cm™ sont attribuées respectivement au
groupe C = N des groupes quinolone et C = O des groupes acétyle. Le déplacement
chimique de la RMN *H révéle un singulet situé a § = 2.65 ppm attribué aux protons
de -COCHS3 et deux singulets situés a 6 = 8.46 ppm et & = 7.66 ppm attribués au
proton de N-H. Les résultats de la microanalyse convergent parfaitement avec la

composition des structures des molécules.
I11.2. Evaluation de activité antioxydante

Plusieurs techniques d’évaluation de D’activité antioxydante sont basées sur
’utilisation de systémes générant des radicaux libres. Ce sont des méthodes dites
"d’inhibition " ou "piégeage". Compte tenu de la complexité des processus
d’oxydation et la variété des radicaux libre, il n’existe pas de méthode unique
permettant de refléter le profil antioxydant d’une substance. C’est pourquoi, nous
avons utilisé dans notre étude des méthodes classiques et électrochimiques pour

estimer 1’activité antioxydante de nos produits.

ITI.1.1. L’essai de piégeage du radical DPPH"

L’activité antiradicalaire des produits HoL-H, HoL-Br, HoL-F et HoL-NO- a été
évaluée, in vitro, par le test de DPPH. Cette technique utilise le radical libre DPPH
(1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl) de couleur violette comme réactif, et qui vire au jaune
en présence d’un capteur des radicaux libres. L antioxydant réagit avec le DPPH et le
réduit en DPPH-H non radicalaire. En conséguence, la concentration de DPPH

diminue, ce qui entraine une diminution de I'absorbance a 517 nm [2,3].

La capacité de réduction du DPPH est mesurée par la diminution de
I'absorbance a 517 nm, en fonction des concentrations de 1’antioxydant ajouté. Les

résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 111.1.
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Les résultats montrent que l'absorbance du radical DPPH a diminué avec
l'augmentation de la concentration des composés étudiés. En outre, Dactivité

antiradicalaire est calculée selon la formule 1 [4]:

Tableau I11.1. Evolution de I’absorbance mesurée a A=517 nm pour les molécules

HzoL-H, HoL-Br, HzL-F et HoL-NO: et I’acide ascorbique.

Concentration 10 30 60 90 100 200
(Hmol.LY) L
Absorption a A=517 nm
Molécule
HzL-H 0.525 0.374 0.275 0.234 0.218 0.161
HzL-Br 0.646 0.475 0.194 0.120 0.108 0.068
HzL-F 0.511 0.316 0.237 0.117 0.091 0.075
H2L-NO2 0.553 0.379 0.120 0.117 0.105 0.091
Acide ascorbique | 0.593 0.379 0.160 0.093 0.057 0.056

Abs (c)—Abs (t)
Abs (¢)

1% = x 100 . 1
1% : le pourcentage d’inhibition, abs(c) : 1’absorption moléculaire de contréle, Abs

(t) : ’absorption moléculaire de 1’échantillon.

Les résultats obtenus, ont permis de tracer les courbes de variation du

pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration des molécules étudiées 1% =
f (C) (Figure 111.1).

La Figure Ill. 1 rapporte les pourcentages de I'effet de piégeage des composés
testés ainsi que celui de I’acide ascorbique. Tous les composés testés ont une capacité
antiradicalaire significative dose dépendante, ils sont capables de piéger les radicaux
libres DPPH" a I’échelle micro molaire et leurs activités sont supérieures a celle du

standard 1’acide ascorbique.

D’aprés les résultats obtenus, on peut constater que les composés HzL-Br,

HoL-F et HoL-NO: atteignent rapidement l'activité maximale a une trés faible
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concentration, tandis que HzL-H nécessite plus de temps et de concentration pour

atteindre le méme niveau.

100

90 -

-

8@ =

a3
!

30 - —s—H,L-NO,
T —eo—H L-H
20 3 ]
2 —a&— Acide ascorbique
10 H —v—H_L-Br
04 — H,L-F
0 T I I I I T I I I
0 000 2 005 4 010 6 0,15 8 020 10

C (mmol/L)

Figure I11. 1. Activité antiradicalaire des molécules HoL-H, HoL-Br, HoL-F et

H>L-NO: et du standard acide ascorbique

Pour mieux évaluer la capacité antioxydante de nos composes vis-a-vis du
DPPH", les résultats ont été exprimés en ICso ; parametre couramment utilisé pour
mesurer [’activité antioxydante d’une molécule. ICso est définis comme étant la
concentration du composé€ nécessaire pour 1’obtention de 50% de la forme réduite du
radical DPPH. Nous rappelons qu’une valeur faible d’ICs, correspond a une activité
antioxydante élevée du composé [5]. Cette valeur est déterminée graphiquement a
partir des droites de pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration des

composés étudiés, présentée par les figures 1l. (2, 3, 4, 5 et 6).
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Figure I11. 2. Représentation graphique du pourcentage d’inhibition du radical

DPPH" en fonction des différentes concentrations du composé HoL-H
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Figure 111. 3. Représentation graphique du pourcentage d’inhibition du radical

DPPH-’ en fonction des différentes concentrations du composé HaL-Br
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Figure I11. 4. Représentation graphique du pourcentage d’inhibition du radical

DPPH" en fonction des différentes concentrations du composé HoL-NO-
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Figure I11. 5. Représentation graphique du pourcentage d’inhibition du radical

DPPH’ en fonction des différentes concentrations du composé HaL-F
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Figure 111. 6. Représentation graphique du pourcentage d’inhibition du radical

DPPH" en fonction des différentes concentrations de 1’acide ascorbique

Le Tableau II.2 et la Figure III.7 représentent les valeurs d’ICso des molécules

étudiées.

Tableau I11. 2. Valeurs calculées des ICso pour les molecules HzL-H, H2L-Br, HoL-F

et HoL-NO: et du standard acide ascorbique

Parametre HaL-F H:L-Br H2L-NO: HaL-H Acide ascorbique
Equation y=0.68x+20,99 | y=0.86x+1.39 | y=0.69x+18.10 | y=0.45x+24.83 y=0.635x +8.588
R? 0.9850 0.9827 0.96064 0.9117 0.9719
ICso (umol.LY) 42.74 4154 45.77 55.31 65.21
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Figure I11. 7. Valeurs des concentrations inhibitrices 1Cso exprimées en pmol.L* des
dérivés de la quinoléine: HoL-Br, HoL-F, HoL-NO2, HoL-H et du standard acide

ascorbique

De ces résultats, il apparait que les quatre bases de Schiff dérivées de la
quinoléine possedent un pouvoir antioxydant supérieur a celui de I’acide ascorbique
avec des valeurs ICso de 41.54, 42.47, 45.77, 55.31 et 65.21 umol.L™* pour HzL-Br,
HoL-F, HoL-NO2, HoL-H et I’acide ascorbique respectivement. Ces résultats révelent
que tout les composés testés sont des puissants agents piégeurs des radicaux DPPH".
En général, I'activité antioxydante des composés étudiés peut étre classée dans I'ordre

décroissant suivant :
Acide Ascorbique < HoL-H < H2L-NO» < HaL-F < HoL-Br

Les relations structure-activité suggeérent que le pouvoir antioxydant d’une
molécule est favorisé par plusieurs caractéristiques structurales. Pour certains
composés, la présence des groupements électrodonneurs et électroattracteurs ainsi que
leur position ont un impact sur le pouvoir réducteur des substances [6,7]. La propriété
de piégeage de nos produits peut étre due aux groupements N-H (hydrazonyl) qui
peuvent egalement neutraliser le radical DPPH" par donation d'hydrogéne. D'autre
part, la présence de puissants groupements électroattracteurs (brome, fluor, nitro) en
position para sur le noyau phényle ont considérablement augmenté I'activité des trois

molécules HoL- Br, HoL- F et HoL-NO> par rapport a HoL-H. En accord avec les
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présents résultats, des travaux antérieurs ont montré que les groupements
électroattracteurs substitués en position para sur le cycle augmentent l'activité

antioxydante d’une molécule [8].

111.1.2. Test du pouvoir réducteur au ferricyanure de potassium

Le pouvoir réducteur d'un composé peut servir comme un indicateur significatif
de son activité antioxydante potenticlle. C’est un test simple, rapide et reproductible
par lequel le composé antioxydant réduit le Fe** du complexe de ferricyanure en Fe 2*,
Par conséquent, la concentration des ions Fe?* peut étre évaluée en mesurant et en
surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleu-vert dans le milieu
réactionnel a 700 nm [9,10]. L'augmentation de I'absorbance du mélange réactionnel
indique l'augmentation du pouvoir réducteur de l'antioxydant [11,12]. La capacité
réductrice des molécules HoL-F, HoL-Br, HoL-NO-, HoL-H et de 1’acide ascorbique
est exprimée par la variation de 1’absorbance avec la concentration. Les résultats

obtenus sont présentés graphiquement dans la Figure 111.8.

1,5 4 —&—H_L-NO,

1.4 ] —D—HZL-I'I

13 ] —&— acide ascorbique
= HL-F

1,2 4 —#—H,L-Br
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pouvoir réducteur@abs a 700 nm,
o
@
|

0.2 -

. . : , , '
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
C(mg/ml)

Figure I11. 8. Pouvoir réducteur au ferricyanure de potassium en fonction des
concentrations de divers composes HoL-Br, HoL-F, HoL-NO2, HoL-H et de 1’acide

ascorbique
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A partir de la courbe Absorption = f (concentrations), il en découle que le
pouvoir réducteur de tout les composés dépend de la concentration. D’autre part, les
quatre composés ont un potentiel réducteur plus élevé que I'acide ascorbique, a la
concentration de 100 g/ ml, l'ordre croissant de la capacité réductrice des molécules

étudiées se traduit par des valeurs de densité optique DO est le suivant :

H.L-Br (1.42) > HoL-F (1.21) > H2L-NO2 (0.67) > H2L-H (0.61) > Acide Ascorbique
(0.60)

En outre, les valeurs ECso des composes et de I'acide ascorbique ont également
été calculées (Tableau 111.3). Nous rappelons que la concentration effectrice ECsg est

la concentration de 1’échantillon qui correspond a une absorbance égale a 0,5.

Tableau 111.3. Valeurs des concentrations effectrices ECso des molécules H,L-Br,
HoL-F, HoL-NO2, HoL-H et de 1’acide ascorbique.

Composé ECso(pg/ml)
HoL-Br 26.83
HoL-F 31.2
HoL-NO> 62.2
HoL-H 68
Acide ascorbique 93

Les valeurs des concentrations effectrices ECso se sont averées inférieures a
celles de l'acide ascorbique. Il est bien connu que plus la valeur de I’ECsp est faible,
plus le composé est plus antioxydant. Des travaux antérieurs indiquent que le pouvoir
réducteur d’un dérivé de la quinoléine est basé sur la rupture de la chaine des
radicaux par la donation d’électrons [13]. Par conséquent, il est suggéré que les quatre
composés étudiés réagissent avec les radicaux libres et les réduisent en especes plus

stables et non reactives et mettent fin aux réactions radicalaires en chaine [14].
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111.1.3. Activité antioxydante totale au phosphomolybdate d’ammonium

Dans cet essai, le molybdene (VI) est réduit en molybdéne (V) par un
échantillon réducteur pour former un complexe phosphomolybdate (V) de couleur

verte mesurée par spectrophotométrie a 695 nm.

Le Tableau I11.4 rapporte les résultats du pouvoir antioxydant des quatre composés

testés par la méthode au molybdate d’ammonium.

Tableau I11.4. Valeurs des absorbances des molécules HoL-Br, HoL-F, HoL-NO»,

HoL-H et de I’acide ascorbique, mesurées a différentes concentrations

C (umol.LY) | A.ascorbique H2L-Br HaL-F H2L-NO2 Ha2L-H
20 0.2407 0.1855 0.2318 0.2936 0.1827
40 0.2657 0.2714 0.3248 0.3166 0.227
50 0.2925 0.3634 0.3628 0.3268 0.3201
60 0.3016 0.4003 0.3859 0.3342 0.3284
70 0.3301 0.4083 0.4652 0.3437 0.3537
90 0.4791 0.488 0.5 0.3584 0.4072

A partir des résultats obtenus, nous avons remarqué que la capacité
antioxydante totale des molécules étudiées s'est avérée dépendre de la concentration,
et que l'activité réductrice maximale du Mo(VI) est observée a des concentrations

élevées (90 umol.L 1).

Le potentiel réducteur des composés est exprimé en équivalents d'acide
ascorbique (umol.L AAE) en utilisant I'équation obtenue & partir de la courbe

d’¢étalonnage de 1'acide ascorbique.
Absorbance = 0.003 Acide ascorbique (pmol.L™1) + 0.143 1. 2

D’apres les résultats rapportés dans le tableau III.5, on peut constater que les
deux composés HoL-Br et HoL-F possédent la meilleure capacité antioxydante totale

de I’ordre de 117+2 umol.L™t AAE, suivi par HzL-H qui révéle une activité réductrice
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de 1’ordre de 88 pmol.L™* AAE. Le dérivé nitro H,L-NO; a également montré une
activité considérable de ’ordre de 71.8 pmol.Lt AAE.

Tableau I11.5. Capacité antioxydante totale des dérivées de la quinoléine HoL-Br,
HzL-F, H2L-NO; et HoL-H exprimée en équivalents d'acide ascorbique pumol.L™t AAE

C (umol.LY) HoL-Br HoL-F HoL-H H2L-NO>
20 14.2 29.6 13.2 50.2
40 42.8 60.6 28.0 57.9
50 73.5 73.3 59.0 61.3
60 85.8 81.0 61.8 63.7
70 88.4 107.4 70.0 66.9
90 115.0 119.0 88.0 71.8

D’une maniére générale, la capacité antioxydante totale des molécules étudiées suit

I’ordre croissant donné par la séquence:
HzL-F > HoL-Br > HoL-H > HoL-NO2

Des travaux antérieurs ont signalé que le transfert d’électron ou d’hydrogéne
par les antioxydants au complexe Mo(VI) se produit dans la méthode au molybdate
d’ammonium [15]. Par conséquent, tous les composés sont capables d'agir comme

piégeurs des radicaux libres grace a leur capacité de donner des électrons.

En comparant les activités antioxydantes des composés étudiés mesurées par les
trois méthodes, le piégeage des radicaux DPPH®, pouvoir réducteur au ferricyanure de
potassium et la capacité antioxydante totale, on peut clairement observer que les
quatre bases de Schiff dérivées de la quinoléine étudiées exercent un effet antioxydant
presque dans le méme ordre. En conclusion, tous ces composés ont une activité

antioxydante significative avec influence majeure des groupements électroattracteurs.
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111.1.4. Evaluation de I'activité antioxydante par le piégeage de I'anion

superoxyde 02°~

La voltampérométrie cyclique est utilisée pour générer le radical superoxyde
0>* par la réduction d'un électron de I'oxygene moléculaire dans le milieu acétonitrile
(Figure 111. 9; pic C). La présence du radical 02*" est facilement détectée par son
courant anodique mesuré pendant le balayage inverse (Figure Ill. 9; pic A). La
voltampérométrie cyclique est par conséquent un moyen pratique de générer de 1’02°~
sans systeme enzymatique et d'étudier son interaction avec une molécule ou un
extrait, a condition que le substrat ne soit pas actif dans la plage potentielle de
réduction de I'oxygene. Lors de I'élaboration de la procédure, le voltampérogramme
cyclique de I’oxygene est d'abord enregistré en absence du substrat pour déterminer la

valeur du courant de pic anodique de 1’oxydation de 1’02*" (Figure I1I. 9).
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Figure I11. 9. Voltampérogramme cyclique de 1’oxygéne en milieu acétonitrile -

TBUNPF6 enregistré a une vitesse de balayage 100 mV /s.
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I11.1.5. Comportement électrochimique d’oxygene en présence des dérivés de la
quinoléine

Les voltampérogramme cycliques de la réduction de Oz sont enregistrés en
présence des différentes concentrations des quatre molécules HoL-Br, HoL-F, HoL-H
et HoL-NOz ou du standard BHT en vue d’évaluer leurs capacités a piéger I'anion
superoxyde 02°".
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Figure 111. 10. Voltampérogrammes cycliques montrant I'effet de piégeage du radical
0:° enregistrés en présence de différents volumes de HaL-Br
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Figure I11. 11. Voltampérogrammes cycliques montrant I'effet de piégeage du radical
0:2°" en présence de différents volumes de HoL-F
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Figure I11. 12. VVoltampérogrammes cycliques montrant I'effet de piégeage du radical

02°*" en presence de différents volumes de H.L-H
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Figure I11. 13. Voltampérogrammes cycliques montrant I'effet de piégeage du radical

02°" en présence de différents volumes de HoL-NO2
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Les résultats obtenus révélent que les quatre dérivés exhibent un excellent effet
de piegeage de l'anion superoxyde 0:* et cela se traduit par une diminution

proportionnelle du courant anodique et cathodique.

Le pourcentage d’inhibition de I’anion superoxyde (APR oz~ %) des composés

étudiés est calculé en utilisant 1’équation suivante [16]:

0

Bt .
APRg;-% = 2522 % 100 1113

pa

Ou I, et Iga présentent le courant de pic anodique de I’oxydation de 1’02*" en

présence et en absence du composé testé, respectivement.

Le tableau II.6 résume le pourcentage d’inhibition du radical superoxyde pour

chaque produit.

Tableau I11. 6. Valeurs des pourcentages d’inhibition du radical superoxyde pour les
molécules HoL-Br, HoL-F, HoL-H, HoL-NO; et le BHT

Composé Volume ajouté ml | C (mol.L?) Courant lpa (nA) | APR 02e-%
0 / 220.803 /
HoL-H 0.1 9.9x10° 218.751 5.822
0.2 1.94x10° 209.685 14.219
0.3 2.83x10° 193.341 22.437
0 / 225.442 /
HoL-F 0.1 9.9x10° 208.654 7.446
0.2 1.94x10° 180.759 21.208
0.3 2.83x10° 151.987 32.582
0 / 220.803 /
H,L-Br 0.1 4.34x10° 110.785 7.701
0.2 4.95x107° 105.025 17,263
0.3 5.46x107° 99.549 33.914
0 / 227.527 /
HaL -NO> 0.1 9.9x10°® 192,512 24.389
0.2 1.94x10° 168.414 31.529
0.3 3.63x10° 131.849 49.051
0 / 246.158 /
BHT 0.2 1.94x10° 234.671 4.666
0.4 3.63x10° 211.776 13.967
0.5 4.34x107° 205.998 16.314
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L’activité de piégeage des dérivés de la quinoléine étudies est évaluée par la
valeur ICsg calculée a partir des courbes de la variation du pourcentage d’inhibition en
fonction des concentrations molaires (Figure 111.14). Les valeurs 1Cso obtenues sont

regroupées dans la Figure 111.15.
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Figure 111. 14. Courbes représentant les variations du pourcentage d’inhibition en
fonction des concentrations des composés H.L-Br, HoL-F, H2L-H, H2L-NO> et du
standard BHT

D’aprés la Figure 111.15, il apparait que les quatre dérivés de la quinoléine
présentent une capacité de piégeage du radical 02* supérieure que celle du standard
BHT.

ICso (LMol.L1)

89.01
76.53

43.55 42.69 45.18

H2L-H H2L-F H2L-Br H2L-NO2 BHT

Figure I11. 15. Valeurs 1Cso représentant le piégeage du radical 02° pour les
composés HoL-Br, HoL-F, HoL-H, HaL-NO:> et du standard BHT
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Les composés HoL-NO», HoL-Br et HoL-F présentent les valeurs les plus faibles
pour ICso de I’ordre de 43.80+1.26 pmol. L' révélant I’effet des groupements
électroattracteurs (Bromo, Fluro et nitro) pour augmenter 1’activité antioxydante,
I’activité la plus faible est représentée par le composé HoL-H avec une ICso de I’ordre
de 76.53 umol. L. D’ aprés I’histogramme illustré dans la Figure.II.15, nous

pouvons classer les composes testés par ordre de leur réactivité décroissante :
HoL-Br > HoL-F > HoL-NO2 > HoL-H > BHT

111.1.6. Détermination des parameétres thermodynamiques

L’¢tude de I’interaction des bases de Schiff dérivées de la quinoléine avec
I’anion  superoxyde est estimée en déterminant quelques parametres
thermodynamiques a savoir la constante de liaison (kp) et 1’énergie libre de Gibbs
standard (AG®).

111.1.6.1. La constante de liaison ko et I’énergie libre de Gibbs standard (AG®°)

La diminution significative de la valeur du courant anodique peut s'expliquer
par la diminution de la concentration des radicaux libres 0.°" et la formation des
complexes (AO- 0.°7) qui ralentissent la propagation des radicaux libres d'oxygéne.
Les valeurs ky sont déterminées & partir des courbes de la variation de log (1/C) en

fonction du log (i/io-i) tracées en utilisant 1’équation 111.4 [17]:

i

1. 4

1
log-=logk + log

Cc ig —i
C: concentration du composé testé (mol.L™?)

k: constante de liaison (L/mol)

i et io: intensité du courant anodique en présence et absence du composé testé

respectivement.
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Figure 111. 16. Courbes linéaires de log (i /io — i) = f (log 1/C) des composés

HzL-Br, HoL-F, H2L-NO2 et H2L-H

Les valeurs des constantes de liaison kp et les énergies AG® des complexes (O2*-

OA) formées entre le radical superoxyde et les dérivés testés sont rapportées dans le

tableau I11.7

D’apres le tableau I11.7, nous pouvons remarquer que les dérivés HoL-Br, HoL-

F et HoL-NO> présentent les valeurs des constantes ky les plus élevées par rapport au

dérivé HoL-H et au standard BHT confirmant leurs fortes interactions avec le radical

superoxyde. Les valeurs négatives des énergies libres AG® indiquent la spontanéité de

la réaction antiradicalaire ce qui est considéré comme une preuve évidente de

I’efficacité des composés testés.
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Tableau I11.7. Valeurs de ky et AG®° des molécules HoL-Br, HoL-F, HoL-NO», HoL-H

et du standard BHT

Composé Equation R? ko (L.mol?) | AG°(kJ/mol)
0O27-H2L-NO2 y =0.795x+4.418 0.996 26181.83 -26.21
O2-H.L-H y = 0.396x+4.202 0.998 15922.08 -24.93
O2"-HaL-F y = 0.591x+4.345 0.986 22134.94 -25.78
O2-HzL-Br y = 1.402x+4.408 0.970 25585.85 -26.15
O2"-BHT y = 0.369x+4.22 0.979 16595.86 -25.04

I11.2. Evaluation de I’activité antiinflammatoire

Il est bien connu que les propriétés antigéniques des protéines dénaturées
aboutissent a plusieurs désordres tels que des granulonephrites, des arthrites

rhumatoides et des lupus systémiques érythémateux [18].

Pour évaluer I’effet antiinflammatoire in vitro des quatre dérivés de la
quinoléine, nous avons opté pour le modele d’inhibition de la dénaturation de

I’albumine.

L’effet de différents produits sur la dénaturation thermique de 1’albumine du
sérum bovin (BSA) est évalué a différentes concentrations par rapport au médicament
standard, le diclofenac sodique. Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation de

I’albumine est calculé en utilisant la formule suivante [19]:

Ac—At
Ac

% Inhibition = 100 — [ ] x 100 1.5

Ac: I’absorbance du controle, At : 1’absorbance de 1’échantillon testé. Les résultats

obtenus sont représentes dans le tableau 111.8 et la Figure 111.17.
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Tableau I11.8. Pourcentages d’inhibition de la dénaturation de 1’albumine des

molécules: HoL-Br, HoL-F et HoL-NO», HoL-H et le diclofenac

% d’inhibition de la dénaturation

Concentration (ug/ml)
HoL-Br| HoL-F | H2L-NO2 | HzL-H Diclofenac
25 pg/ml 70.08 68.61 45.69 47.08 68.78
50 pg/ml 72.48 71.02 52.17 50.02 73.47
75 pg/ml 75.80 75.07 59.61 51.29 78.13
100 pg/ml 77.61 80.68 70.32 54.22 81.02

Au premier abord, nous constatons que I’effet des molécules étudiées dépend
des concentrations .D’aprés les résultats obtenus, on remarque que les composés
H>L-Br et HoL-F possédent une activité antiinflammatoire presque similaire a celle du
diclofenac et elle atteint le maximum a une concentration de 100 pg/ml avec un
pourcentage d’inhibition de 80.68 et 77.61% respectivement. Ces résultats reflétent
le role crucial des halogénes (Br, F) dans le renforcement de [I'activité
antiinflammatoire [20-22]. Le composé H:L-NO: a montré un pourcentage
d’inhibition de 70.32%, et le dérivé HoL-H a inhibé la dénaturation protéique a

54.22% a la méme concentration.

A la lumiére des résultats obtenus, on peut donc résumer 1’ordre décroissant du

pouvoir inhibiteur de la dénaturation protéique des molécules testées comme suit :

Diclofenac >H,L-F > H,L-Br > H,L-NO> > H,L-H
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Figure I11. 17. Histogramme de comparaison du pouvoir inhibiteur de la dénaturation
de I’albumine des composés HoL-Br, HaL-F et HoL-NO», HoL-H et le diclofenac

Bagad et ses collaborateurs ont rapporté que la production d'auto-antigéne dans
les maladies inflammatoires pourrait étre due a la dénaturation in vivo des protéines et
que le mécanisme aboutissant a cette dénaturation implique probablement une
altération des liaisons électrostatiques, hydrogénes, hydrophobes ou encore des ponts
disulfures[23]. Les agents qui peuvent empécher la dénaturation des protéines donc,
seraient de bons candidats pour le développement de nouvelles molécules
antiinflammatoires [24]. D'aprés les résultats de 1’activité antiinflammatoire, on peut
supposer que les quatre composés ont pu contréler la production d'auto-antigenes en
inhibant la dénaturation des protéines.

I11.3. Evaluation de P’activité antibactérienne et antifongique

De nombreuses recherches ont été consacrées a la préparation et a I'étude des
activités antimicrobiennes de molécules comportant le noyau quinoléine [25-27].

Dans cette étude, 1’évaluation in vitro de I’activité antimicrobienne des quatre dérivés

87



K. Douadi Chap. I11: Activités biologiques

de la quinoléine est réalisée par la technique de diffusion en milieu solide. Les
souches microbiennes utilisées sont: deux bactéries Gram™ nommeées : Escherichia
coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 13311, deux bactéries Gram+:
Listeria monocytogenes ATCC 15313, Bacillus subtilis ATCC 9372, et deux especes
fongiques Candida albicans ATCC 25923 et Aspergillus niger ATCC 16404. La
gentamycine et le fluconazole sont utilisés comme témoins positifs pour I’activité
antibactérienne et antifongique respectivement, le DMSO comme témoin négatif.
L’activité antimicrobienne est déterminée en termes de diamétre de la zone
d’inhibition de croissance microbienne produite autour des disques imbibés de 8ul des
composes HzL-Br, HoL-F et H2L-NO2, HoL-H apreés incubation. Les résultats du

criblage sont récapitulés dans le tableau I11.9 et la Figure 111.18.

Tableau 111.9. Activité antimicrobienne des dérivés HoL-Br, HoL-F et HoL-NO»,
HoL-H (1.5pug/disque) mesurée en diameétre d’inhibition (mm).

_ _ Zones d'inhibition (mm)
Microorganismes
H.L-H | H:L-NO; | HiL-F H,L-Br | Gentamycine | Fluconazole

B.subtilis 10.3+0.5| 10.0+1.0 |10.1+1.0| 9.5+1.0 33.0 -

L. monocytogenes | 9.3+1.2 | 13.7+0.2 | 8.0+0.5 | 10.0 +0.5 23.0 -

E.coli 9.2+0.2 R 10.0+£0.8 | 12.0+2.2 25.0 -

S.typhimurium 115405 95+22 |11.9+1.8| 11.9+1.6 19.0 -
C.albicans 115+05| 11.0+0.5 |12.0+2.2| 12.0+1.0 - 13.0
A.niger 11.5+0.5 6.0 +0 11.7£#2.0 | 10.7 £1.5 - 16.0

R: résistante
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Figure I11. 18. Histogramme de comparaison des zones d’inhibition avec une

concentration de 100pg/ml en composés HoL-Br, HoL-F et HoL-NO2, HoL-H

Au regard de ces résultats, on peut remarquer que tous les dérivés présentent de
puissants effets inhibiteurs sur la croissance des souches bactériennes testees, ainsi
que contre les souches fongiques. Le composé HoL-H est trés actif contre B.subtilis et
S.typhimurium, produisant des zones d'inhibition de 10.33 et 11.5 mm respectivement.
En revanche, le composé HoL-NO. est plus efficace contre L.monocytogenes,
produisant une zone d'inhibition de 13.66 mm. Il convient de noter que les deux
composés HaL-Br et HaL-F sont plus actifs contre les bactéries Gram négatif que
contre les bactéries Gram positif, avec des valeurs de zone d'inhibition comprises

entre 10 et 13 mm.

Les résultats de I'activité antifongique in vitro révélent que tous les composés
testés présentent une activité puissante contre C.albicans et A.niger avec une zone
d'inhibition de 11-14 mm a 100 pg/ml (1.5ug/disque), a I'exception du composé HoL-
NO; qui a montré une activité modérée contre A.niger. A la lumiére de ces résultats, il
est bien évident que les dérivés d’aminoquinoléine engendrent des niveaux

d’efficacité moyens vis-a-vis des champignons testés.
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La variabilité des résultats du criblage antimicrobien des molécules étudiées
peut dépendre de leurs structures chimiques, leurs propriétés physicochimiques et les

caractéristiques des membranes plasmiques des microorganismes.

On peut conclure que la substitution hydro, fluoro, bromo ou nitro favorise
considérablement I'activité antibactérienne et antifongique et que ces résultats sont en
bon accord avec des travaux récents réalises en 2019 par Hirapara et coll et Insuasty
et coll [28,29].

I111.4. Evaluation de la toxicité

La biocompatibilité sanguine des dérivés d’amino quinoléine est suivie par la
fuite de I'hémoglobine intracellulaire des globules rouges humains. Le taux

d’hémolyse induit par les quatre molécules est calculé en utilisant la formule suivante

[30].

A¢

% hémolyse = o X 100 1.6

cp

Ou At et Acp sont les absorbances de I’échantillon et du contrdle positif,

respectivement.

La Figure I11. 19 présente I'évolution de I'effet hémolytique aprés 120 minutes
d’incubation, dans un milieu salin contenant une suspension érythrocytaire, incubée a
37 °C, en présence des différentes concentrations des quatre composés HoL-Br, HaL-
F et HoL-NO2, HaL-H (0.25 mg/ml, 0.50 mg/ml, 1 mg/ml et 2 mg/ml), comparées a un
témoin négatif (tube contenant que du sérum salé et la suspension érythrocytaire), et

un tube d’hémolyse totale provoqué par I'eau distillée.

Le test d’hémolyse est une mesure simple et fiable pour estimer la compatibilité
sanguine d’une substance. Dans cette étude, le potentiel hémolytique est utilisé pour
évaluer la biocompatibilité des quatre drivés de la quinoléine quand ils entrent en

contact avec le sang.

D’apres la Figure Ill. 19, nous pouvons constater que la fuite d'hémoglobine
intracellulaire est dose dépendante. Aprés 120 minutes et pour toutes les

concentrations testées, les pourcentages d’hémolyse sont compris entre 14 et 26.18 %.
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Donc, on peut classer 1’effet hémolytique des différentes molécules testées, a la
concentration de 2 mg/ml, apres 120 minutes de contact avec les érythrocytes
humains, comme suit: HoL-Br > H2L-NOz > HaL-F > HoL-H

100 -

80 +~

70 -

60 -

50 A

40 -

% d hémolyse

30 ~

20 A

10 -

O T T T T T
H2L-NO2 H2L-H H2L-Br H2L-F contrdle positif

m 0,25 mg/ml mO0,5 mg/ml 1mg/ml m2mg/ml

Figure 111. 19. Evolution de taux d’hémolyse (%) en présence des différentes
concentrations des quatre dérivés de la quinoléine aprés 120 mn d'incubation par

rapport a I'némolyse totale

D’apres nos résultats, il apparait que les dérivés de la quinoléine ont un effet
hémolytique trés faible face a des érythrocytes humains isolés, avec un taux
d’hémolyse qui ne dépasse pas les 27 % a une concentration de 2 mg/ml. L’étude de
I'activité antihémolytique des dérivés de la quinoléine par un dommage oxydatif des
membranes des érythrocytes [31] suggére que lorsque ces dérivés sont capables de
piéger des radicaux libres, ils peuvent stopper ou empécher 1’hémolyse des
érythrocytes en neutralisant les especes réactives d’oxygéne  provenant des
irradiations X et du peroxyde d’hydrogene. Et de ce fait, ces molécules peuvent étre
des puissants agents radioprotecteurs. En conclusion, on peut constater que ces
molécules ne présentent pas des risques de cytotoxicité et par conséquent, elles

peuvent trouver des applications dans le domaine pharmacologique et biologique.

91



K. Douadi Chap. I11: Activités biologiques

I11.5. Etude qualitative de la relation structure-activité QSAR

Pendant ces derniéres années, I’utilisation de QSAR n’a cessé de progresser.
Elle est devenue indispensable en chimie pharmaceutique et pour la conception de
médicaments, notamment dans le cas ou la disponibilité des échantillons est limitée
ou les mesures expérimentales sont dangereuses, longues et chéres. QSAR
(quantitative structure — activity relationship) sont des tentatives par laquelle une
structure chimique est corrélée avec un effet bien déterminé comme [I'activité
biologique ou la réactivité chimique. Les données extraites a partir des résultats
d’étude de QSAR fournissent des informations qui peuvent étre utilisées dans la
prédiction des propriétés physicochimiques et des activités biologiques de nouveaux

composés ainsi que dans la conception de nouvelles structures [32,33].

111.5.1. Les descripteurs moléculaires utilisés dans ’analyse QSAR
111.5.1.1. Poids moléculaire (MW)

Le poids moléculaire est la somme des poids atomiques des atomes constituant
la molécule. II est utilisé dans 1‘¢tude de la diffusion et le mode de fonctionnement.
Les composés avec des poids élevés sont moins susceptibles d'étre absorbés et donc
ne peuvent pas atteindre le site d'action. Ainsi, essayer de garder des poids
moléculaires aussi bas que possible devrait étre 1°‘objectif pour établir un médicament.
Pour les médicaments délivrés par voie orale le poids moléculaire doit étre inférieur

ou égal a 500 daltons (optimum autour de 300 daltons) [34,35].

111.5.1.2. Volume moléculaire (MV)

Le volume moléculaire détermine les caractéristiques de transport d’une

molécule, il est défini par la formule suivante :
Mw
MV = T 1.7

Ou MW est le poids moléculaire et d la densité.

111.5.1.3. Le nombre de liaisons rotatives (nrot)

Ce paramétre est considéré comme un bon descripteur de la biodisponibilité
orale des médicaments, il mesure la flexibilité moléculaire [36]. La liaison rotative est

définie comme une liaison d’un composé non cyclique, associée a un atome non
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lourd. Les liaisons CN (amide) ne sont pas considérées en raison de leur barriere

d'énergie de rotation élevée.

111.5.1.4. Le nombre de donneurs de liaisons hydrogene (NHD)

La liaison hydrogene joue un role trés important dans la solubilité des molécules
médicamenteuses et leurs interactions avec les récepteurs biologiques [37]. 1l s‘agit du
nombre d‘atomes possédant une case quantique vide et contenant un hydrogene acide,
c'est-a-dire un atome d'hydrogéne lié a un hétéroatome (comme dans les amines,

alcools, thiols)

111.5.1.5. Le nombre d'accepteurs de liaisons hydrogéne (NHA)

Il s‘agit du nombre d‘atomes possédant des doublets non liants (N, O ou F)

capable de se lier par liaisons hydrogéne a d‘autres molécules.

111.5.1.6. Superficie topologique de la surface polaire (TPSA)

La TPSA d’une molécule est définie comme la somme des surfaces de tous les
atomes polaires, principalement 1’oxygéne, 1’azote, le soufre, le chlore y compris
également leurs atomes d'hydrogéne attachés. Ce paramétre est trés utilisé pour
prédire les propriétés du transport des médicaments.

111.5.1.7. Coefficient de partage (Log P)

Le coefficient de partage est le rapport des concentrations d'équilibres d’un
soluté dans la phase organique apolaire et la phase aqueuse. Ce parametre montre
I’intervalle relatif entre la solubilité dans I’eau d’un substrat et 1'absorption intestinale
dans le corps humain [38]. C’est une mesure importante pour l'identification de la
similarité médicamenteuse, les molécules qui ont des valeurs de log P > 0 sont dites

lipophiles, et celles qui ont des valeurs de log P <0 sont dites hydrophiles.

111.5.2. Régle de 5

La regle de Lipinski de cing est une régle de base pour identifier les composés
drug-like. D’aprés cette regle, les composés ne satisfont pas au moins deux des
critéres suivants ont de trés fortes chances d’avoir des problémes d’absorption ou de
permeabilité [35]:

e La masse moléculaire du composé ne doit pas étre supérieure a 500 Da.
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e Le logarithme décimal du coefficient de partage eau /1-octanol (logP), doit
étre inférieur a 5.
e Le nombre de donneurs de liaisons hydrogénes (HBD) doit étre inférieur a 5.
e Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogénes (HBA) doit étre inférieur a 10
Deux autres critéres introduits par Veber sont souvent employés en complément de la
régle des 5 : la TPSA < 140 Az et le nombre de liaisons de rotation (i < 10)[39].

111.5.3. Logiciels de calcul des descripteurs moléculaires

Plusieurs logiciels sont disponibles pour faire les calculs des descripteurs, parmi

ceux, que nous avons utilisé dans nos travaux, on trouve :

111.5.3.1. Molinspiration

Ce logiciel permet de calculer les propriétés physicochimiques des molécules
pour la conception des médicaments y compris le LogP, la superficie topologique de
la surface polaire (TPSA), nrotb et HBA/HBD. Ce logiciel offre également des outils
pour calculer les propriétés de drug-likeness, le poids moléculaire, le volume
moléculaire et le nombre de violations. D’autres propriétés bioactives peuvent étre
calculées : la réception des ligands couplés a la protéine G (GPCRL), la modulation
des canaux ioniques (ICM), I’inhibition de 1’enzyme Kinase (KI), la réception des
ligands nucellaires (NRL), I’inhibition des enzymes Protéases (PI) et I’inhibition des

enzymes (EI) [40,41].

111.5.3.2. Molsoft

Ce logiciel est établi par California Based Software Company, qui est une
source principale de nouvelles technologies percée. Molsoft calcule les propriétés
chimiques comme la formule moléculaire, le poids moléculaire, le nombre de liaisons
hydrogene accepteurs et donneurs (HBA/HBD), LogP (octanol /coefficient de partage
de I'eau) [42].

111.5.3.3. OSIRIS

OSIRIS est un logiciel en ligne, il permet de dessiner des structures chimiques
et calculer les différentes propriétés concernant chaque substance. Les risques de
toxicité (mutagénicité, tumorigénicité, irritabilité et les effets sur la reproduction) sont

aussi générés par ce logiciel. Une fois que la structure est valide, les résultats de
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prévision sont évalués et codées par une couleur. Les propriétés avec des risques
¢levés et des effets indésirables comme 1’effet mutagénique ou la mauvaise absorption
intestinale sont indiquées en rouge, alors que la couleur verte indique le
comportement adéquat de la substance. Osiris permet de calculer les indices LogP,

Log S, le poids moléculaire, Drug-likeness et Drug-score [34].

111.5.3.4. SwissADME

Ce logiciel permet de prédire l'absorption gastro-intestinale humaine d’une
molécule ainsi que sa capacité a franchir la barriere hémato-encéphalique. 1l permet
également de savoir le pouvoir d’un compose d’inhiber les isoenzymes CYP [43].

111.5.4. Résultats de la modélisation des dérivés amino quinoléine

Pour explorer l'importance de nos composés, nous avons utilisé trois
médicaments références, la streptomycine, I'ampicilline et la fluconazole pour

comparer leurs propriétés QSAR avec les produits testés.

111.5.4.1. Prévision des propriétés physicochimiques (drug likeness)

La distribution des médicaments résulte de la diffusion tissulaire qui dépend
elle-méme de la taille et de la lipophilie des médicaments, d'ou la prédiction de la
perméabilité a travers les cellules épithéliales gastro-intestinales, la barriere hémato-
encéphalique et le cerveau, ce qui peut aider a interpréter les résultats
pharmacocinétiques et a comprendre le comportement de ces produits dans
I'organisme [44]. Les descripteurs moléculaires et les parametres pharmacocinétiques
des quatre dérivés sont analysés en utilisant le serveur Molsoft et Molinspiration basé

sur la regle de cing de Lipinski. Les résultats sont illustrés dans le tableau I11.10.
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Tableau.l11.10. Propriétés physicochimiques et drug-Likness des composés calculés
par Molinspiration et Molsoft.

Composé M LogP | TPSA | HBD | HBA | nrotb | Volume | NV | %ABS
Reglede5 | <500 <5 - <5 <10 - - <1 -
H.L-H 30435 | 421 | 66.38 2 3 5 278.90 0 86.09
H.L-Br 383.25 | 5.02 | 66.38 2 3 5 296.78 1 86.09
HoL-F 32234 | 4.38 | 66.38 2 3 5 283.83 0 86.09
H,L-NO, | 349.35 | 4.17 | 1122 2 5 6 302.23 0 70.29
Strept 581.58 | -5.35 | 336.4 16 15 9 497.25 3 7.05
Amp 349.41 | -0.87 | 112.7 4 6 4 298.87 0 70.11
Flucon 306.28 | -0.12 | 81.66 1 5 5 248.96 0 80.82

Sterpt. Streptomycine; Amp. Ampicilline; Flucon. Fluconazole; Vol. Volume;
TPSA. Surface polaire topologique; nrotb. Nombre de liaisons rotatives; HBD.
Nombre de donneurs de liaisons hydrogéne; HBA. Nombre d'accepteurs de liaison
hydrogene; Log P. Logarithme de la partition composée; MW. Masse moléculaire;
NV. Nombre de violation; %ABS. Pourcentage d’absorption.

De ce tableau, il est intéressant de noter que :

+* tous les composés ont un poids moléculaire compris entre 305-385 (< 500).
Les médicaments a faible poids moléculaire (< 500) sont facilement transportes,
diffusés et absorbés par rapport aux molécules lourdes [45].

* Les quatre composés HoL-H, HoL-Br, HoL-F et HoL-NO2 contiennent deux
sites donneurs de proton (2NH) et trois sites accepteurs de proton (2N et 10) a
I’exception du composé HoL-NO> qui posséde 5 sites accepteurs de proton (3N et
20). Le nombre d'accepteurs de liaisons hydrogéne (atomes O et N) et le nombre de
donneurs de liaisons hydrogene (NH) dans les composés testés ont été jugées
conformes a la limite de Lipinski comprise entre 2 et 5 et moins que 5 et 10
respectivement.

* Le coefficient de partage LogP de tous les composés est calculé et jugé dans
une fourchette acceptable selon la régle de Lipinski (4.17-4.38) sauf pour HoL-Br qui
présente un Log P légerement supérieur a 5. La valeur de LogP refléte le taux de
lipophilie qui joue un rble essentiel dans la distribution du meédicament dans

I'organisme apres son absorption [46]. De ce fait, le coefficient de partage LogP est

96




K. Douadi Chap. I11: Activités biologiques

essentiel dans la conception rationnelle des médicaments et les études QSAR. Les
composés ayant un faible Log P sont plus polaires et ont une mauvaise perméabilité
dans la bicouche lipidique. Les composeés ayant un Log P supérieur sont moins
polaires et ont une faible solubilité aqueuse. Compte tenu de ces recommandations,
les résultats obtenus indiquent que tous les composes analysés ont une bonne
diffusion a travers les biomembranes.

* La surface topologique polaire (TPSA) s’est révélée un paramétre tres utile
pour prédire les propriétés du transport des médicaments, y compris l'absorption
intestinale, la biodisponibilité, la perméabilité a Caco-2 et la pénétration de la barriere
hémato encéphalique [47]. Elle est calculée a partir des surfaces qui sont occupées par
les atomes d'oxygene et d'azote et par les atomes d'hydrogéne qui leur sont attachés.
Dans la présente étude, tous les dérivés ont montré une valeur de TPSA comprise
entre 67-113 A. Les molécules dont la valeur du TPSA d'environ 140 A ou plus
présentent une mauvaise absorption intestinale [48]. En effet, la TPSA de tous les
composes testés se situe dans cette limite. Il convient alors de dire qu’ils ont une
bonne biodisponibilité par voie orale. Le pourcentage d’absorption est aussi évalué
par I’équation %ABS = 109- (0.345 x TPSA) [49], il est avéré égale a 86 % pour
HoL-H, HoL-Br, HoL-F et de 70 % pour HoL-NO2 ce qui indique une trés bonne
biodisponibilité orale.

+* Le nombre de liaisons rotables est utilisé pour identifier la flexibilité de la
molécule. Il est considéré comme un bon descripteur de la biodisponibilité orale des
médicaments. Tous les composés criblés ont 5 a 6 liaisons rotatives et flexibles et
c’est jugé pertinent [50,51].

+* Tous les composés n'ont pas violé la régle de cing de Lipinski, la violation
zéro est observée pour tous les composés, a lI'exception du composé HoL-Br qui fait
I'objet d’une seule violation. On peut prédire que les dérivés HoL-H, HoL-Br, HoL-F et
HoL-NO2 sont susceptibles d'étre actifs par voie orale car ils ont obéi a la regle de
cing de Lipinski.

111.5.4.2. Score de bioactivité

La bioactivité des médicaments est également vérifiée en calculant le score
d'activité pour différentes cibles telles que le ligand RCPG (récepteur couplé aux
protéines G), la modulation des canaux ionique, I’inhibition de la kinase, le ligand de

récepteur nucléaire, I’inhibition de protéase et I’inhibition de lI'enzyme. Tous ces

97



K. Douadi Chap. I11: Activités biologiques

parametres ont été analyses par le serveur Molinspiration. Les résultats sont résumés
dans le tableau I11.11.
Tableau I11.11. Score de bioactivité des composés prédits par Molinspiration.

Composé | GPCRL | ICM Kl NRL PI El
HzL-H 001 | -025 | -035 -0.80 -0.28 -0.14
HoL-Br | -011 | -032 | -0.39 -0.88 -0.37 -0.22
HoL-F 000 | 026 | -031 -0.74 -0.28 -0.16

HoL-NO: | -0.15 | -027 | -0.46 -0.79 -0.35 -0.23
Strept 009 | -016 | -017 -0.18 0.65 0.38
Amp 004 | 047 | -071 -0.61 0.87 0.25
Flucon 0.04 001 | -0.09 -0.23 -0.09 0.03

Sterpt. Streptomycine; Amp. Ampicilline; Flucon. Fluconazole; GPCRL. GPCR;
ligand; ICM.Modulateur de canal ionique; KI. Inhibiteur de kinase; NRL. Ligand du
récepteur nucléaire; PI. Inhibiteur de protéase; EIl. Inhibiteur d'enzyme.

En régle générale, une molécule ayant un score de bioactivité supérieur a 0.00
est plus susceptible de présenter des activités biologiques considérables, tandis que les
molécules avec un score compris entre -0.50 a 0.00 sont censées étre modérément
actives et si le score est inférieur a -0.50, la molécule est présumée inactive [52,53].
Le score de bioactivité des composes criblés s’est avéré compris entre -0.50 et 0.00
suggérant une interaction modérée avec toutes les cibles a I’exception du ligand de
récepteur nucléaire dont les quatre déerivés sont inactifs avec un score de bioactivité

inferieur a -0.5.

111.5.4.3. Prédiction du métabolisme

La phase métabolique des quatre composés est prédite par le serveur SwissADME
(Tableau 111.12). Le paramétre le plus important est le cytochrome P450 (CYP450)
qui est impliqué dans le métabolisme des médicaments, des acides gras, des stéroides

et des acides biliaires.
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Tableau I111.12. Prévision du métabolisme des quatre dérivés amino quinoléine

Chap. I11: Activités biologiques

Composé P-gp CYP1A2 | CYP2C19 | CYP2C9 | CYP2D6 | CYP3A4
P substrate | inhibiteur | inhibiteur | inhibiteur | inhibiteur | inhibiteur
HaoL-H non inhibiteur | inhibiteur | inhibiteur | inhibiteur | .  "oN
inhibiteur
HaL-Br non inhibiteur | inhibiteur | inhibiteur | . "oN inhibiteur
inhibiteur
o non N . non
HaL-F non inhibiteur inhibiteur inhibiteur | inhibiteur inhibiteur
o . e non non
H2L-NO2 non inhibiteur | inhibiteur | inhibiteur inhibiteur | inhibiteur
Strept oui non non non non non
P inhibiteur | inhibiteur | inhibiteur | inhibiteur | inhibiteur
Am non non non non non non
P inhibiteur | inhibiteur | inhibiteur | inhibiteur | inhibiteur
Flucon non non inhibiteur non non non
inhibiteur inhibiteur | inhibiteur | inhibiteur

Sterpt. Streptomycine; Amp. Ampicilline; Flucon. Fluconazole; CYP. L'enzyme

cytochrome P; P-gp. P-glycoprotéine

Les résultats présentés dans le tableau indiquent que tous les composés ne sont
pas des substrats de la glycoprotéine P-gp, mais ils sont remarquablement inhibiteurs
des enzymes CYP 450 1A2 et CYP 450 2C9. Pour le CYP 450 2C19 tous les composés
inhibent cette enzyme a I’exception de HzL-F, pour le CYP 450 2D6 uniquement HoL-F et
H>L-H se sont avérés inhibiteurs, pour CYP 450 3A4 tous les dérivés se sont observés

non inhibiteurs sauf H,L-Br.

111.5.4.4. Risques de toxicité

Le prédicateur de risque de toxicité OSIRIS localise les fragments qui indiquent
un risque de toxicité potentielle dans une molécule [54]. Les alertes de risque de
toxicité indiquent que la structure dessinée peut étre dangereuse pour la catégorie de
risques spécifiés. D'apres les données présentées dans le tableau 111.13, il est évident
que les composés analyses sont supposes étre non mutagenes, non tumorigéenes, non
irritants et sans effets sur la reproduction, a I'exception du composé HzL-H qui

montre un risque tumorigenes.
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Tableau I111.13. Risques de toxicité estimés par Osiris

Risque de toxicité Osiris calculations

Compose
MUT | TUMO IRRI REP CLP S DL DS
H2L-NO2 3.40 -4.25 -2.98 0.37
HoL-H [ | 4.32 -3.79 2.11 0.39
H.L-F 4.42 -4.10 0.77 0.55
HL-Br 5.05 -4.62 0.32 0.42
Strep [ ] -7.85 | -0.95 0.83 0.32
Amp -1.65 | -1.56 9.36 0.91
Flucon 010 | -2.17 3.03 0.90

. Non toxique; Il Hautement toxique; MUT. Mutagénique; TUMO.
Tumorigénique; IRRI. Irritant; REP. Reproduction efficace; CLP. cLogP; S.
Solubilité; DL. Drug-likeness ; DS. Drug-Score ; Sterpt. Streptomycine; Amp.

Ampicilline; Flucon. Fluconazole.

La solubilité aqueuse d'une molécule affecte de maniére significative ses
caractéristiques d'absorption et de distribution. Généralement, une faible solubilité
s'accompagne d'une mauvaise absorption. Plus de 80% des médicaments
commercialisés sur le marché ont une valeur estimée du log supérieure a -4. Tous les
composeés testés ont une solubilité aqueuse acceptable.

La ressemblance avec les médicaments (Drug-likeness ; DL) est définie comme
un équilibre entre les diverses propriétés moléculaires et les caractéristiques
structurelles indiquant si une molécule est semblable a des médicaments connus [55].
Il convient de mentionner qu'une valeur positive indique que la molécule concue
contient des fragments qui sont fréqguemment présents dans les médicaments
commerciaux. Les données obtenues dans le tableau I111.13 ont révelé que les
composés HoL-H, HaL-Br, HoL-F montrent des valeurs positives de similarité avec les
médicaments. En revanche, le composé H2L-NOz ne presente pas de similarité avec
les médicaments (DL=-2.98).

Le score du médicament (DS) combine la similarité avec le medicament, le
LogP, la solubilité, le poids moléculaire et les risques de toxicité en une valeur
pratique qui peut étre utilisée pour juger du potentiel global du composé a se qualifier

a un médicament [47]

100




K. Douadi Chap. I11: Activités biologiques

En effet, une valeur de 0.5 ou plus rend le composé prometteur pour le
développement de futurs médicaments efficaces. En outre, le score du médicament de
HoL-H, HoL-Br et HoL-NO: est avéré inférieur a la valeur typique, mais cela n'indique
pas que ces molécules ne sont pas efficaces par comparaison avec la streptomycine,

HaL-F présente une bonne valeur de scores de médicament.
I11.6. Théorie de la fonctionnelle de la densité "DFT""

De nos jours, la théorie de la fonctionnelle de la densité ou DFT est la méthode
de calcul de propriétés chimiques la plus utilisée en chimie théorique. Elle présente
I’avantage d’étre simple a mettre en ceuvre, d’étre prédictive sur I’ensemble des
matériaux et enfin d’étre utilisable sur des systémes de trés grandes tailles [56].

Les géométries des quatre molécules ont été optimisées par le programme
GAUSSIAN 09W, en utilisant les fonctions d’échange hybride a trois parametres de
Becke avec les fonctionnelles de corrélation Lee-Yang-Parr (B3LYP) avec la base 6-
G31 ++ (d.p) [57,58]. Les résultats obtenus ont été visualisées a l'aide du programme
GausView05.

Les parameétres chimiques quantiques des molécules visées par ce travail tels
que le gap énergétique AEcap, I’énergie d’ionisation |, I’affinité électronique A,
I’électronégativité y, le potentiel chimique électronique p, la dureté moléculaire n, la
douceur moléculaire S et I’indice d’électrophilie ® sont calculés en utilisant les

équations suivantes [59,60]:

Le potentiel d’ionisation (I) | =- Enomo 111.8
L’affinité électronique (A) A =-ELumo 1.9
L’électronégativité () r=(~0+A)2 111.10
Le potentiel chimique électronique () n = (Enomo + ELumo) / 2 .11
La dureté () N= (ELumo — Exomo) / 2 11.12
La mollesse (S) S=1/m 111.13

Ces paramétres sont souvent utilisés pour comprendre la réactivité des

molécules organiques et tenter de faire un lien avec leurs activités biologiques.
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I11.7. Calcul des paramétres quantiques

111.7.1. Propriétés structurales et électroniques

Les structures d'équilibre des dérivés de la quinoléine HoL-H, HoL-F, HoL-Br et
H>L-NO> optimisées par la méthode DFT au niveau B3LYP avec la base 6-31G (d, p)
sont illustrées dans la figure 111. 20.

H:L-Br

Figure I11. 20. Structures des molécules HoL-H, HzL-F, HoL-Br et HoL-NO>
optimisées par DFT

Les valeurs des énergies des orbitales HOMO, LUMO et I’écart énergétique
AEgap des molécules Hz-H, HaL-F, HoL-Br et HoL-NO:2 ont été calculés par la DFT
avec la base 6-31G ++ (d, p). Les distributions des densités électroniques des orbitales
moléculaires frontieres pour les quatre structures optimisées sont présentées dans la
figure 111.21.
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Figure I11. 21. Distribution des densités électroniques des orbitales moléculaires des
molécules Ho-H, HoL-F, HoL-Br et HoL-NO2
Il est bien connu que 1’énergie Eyono €St directement proportionnelle au

potentiel d’ionisation () et I'énergie E, ;0 est directement liée a I'affinité électronique
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(A). La différence d'énergie entre I'orbite de HOMO et celle de LUMO est appelée
¢cart d'énergie, qui est un parametre important reflétant [’activité chimique et
biologique de la molécule [61]. Le composé caractérisé par la plus grande énergie
HOMO est HoL-NO2 avec Eyono = -6.09811 eV. D'autre part, la plus petite énergie
LUMO est représentée par le composé HaL-F avec une E; ;0 = -5.31652 eV. Comme
on peut le voir sur la figure 111.23, I'orbite HOMO est répartie sur le cycle benzene et
C=N pour HzL-F, HoL-Br et HoL-H, et l'orbite de LUMO est localisée sur le noyau
quinoléine. D'autre part, HOMO est principalement localisé sur toute la molécule
H>L-NOg, les grandes contributions & LUMO étaient pour ceux des atomes de cycle
aromatique.

L’étude théorique des quatre bases de Schiff dérivés de la quinoléine, nous a
permis de déterminer un ensemble des descripteurs de réactivité chimique des
systemes étudiés, notamment 1’énergie totale (Er,.), la dureté chimique (1), le
potentiel chimique électronique (p) et I’indice global d’électrophilie (w). Tous ces
parametres sont rassemblés dans le tableau 111.14

Tableau 111.14. Les indices de réactivité chimique globale des molécules H>-H,
HoL-F, HoL-Br et H2L-NO2

Parametres quantiques H2L-H H2L-NO:2 H2L-Br HoL-F
Erot(eV) -983.60734 | -32495.53189 | -3552.91294 | -1082.45506

Egomo(eV) -7.64658 -6.09811 -7.79109 -7.78891
E;ymo(eV) 2.17086 -2.96306 -2.07207 -5.31652

AE gap(eV) 9.81744 3.13505 5.71902 2.47239
Energie d’ionisation 1 7.64658 6.09811 7.79109 7.78891
Affinité électronique(4) | -2.17086 2.96306 2.07207 5.31652
Electronégativité (x) 2.73786 4.53058 4.93158 6.55271
Potentiel chimique (u) -2.73786 -4.53058 -4,93158 -6.55271
Dureté moléculaire(n) 4.90872 1.56752 2.85951 1.23619
Douceur moléculaire S 0.20371 0.63794 0.34971 0.80893
Indice d’électrophilie w | 0.76352 6.54732 4.25256 17.36703

Moment dipolaire Debye 6.3736 12.4717 8.1685 7.5331
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L’analyse des résultats présentés dans le tableau III. 14, indique que les
molécules contenant le fluore et le nitro sont plus mous que ceux contenant le brome

et I’hydrogéne
n(HzL-F) <n(H2L-NO2) <n(HzL-Br) ) <n(HzL-H)

En outre, le composé HoL-F est le plus doux, moins stable et le plus réactif
avec la plus faible différence d’énergie AE gy,

Le potentiel chimique électronique décrit la tendance de dispersion des
¢lectrons a partir d’un systéme a I’équilibre [62]. Plus le potentiel chimique
électronique d’une molécule est important, moins elle est stable et plus elle est
réactive. La tendance du potentiel chimique électronique suit la séquence suivante:

uH,L-F (-6.552eV) < uH,L-Br (-4.9315eV) <uH,L-NO, (-4.5305V) <uH,L-H (-2.7378eV) .

L’indice d'électrophilicité reflete la capacité d'une molécule d'accepter des
électrons. Les composés HzL-Br, H2L-NO: et HzL-H sont jugée plus nucléophile que
HaL-F qui est un électrophile fort.

Le moment dipolaire est une propriété importante qui résulte de la répartition
non uniforme des charges sur les différents atomes dans une molécule. Dans un
composé, plus la valeur du moment dipolaire est grande, plus il est polaire. Donc le

H2L-NO:2 est plus polaire que les trois autres déerivés.

111.7.2. Surfaces du potentiel électrostatique moléculaire (MEP)

Le potentiel électrostatique moléculaire (MEP) fournit des informations sur les
sites actifs responsables aux attaques électrophiles et nucléophiles. Le MEP s'est
révélé étre un outil trés utile pour étudier la corrélation entre la structure moléculaire
et la relation entre les propriétés physico-chimiques des molécules, y compris les
biomolécules et les médicaments [63]. Les différentes valeurs du MEP a la surface
des molécules étudiées apparaissent avec les différentes couleurs (figure 111.22).

En général, les régions de la molécule chargée négativement sont colorées en
rouge alors que celles qui ont une charge positive sont colorées en bleu. Les régions
de potentiel intermédiaire, jaune et verte, et les plus petites régions ou pas de potentiel
extréme, rouge et bleu, correspondent a la surface de potentiel électrostatique neutre.

Les résultats du MEP montrent que les potentiels négatifs sont présentés par les

atomes d’oxygene ¢lectronégatifs, alors que les potentiels positifs sont présentés par
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les atomes d’hydrogéne dans tous les composés. Enfin, pour la couleur verte située
entre les régions rouge et bleue, elle correspond a la surface de potentiel
électrostatique neutre.

E - S Bl ] E— S B |
0011 0.111 -6.401x10*2 6.401x102

HoL-F H.L-Br

| S ] [ ]
-7.008x10°2 7.008x102 -6.203x10 6.203x102

H2L-H H2L-NO2

Figure 111. 22. Potentiel électrostatique moléculaire MEP des molécules HaL-H,
H.L-F, H2L-Br et H2L-NO2

111.7.3. Charges atomiques de Mulliken

Le calcul des charges atomiques de Mulliken joue un r6le important dans
I'application du calcul chimique quantique du systeme moléculaire. Les charges
atomiques affectent le moment dipolaire, la polarisabilité, la structure électronique et
d'autres propriétés du systeme moléculaire [64]. Les charges de Mulliken des atomes

sont consignées dans le tableau I11.15.

On peut observer que les charges les plus négatives se trouvent sur les atomes
3N, 11N, 15N et 160 pour HoL-H et HoL-Br et HoL-F. Pour le composé HoL-NO2, les
charges les plus négatives se trouvent sur les atomes 4C, 5C, 7C, 10C, 11N, 15N.
17C, 19C, 20C, 22C, 23C. Cependant, tous les atomes d'hydrogéne dans les quatre
dérivés sont electropositifs avec des charges atomiques dans la gamme de 0.134032-
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0.338054. Il a été rapporté que les sites atomiques chargés négativement (O, N et C)
sont plus susceptibles d'interagir avec les parties positives du récepteur. En revanche,
les atomes les plus positivement charges (H) interagiront plus facilement avec la
partie du récepteur chargée négativement. Ces interactions peuvent jouer un role

crucial dans la bioactivité des molécules étudiées [65].

Tableau 111.15. Charges atomiques de Mulliken des molécules HoL-H, HoL-F,
HoL-Br et H2L-NO: calculées par B3LYP/6-31G (d,p).

H2L-NO2 HaL-H H2L-Br HoL-F
Atome | Charge de | Atome | Charge de | Atome | Charge de | Atome | Charge de
Mulliken Mulliken Mulliken Mulliken
1C -0.178726 |1 C 0.2260400 |1 C 0.2275050 |1 C 0.2267460
2 C 0.474475 |2 C -0.0160040 (2 C -0.0167140 (2 C -0.0164370
3 N |-0.088891 |3 N |-0.6368720 |3 N [-0.6382340 (3 N |-0.6376150
4 C |-0.316428 |4 C |-0.0645910 |4 C |-0.0640640 (4 C |-0.0643320
5C |-0.367367 |5 C |0.1453480 |5 C |0.1460220 |5 C |0.1456620
6 C -0.164547 |6 C -0.2247510 |6 C -0.2247200 |6 C -0.2247820
7C -0.371420 |7 C -0.2128410 |7 C -0.2119030 |7 C -0.2121080
8 C -0.205361 |8 C -0.1337690 |8 C -0.1345880 |8 C -0.1343300
9 C 0378086 |9 C |0.3095950 |9 C |0.3057660 |9 C |0.3078690
10 C |-0.439317 |10 C |-0.1568360 |10 C |-0.1552950 |10 C |-0.1561440
11 N [-0.509280 |11 N |-0.8138950 |11 N |-0.8127190 |11 N |-0.8132340
12 C |-0.041508 |12 C |0.3237380 |12 C |0.3301190 |12 C |0.3254850
13 C |0.165487 |13 C [0.5270490 |13 C |0.5264890 |13 C |0.5268260
14 N |0.067571 |14 N |-0.1779410 |14 N |-0.1835560 {14 N |-0.1826380
15 N [-0.431396 |15 N [-0.5652780 |15 N |-0.5674050 {15 N |-0.5640160
16 O [-0.214333 |16 O |-0.4166560 |16 O |-0.5205090 |16 O |-0.5236210
17 C |-0.710934 |17 C |-0.5242860 |17 C |-0.4174380 |17 C |-0.4169820
18 C |0.472063 |18 C [0.3457620 |18 C |0.3466550 |18 C |0.3276280
19 C |-0.322795 |19 C |-0.1769070 |19 C |-0.1700740 {19 C |-0.1600740
20 C |-0.318091 |20 C |-0.1363270 |20 C |-0.1099870 |20 C |-0.2071900
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La compréhension de mécanisme par lequel les dérivés de la quinoléine
interagissent avec les acides nucléiques, les protéines et leur corrélation avec les effets
biologiques est I'un des premiers objectifs du présent travail. Les résultats de
I’interaction des quatre dérivés de la quinoléine HoL-H, HoL-Br, HoL-F et HoL-NO»
avec 1’acide désoxyribonucléique (ADN) et 1’albumine du sérum bovin (BSA) par
voltampérométrie cyclique, UV-vis et par amarrage moléculaire sont rapportés dans
ce chapitre, les parametres de liaison et la nature des interactions mises en jeu sont

ainsi demontrés.
IV.1. Interaction avec ’ADN
IV.1.1. Quantification et analyse de la pureté des échantillons d’ADN

Les acides nucléiques ont un spectre d’absorption mettant en évidence une large
bande d’absorption dans 1’UV, avec un maximum a 260 nm. Le ratio DO260/DO2s0
renseigne sur le degré de la pureté de I’ADN et sa contamination éventuelle par des
protéines. La pureté d’une solution d’ADN est considérée comme acceptable lorsque

ce ratio est compris entre 1.7— 2.0 [1].

La concentration d’ADN est estimée a 260 nm selon La loi de Beer Lambert

(équation IV.1) en utilisant le coefficient d’extinction molaire £=6600 L.molt.cm™

[2]
A=¢elC Iv.1

Ou A est I’absorbance a 260 nm, C est la concentration d’acide nucléique en mol. L,

¢ est le coefficient d’extinction molaire, et [ est le trajet optique en cm.
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Figure V. 1. Spectre d’absorption de I’ADN extrait des cellules d’oignons

Le tableau IV.1 représente les résultats des rapports des densités optiques
DO260/ DO2go de I’échantillon d’ADN extrait a partir des cellules d’oignons.

Tableau IV.1. Rapport des densités optiques de 1’échantillon d’ADN extrait a partir

des cellules d’oignons.

Longueur d’onde X (nm) Densité optique d’ADN
260 1.025
280 0.566
Ratio DO2s0/ DO2go 1.82

IV.1.1. Etude de interaction ADN-Drogue par spectroscopie électronique

La spectroscopie ¢lectronique est couramment utilisée pour 1’é¢tude de la
stabilité d’ADN et la formation des complexes ADN-ligand, en effet, si une molécule

interagit avec I’ADN, D’absorbance et la longueur d’onde de celle ci subit un
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changement suite a 1’addition de I’ADN. La variation d’absorbance et de la longueur
d’onde sont utilisées pour 1’évaluation des constantes de liaison et I’énergie libre de

liaison AG des adduits formés ligand-ADN.

Pour les molécules qui interagissent avec I’ADN, les paramétres de liaison sont
détermineés par spectrophotométrie d’aprés 1’équation de Benesi-Hildebrand [3,4] :
A0 &g &G 1

= + V.2
A-A0 E€H-G— &G €H-G — &g kb [DNA]

Ou Ag et A sont les absorbances du composé libre et de I’adduit respectivement, g et

€H-G sont respectivement leurs coefficients d’extinction molaire.

La constante de liaison ky est évaluée a partir du rapport pente/intersection du

tracé du terme A‘_\—ZO de I’équation (2) et 1/ [ADN].
L’énergie libre de liaison AG est calculée a partir de 1’équation (3) [5]:
AG = —RTIlnk, V.3

Ou R est la constante des gaz parfait, T est la température en kelvin.

IV.1.1.1. Etude spectroscopique UV-vis de I’interaction des dérivés d’amino

quinoléine avec ’ADN

L’interaction des dérivés HoL-H, HoL-F, HoL-Br et HoL-NO2 avec ’ADN  est
¢étudiée par titrage d’absorption UV-vis a pH physiologique (7.2) et a la température
du corps (37°C). Les titrages spectroscopiques sont effectués dans un solvant mixte
d’acétonitrile et de tampon phosphate (pH = 7.2) (9:1) tout en maintenant constant la
concentration de la solution des composés étudiés (10 pmol.LY) et en variant la
concentration d’ADN de 0 a 4.37umol.L? . Les spectres électroniques des dérivés

ont été enregistrés avant et apres chaque ajout de la solution d’ADN (Figure IV.1).
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Figure 1V. 2. (a) Spectres d’absorption électronique de la molécule HoL-H

(10pumol.L 1) en présence d’ADN (0-4.37uM), dans 1’acétonitrile/phosphate tampon a
pH=7.2(9:1;v:v) et 37°C. (b) tracé de Ao/(A - Ao) en fonction de 1/[ADN].
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Figure IV. 3. (a) Spectres d’absorption électronique de la molécule HoL-F

(10pumol.L 1) en présence d’ADN (0-4.37uM), dans 1’acétonitrile/phosphate tampon a
pH=7.2 (9:1;v:v) et 37°C. (b) tracé de Ao/(A - Ao) en fonction de 1/[ADN].
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Figure IV. 4. (a) Spectres d’absorption électronique de la molécule HoL-Br

(10pumol.L 1) en présence d’ADN (0-4.37uM), dans 1’acétonitrile/phosphate tampon a
pH=7.2(9:1;v:v) et 37°C. (b) tracé de Ao/(A - Ao) en fonction de 1/[ADN]
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Figure 1V. 5. (a) Spectres d’absorption électronique de la molécule HoL-NO>
(10pumol.L 1) en présence d’ADN (0-4.37uM), dans 1’acétonitrile/phosphate tampon a
pH=7.2 (9:1;v:v) et 37°C. (b) tracé de Ao/(A - Ao) en fonction de 1/[ADN]
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Le spectre d’absorption électronique de la molécule H.L-H présente deux
bandes d’absorption de Amax : 242 et 351 nm et un épaulement vers Amax : 297 nm.

Le spectre UV-vis de la molécule HoL-F est caractérisé par les bandes de Amax :
242 et 344 nm et un épaulement vers Ep .290 nm.

Le spectre d’absorption électronique de la molécule HzL-Br présente deux

bandes d’absorption de Amax : 244 et 354 nm et un épaulement vers Amax : 302 nm.

L allure du spectre d’absorption de la molécule HoL-NO> est un peut différente
des trois autres molécules, elle est caractérisée par deux bandes d’absorption
apparues a Amax : 234 et 400 nm et deux épaulements d’intensité faible vers Amax :
251 et 344 nm.

Les figures IV.2 a V.5 montrent que la position du pic de 10 pmol.L™? des
dérivés HoL-H, HoL-F, H.L-Br et H.L- NO: est légérement déplacée
bathochromiquement de 2 nm par 1’ajout de 4.37p umol.L! d’ADN, accompagné de
passage de I’hypochromie de 45 % pour HzL-H, 50 % pour HzL-F, 46 % pour HzL-Br
et 47 % pour HoL- NO». Ces caractéristiques spectrales remarquables suggérent que
I’intercalation est le principal mode d’interaction entre les quatre dérivés de la
quinoléine étudiés et I’ADN [6-8]. En se basant sur la diminution de 1’absorbance des
composés suite a 1’ajout de différentes concentrations d’ADN, les paramétres de
liaison sont évaluées selon les équations IV.2 et IV.3. Les résultats obtenus sont

regroupés dans le tableau IV. 2.

Les valeurs des constantes de liaison k, suggérent que ces composés avaient une
affinité de liaison forte pour 'ADN. On peut donc résumer I"ordre décroissant des
dérivés HoL-H, HoL-F, HoL-Br et HoL- NO2 testés en terme d affinité de liaison pour

I'’ADN comme suit :
H-L-Br > HoL-H > HoL-F > HoL-NO»

L’énergie de liaison AG est évaluée comme étant négative, ce qui met en

évidence la spontanéité de I’interaction des quatre molécules avec I’ADN [9].
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Tableau 1V. 2. Paramétres de liaison des molécules HoL-H, HoL-F, HoL-Br et Haol-

NO..
Adduit U[ADN] | Ad(AA) | ke(LM?) |AG (KJ.mol?
1.38341288 | -44.650718
0.6863418 | -8.7542214
04587156 | -4.6988922 | . . 16
HoL-H-ADN 1 4 34364061 | -3.3304782
0.27453672 | -2.5588155
0.2287806 | -2.2182077
1.38341288 | -6.99408284
0.6863418 | -7.869281046
LBrADy | Q4SETLS6 | 4457195743
034364261 | -3.197875166 | 293¥10° -32.42
0.27453672 | -2.554229647
0.2287806 | -2.153846154
1.38341288 | -18.5372973
0.6863418 | -6.659029126
0.4587156 | -3.52022172
HeL-F-ADN | (34364261 | -2.831406869 | L1:53%10° -30.75
0.27453672 | -2.262435678
0.2287806 | -1.989903679
1.38341288 | -10.54856115
0.6863418 | -4.85915493
0.4587156 | -3.447971781 )
HAL-NOZADN | o orcier | eosaias | o 580
0.27453672 | -2.273255814
0.2287806 | -2.0961401
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IV.1.2 Etude de interaction ADN-drogue par voltampérométrie cyclique

Dans la voltampéromeétrie cyclique, le potentiel du pic et la densité de courant
de pic du composé étudié varient en présence d’ADN, si ce dernier interagit avec

I’acide nucléique.

La variation de la hauteur de pic (Ip) de la molécule aprés 1’ajout d’ADN est
utilisée pour déterminer la constante de liaison ko de 1’adduit drogue-ADN et la taille
des sites de liaison s, le déplacement du potentiel de pic peut étre utilisé pour exploiter

le mode d’interaction mis en jeu.

La décroissance du courant de pic anodique des dérivés amino quinoléine suite
a l’addition de différentes concentrations d’ADN est utilisée pour quantifier la

constante de liaison en utilisant 1’équation 1V.4 [10]:

1
[DNA]

log = logky, + logﬁ V.4
o—

Ou kp est la constante de liaison, io et i sont les densités de courant anodique en
absence et en présence d’ADN, respectivement.

L’énergie libre de liaison est calculée a partir de 1’équation 1V.3 citée précédemment.
La taille des sites de liaison s des derivés de la quinoléine avec I’ADN sont obtenus a

partir des données électrochimiques en utilisant I’équation 1V.5 [4]:

Cp _ kb {[free base pairs]} V5
Cf S

Ou s est la taille de site de liaison en termes de paires de bases, Cs est Cp sont les
concentrations de I’espéce libre liée a I’ADN, respectivement, ky est la constante de

liaison.

La concentration des paires de base peut étre exprimée en tant que [ADN]/2,

1I’équation V.5 peut étre écrite comme suit :

o (5]
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Le rapport des concentrations % est déterminé a partir de 1I’équation IV.6 [11]:
f

C ig—1
=b =0 IV.6
Cf l

La taille de site de liaison s est déterminée a partir de la pente de tracé de terme % en
f

fonction de la concentration d’ADN, [ADN], tout en maintenant constant la valeur de

kb.

Le mode d’interaction HoL-R-ADN peut étre évalué a partir de la variation du
potentiel formel. En général, le déplacement du potentiel anodique ou cathodique est
causé soit par ’intercalation de la molécule étudiée avec la double hélice de ’ADN
ou par I’interaction €lectrostatique du composé cationique étudié¢ avec le phosphate
anionique du squelette d’ADN [12-14]. Le rapport des constants de liaison Kred/Kox
est obtenu en appliquant 1’équation 1V.7 [15]:

K
AE® = E}) — E} = 0,059log "% V.7
Kox
OU E; est le potentiel formel de la forme HoL-R libre, Ej est le potentiel formel de la

forme HoL-R-ADN, Kieq et Kox sont les constantes de liaison de la forme réduite et

oxydée.

IV.1.2.1 Etude de interaction des dérivés amino quinoléine avec ’ADN par

voltampérométrie cyclique

L’étude de comportement électrochimique de 10 umol.L™ de HaL-H, HaL-F,
HoL-Br et HoL- NO2 en présence d’ ADN est réalisé par voltampérométrie cyclique a
37°C, dans une solution d’acétonitrile/tampon phosphate pH = 7.2 (9:1; v:v), la
fenétre du potentiel était de 0 a 900 mV avec une vitesse de balayage de 100 mV/s.
Les voltampérogrammes cycliques en présence de différentes concentrations d’ADN

sont représentés sur les Figures (V1.6 a 1V.9).
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Figure 1V. 6. Comportement électrochimique de H2L-H (10umol.LY): (a)
Voltamogrammes cycliques enregistrés a une vitesse de balayage de 0.1 V st en
absence et en présence de différentes concentrations d’ADN, dans une solution 90%
acétonitrile/tampon phosphate de pH = 7.2 (9:1;v:v) et 37°C; (b) tracé du

log 1/[ADN] en fonction de logi;i.
.-

128



K. Douadi Chap. IV: Mécanisme d’interaction quinoléines-ADN et BSA
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Figure 1V. 7. Comportement électrochimique de HzL-F (10umol.L™Y): (a)
Voltamogrammes cycliques enregistrés & une vitesse de balayage de 0.1 V s en
absence et en présence de différentes concentrations d’ADN, dans une solution 90%
acétonitrile/tampon phosphate de pH = 7.2 (9:1;v:v) et 37°C; (b) tracé du

i

log 1/[ADN] en fonction de log

ig—1i
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Figure 1V. 8. Comportement électrochimique de HzL-Br (10pmol.L?) :(a)
Voltamogrammes cycliques enregistrés & une vitesse de balayage de 0.1 V s en
absence et en présence de différentes concentrations d’ADN, dans une solution 90%

acétonitrile/tampon phosphate de pH = 7.2 (9:1;v:v) et 37°C; (b) tracé du

i

log 1/[ADN] en fonction de log

i —1i
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Figure 1V. 9. Comportement électrochimique de H2L-NOz 10umol.LY) (a)
Voltamogrammes cycliques enregistrés a une vitesse de balayage de 0.1 V s en
absence et en présence de différentes concentrations d’ADN, dans une solution 90%
acétonitrile/tampon phosphate de pH = 7.2 (9:1; v:v) et 37°C; (b) tracé du

i

log 1/ [ADN] en fonction de log

i —1i

Les résultats de la voltampérométrie cyclique, montrent que les composés
HoL-H, HoL-Br et HoL-F sont caractérisés, dans le domaine du potentiel étudié, par un
couple redox bien défini. Les pics de potentiel anodique sont apparus respectivement
a 251, 282 et 288 mV, les pics de potentiel cathodiques sont observés respectivement
a 270, 304 et 307 mV. Pour H2L-NO, il exhibe un pic d’oxydation situé a 393 mV et
deux pics de réduction qui sont apparus a 404 et 115 mV.

L’addition d’ADN provoque une diminution de la densité du courant des pics
anodiques et cathodiques ipa €t ipc accompagné d’un déplacement du potentiel des

deux pics vers les valeurs les plus faibles pour tous les dérivés étudiés. La diminution
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considérable de la densité du courant est due a la diminution de la concentration du
composé libre responsable du transfert du courant et ceci par formation d’un

complexe HzL-R- ADN qui se diffuse plus lentement que le compose libre [16,17].

En se basant sur la décroissance du courant de pic anodique des composés suite
a D’addition de différentes concentrations d’ADN, les paramétres de liaison sont
quantifiés en utilisant les équations 1V.3 et IV.4. Les résultats obtenus sont rapportés
dans le tableau IV. 3.

Tableau V. 3. Paramétres de liaison des molécules HoL-H, HoL-F, H,L-Br et

H2L- NO; calculées a partir du tracé logl/ [ADN] en fonction de log i/ (io -i).

Adduit logl/ [ADN] | Logi/ (io-i) |k (L/mol)) | AG (KJ.mol?)
6.83120798 | 2.188001934
6.53551045 | 0.893930571
HoL-H-ADN | 6:35941919 | 0791884549 | | ... 3542
6.23448046 | 0.575313163
6.13757044 | 0.346759991
6.0583892 | 0.239562201
6.83120798 |  1.364489901
6.53551045 0.9091951
6.35941919 | 0.701823109
HoL-F-ADN 7623448046 | 0574416385 | 0.86x10° -35.34
6.13757044 |  0.407104901
6.83120798 | 1.021071779
6.53551045 | 0.990324661
toLBroapy 835941818 | 0.80111779 6 10x105 3580
6.23448046 | 0.504896491 ' '
6.13757044 |  0.36533004
6.83120798 | 0.615285866
6.53551045 | 0.567155165
6.35941919 | 0.458926429
HoL-NO2-ADN |6 23448046 | 0.289748985 | 8.93x10° -34.36
6.13757044 | 0.171841366
6.0583892 | 0.029388662

Les parameétres électrochimiques obtenus a partir des voltampérogrammes

cycliques tabulés dans le tableau V. 3 révélent que les constantes de liaison pour les

quatre dérivés varient dans I’ordre suivant :
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H2L-Br-ADN > HzL-H-ADN > H;L-F-ADN > H2L-NO2-ADN

Les valeurs élevées de ky, des dérivés étudiés suggérent leur candidature comme
des potentiels agents anticancéreux. Les valeurs de 1’énergie libre de liaison varient
dans le méme ordre que celle de la constante de liaison, le signe négatif indique la

spontanéité de I’interaction de I’ADN avec les quatre dérivés de la quinoléine.

La taille de site de liaison s est déterminée a partir de la pente de tracé de terme

% en fonction de la concentration d’ADN, [ADN], Figures (1V. 10 a IV. 13).
f

H,L-Br

0,4

Cb/Cf

0,2 4

0,0 . . s , i .
02 04 06 08

[DNA]

Figure 1V.10. Tracé de la molécule HzL-Br, Cb/Cf=f[ADN]
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Figure 1V.11. Tracé Cb/Cf de la molécule HzL-H, Cb/Cf =f [ADN]

04

0,3 4

Cb/Cf

0,2 4

0,1+

0.0 T v T v T v
0,2 04 06 038

[DNA]

Figure IV.12. Tracé Cb/Cf de la molécule H2L-F, Cb/Cf=f [ADN]
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Figure 1V.13. Tracé Cb/Cf de la molécule H2L-NO2, Cb/Cf = f [ADN]

Le tableau IV. 4 regroupe les valeurs obtenues des tailles de site de liaison s

résultantes de I’interaction de I’ADN avec les quatre dérivés étudiés.

Tableau IV. 4. Valeurs de la taille de site de liaison s des molécules étudiées

Composé Equation s (bp)
HoL-H y =0.77x-0.128 0.694
HaoL-Br y =0.607x — 0.045 0.680
HoL-F y =0.578x —0.048 0.588

HoL-NO> y =0.949x + 0.012 0.470

L’analyse du tableau 1V.4 révele que les valeurs de s décroisent dans I’ordre suivant :
s: HaL-H> HzL-Br> HaL-F> HoL-NOa.

Les faibles valeurs de s impliquent qu’environ deux molécules du dérivé H2L-R

couvrent une paire de bases lorsqu’elles s’intercalent dans I’ADN [11].

La variation du potentiel formel peut juger le mode d’interaction HoL-R-ADN.

Le rapport Krea/Kox est obtenu en appliquant 1’équation 1V.7, les paramétres
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électrochimiques des molécules étudiées en absence et en présence de 0.7285
umol.Lt d’ADN ainsi que les rapports Kred/Kox ont été également calculés, les

résultats sont regroupés dans le tableau IV. 5.

Tableau 1V. 5. Données électrochimiques de la forme libre de HoL-R et de I’adduit
H>L-R —ADN.

Composé EP,V) | EP.((V) E°(V) AE°(V) | Kred/Kox
HzL-H 0.68 0.29 0.45 - -
H2L-H -ADN 0.66 0.23 0.44 0.04 4.62
HzL-Br 0.69 0.30 0.50 - -
H2L-Br -ADN 0.60 0.26 0.43 0.06 11.47
HoL-F 0.71 0.31 0.51 - -
H2L-F -ADN 0.67 0.27 0.47 0.04 4.60
H2L-NO2 0.74 0.4 0.73 - -
H2L-NO2 -ADN 0.71 0.32 0.51 0.05 8.07

EPc: potentiel cathodique; EPa: potentiel anodique; E%= —EPaZEPC ;

AE® = E°® (H2L-R-ADN)-E° (HoL-R).

Les valeurs du rapport Kr/Ko pour les composés HaL-H, HoL-Br, HoL-F et HaL-
NO- sont respectivement 4.62, 11.47, 4.6 et 8.07. Ces valeurs indiquent que la forme
réduite du composé étudié réagit plus quantitativement avec ’ADN que la forme

oxydée.
IV.1.3. Etude de Pinteraction ADN-Drogue par amarrage moléculaire

La découverte et I'évaluation de nouveaux medicaments thérapeutiques pour le
traitement de diverses maladies émergentes sans aucun effet secondaire est I'objectif
le plus vital du monde médical moderne. Les résultats obtenus de [I’étude
spectroscopique et électrochimique ont permis de comprendre le mode d’interaction
du complexe ADN-H:L-R. Afin de mieux visualisez les interactions mises en jeu, une
étude in silico a été également effectuée. L'amarrage moléculaire prédit le site de
liaison sélectionné ainsi que la meilleure configuration d’une molécule a I'intérieur de
I'AND[18-20].
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1V.1.3.1. Amarrage moléculaire

L’étude d'amarrage moléculaire des molécules HoL-Br, HoL-F, HoL-H et Haol-
NO- avec I'ADN a été realisée a l'aide du logiciel d'amarrage AutoDock 4.2 sur un
micro-ordinateur Pentium 2,20 GHz et RAM 4,00 Go avec un systeme d'exploitation
Windows 10. Les structures chimiques des molécules HoL-Br, HoL-F, HoL-H et
H>L-NO> ont été optimisées a l'aide du logiciel Gaussian 09 en utilisant la fonction
DFT / B3LYP / 6-311G++(d,p). La structure d’ADN (PDB ID: 1BNK), sélectionnée
de la banque de données des protéines (http://www.rcsb.org./pdb), a été choisi comme
récepteur pour 1’étude de I’interaction [21]. La longueur de la structure d’ADN est de
13 nucléotides avec un poids théorique égal a 31.86 KDa et un séquencage dont

I’ordre :

Chain D : 5-D(*Gp*Ap*Cp*Ap*Tp*Gp*YRRp*Tp*Tp*Gp*Cp*Cp*T) -3".
Chain E: 5-D(*Gp*Gp*Cp*Ap*Ap*Tp*Cp*Ap*Tp*Gp*Tp*Cp*A) -3'

Figure 1V. 14. Structure cristalline d’ADN (PDB ID : 1BNK).

Afin de réaliser I’amarrage moléculaire, la structure d’ADN a €té soumise a un
prétraitement en utilisant une interface graphique appelée AutoDockTools (ADT). A
la fin des essais d'amarrage, diverses énergies de liaison des ligands ont été obtenues
avec leurs conformations respectives; la conformation stable qui correspond a
I'énergie de liaison la plus basse a été choisie comme meilleure pose et a été utilisée
dans l'analyse d'amarrage [22]. L'énergie de liaison des molécules H.L-Br, HaL-F,
HoL-H et HoL-NO2 avec I'ADN eétait respectivement -34.73, -33.26, -33.81 et
-32.44KJ/mol. Les valeurs de I'énergie de liaison calculées indiquent une affinité de
liaison élevée entre I'ADN et les composés (Tableau 1V.6).
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Tableau IV. 6. Energie libre de liaison et constants de liaisons des complexes
HoL-Br-ADN, HoL-F-ADN, HzL-H-ADN et H2L-NO2-ADN obtenues par Docking

moléculaire.

Adduits H,oL-Br-ADN | HoL-F-ADN | HoL-H-ADN | HoL-NO»>-ADN
-AG (KJ mol?) | 3473 33.26 33.81 32.44

K (L.mol?) 1.21 x 108 6.69 x 10° 8.36 x 10° 4.81 x 10°

La vue de surface des conformations ancrées des dérivés obtenues a partir de

I'analyse d'amarrage des adduits a montré que tous les ligands étudiés sont placés dans
le petit sillon de la structure de I'ADN (figure IV. 15).

Figure 1V. 15. Poses d'amarrage de HoL-Br (a), HoL-F (b), H2L-H (c) et HoL-NO2 (d)

illustrant I’emplacement des ligands au petit sillon

Les résultats obtenus par amarrage moléculaire indiquent que tous les dérivés

interagissent avec I'ADN par la formation d'au moins deux liaisons hydrogene. La

distance de ces liaisons avec leurs énergies correspondantes sont résumées dans le

tableau IV. 7.
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Tableau IV. 7. Longueur et énergie des liaisons hydrogene formées entre les ligands
H.L-Br, HoL-F, HoL-H et HoL-NO: et les nucléotides d'ADN

Adduits Liaisons Longueurs (A) Energies (Kcal)

DT19 HoN 2.001 -5.449

HzL-Br-ADN DG6 H:N 2.024 -4.064
DA18 O 1.183 -6.225

DA4 O 1.74 -6.703

Hel-F-ADN DG23 N 2.003 -6.306
DG10 O 2.102 -4.971

H2L-H-ADN DA18 N 1.844 -1.203
DA17 N 2.236 -2.684

DA18 O 1.994 -5.345

DG6 N 1.847 -5.314

Hal-NO2-ADN DT8 HO 1.809 -5.224
DT19 N 2.189 -3.968

La figure IV. 16 montre la vue rapprochée des atomes de nucléotides d'’ADN

interagissant avec la surface des molécules HoL-Br, HaL-F, HoL-H et HoL-NOo.

Figure 1V. 16. Représentation tridimensionnelle des interactions des molécules
HaL-Br (a), H2L-F (b), H2L-H (c) et H2L-NO> d) avec I'ADN.
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En conclusion, les résultats de I’étude spectroscopique UV-vis et électrochimique
de l’interaction des quatre dérivés amino quinoléine avec I’ADN étaient en bon
accord avec ceux obtenus par amarrage moléculaire. Cependant, les quatre molécules
étudiées ont révélé une activité anticancérigene en se liant par des liaisons
intercalaires a I’ADN, le dérivé HoL-Br présente la plus grande affinité de liaison
comparant avec celle des autres dérivés. L’ordre décroissant des composés HoL-H,
HoL-F, HoL-Br et HoL-NO- testés en termes d’affinité de liaison pour I’ADN est

comme sulit :
HoL-Br > HoL-H > HoL-F > HaL-NOo.
IV.2. Interaction avec I’albumine du sérum bovin (BSA)

L’albumine sérique est la protéine la plus importante du plasma sanguin et joue
un rble essentiel dans le transport et la distribution des acides gras, des hormones, et

rend les toxines inoffensives en les transportant vers les sites d’élimination.

L’étude des interactions de la BSA avec les petites molécules est une analyse
importante en chimie médicinale et en médecine clinique, elle est couramment utilisée
comme étape préliminaire dans la construction de médicaments, elle permet de mieux
comprendre la fagon dont les médicaments ciblent et lient les récepteurs, elle aide
également a comprendre la toxicité, la pharmacocinétique, la biochimie, la

pharmacodynamique et la distribution des molécules dans 1’organisme [23-26].

En raison des facteurs mentionnés ci-dessus, on s’est orienté vers 1’étude de
I’interaction de quatre nouvelles molécules dérivées de la quinoléine avec la BSA, en

utilisant des techniques voltampérométriques et spectroscopiques.
IV.2.1. Etude de I’interaction BSA-drogue par spectroscopie électronique

L’efficacité d’'un médicament est considérablement influencée par le degré de
son affinité de se lier a un site actif sur les récepteurs des protéines du plasma
sanguin. La spectroscopie d’absorption UV-vis est un outil important pour explorer
les changements structurels et la formation des complexes protéine-ligand [27]. La
BSA présente un faible pic d’absorption qui apparait a environ 279 nm et qui est due

aux acides aminés aromatiques (Trp, Tyr et Phe). L’interaction des molécules HoL-H,

140



K. Douadi Chap. IV: Mécanisme d’interaction quinoléines-ADN et BSA

HoL-F, HoL-Br et HoL- NO2 avec la BSA est eégalement étudiée par spectroscopie
d’absorption UV-vis a pH physiologique (7.2) et a la température du corps (37°C).
Les titrages spectroscopiques sont reéalisés dans une solution d’acétonitrile et de
tampon phosphate (pH = 7.2) (9:1) tout en maintenant constant la concentration de la
solution de BSA (12 umol.L?) et en variant la concentration des dérivés étudiés de 0
a 12 pmol.L?. Les titrages ont été effectués manuellement en utilisant une
micropipette. La modification de 1’absorbance de la bande caractéristique de la BSA a
Amax = 279 nm est enregistrée aprés chaque addition de composé étudié. Les résultats

sont illustres par les Figures (IV. 17 a IV. 20).

1,6 - 3
®7 BSA-H,L-H —0 pmol.L”!
1,4 4 —4 pmoI.L'1
| 6 pmol.L”!
1,2 4 —_8 pmoI.L'1
- 10 pmol.L”!
g 104 l—— 12 pmol.L”!
c 4
o
2 o084
o ]
2
< 0,6
0.4
0,2 4
0,0
L T y T
260 280 300

Wavelength(nm)

Figure IV. 17. Evolution des spectres d’absorption électronique de la BSA en
absence et en présence de différentes concentrations des composées HoL-H,
[BSA] = 12 umol.L?, [HzL-H]= (0, 4, 6, 8, 10, 12 umol.L™).
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Figure 1V. 18. Evolution des spectres d’absorption électronique de la BSA en
absence et en présence de différentes concentrations des composes HoL-F,
[BSA] = 12 pmol.L%, [HoL-F]= (0, 4, 6, 8, 10, 12 pmol.LY).
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Figure 1V. 19. Evolution des spectres d’absorption électronique de la BSA en
absence et en présence de différentes concentrations des composés HoL-Br,
[BSA] = 12 umol.L?, [H2L-Br]= (0, 4, 6, 8, 10, 12 pmol.L™Y).
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Figure 1V. 20. Evolution des spectres d’absorption électronique de la BSA en
absence et en présence de différentes concentrations des composés HaL-NOa,
[BSA] = 12 umol.L %, [H2L-NO3]= (0, 4, 6, 8, 10, 12 pmol.L™).

Il ressort clairement des figures (1V.17 a 1V.20) qu’avec 1’augmentation de la
concentration des dérivés HzL-R a la solution de BSA, I’intensité d’absorption de
cette bande augmente sans déplacement évident de sa longueur d’onde (déplacement
hyperchrome). Cette observation confirme que cette série de dérivés amino quinoléine
interagit avec la BSA et modifie également la polarité du microenvironnement autour

des résidus de tyrosine et de tryptophane de la BSA [28-30].

La constante de liaison kp est évaluée a partir du rapport pente/intersection du
tracé du terme % et 1/[ HoL-BR] ou Ao est I’absorbance initiale de la BSA libre a

279 nm, et A est I’absorbance de BSA en présence de différentes concentrations du

composé (Figure 1V.21).
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Figure 1V.21. Tracés de Ao/(Ao-A) en fonction de 1/[compose€] utilisés pour calculer
les constantes de liaison des complexes BSA- HoL-Br, BSA- HzL-F, BSA- HoL-NO 2
et BSA- HoL-H.

Les valeurs de la constante de liaison kp pour les composés HoL-Br, HoL-F,
HoL-NO 2 et HoL-H se sont avérées étre de 5.87, 1.32, 2.56 et 7.60 x10* L. mol™. Ces
résultats révelent que les quatre molécules étudiées possedent une grande affinité pour
I’albumine du sérum bovin. Par conséquent, la BSA peut étre considérée comme un

bon véhicule pour le transfert de ces composés in vivo [31].
1V.2.2. Etude de I’interaction BSA-drogue par voltampérometrie cyclique

Les techniques électrochimiques sont largement utilisées pour analyser
directement 1’interaction des macromolécules avec les petites molécules dans des
conditions physiologiques et pour confirmer le mode de liaison suggéré par la

caractérisation spectroscopique [32].
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L’interaction des molécules HoL-H, HoL-F, HoL-Br et HoL-NO » avec la BSA
est effectuée par voltampérométrie cyclique dans I’acétonitrile/ tampon phosphate
(pH = 7.2). A la solution de 20 ml de chaque molécule de concentration 100 umol.L?,
sont ajoutées diverses concentrations de BSA, les voltampérogrammes ont été
enregistrés a 37°C dans la plage de potentiel allant de 0 a 0.9 V. Les résultats sont

présentes sur les figures (V1.22 a 1V.25).
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Figure 1V. 22. Voltampérogrammes cycliques des complexes BSA- HyL-H,
enregistrés en acétonitrile/ tampon phosphate, pH = 7.2 a une vitesse de balayage de
100mV/s et a 37°C
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Figure 1V. 23. Voltampérogrammes cycliques des complexes BSA- H,L-Br,
enregistrés en acetonitrile/ tampon phosphate, pH = 7.2 a une vitesse de balayage de
100mV/s et a 37°C
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Figure 1V. 24. Voltampérogrammes cycliques des complexes BSA- HaL-F,
enregistrés en acetonitrile/ tampon phosphate, pH = 7.2 a une vitesse de balayage de
100mV/s et a 37°C
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Figure 1V. 25. Voltampérogrammes cycliques des complexes BSA- HoL-NO»,
enregistrés en acétonitrile/ tampon phosphate, pH = 7.2 a une vitesse de balayage de
100mV/s et a 37°C

D’apres les résultats obtenus, on peut remarquer que ’ajout d’une quantité
croissante de la solution de BSA entraine une diminution de la hauteur du courant de
pic avec un déplacement de la position du potentiel de pic vers les valeurs les plus
faibles. La diminution de la hauteur du courant de pic anodique suggére qu’un
complexe non électroactif composé de la BSA et les molécules étudiées s’est formé
(BSA- H:L-R). Le déplacement négatif du potentiel de pic refléte 1’interaction
électrostatique entre la BSA et les quatre dérivés de la quinoléine étudiés [33,34]. La
diminution de la densité de courant du pic est exploitée pour calculer la constante de

liaison Ky selon 1’équation 1V.9 [35]:

1 i
logﬁ = logky, + logio—_i AVAS

De toute évidence, kp est déterminée a partir de ’interception du tracé du

1 i . , I 1
logm par rapport au logio_—i . La Figure 1V.26 représente les traces du logm par

rapport au logﬁ des quatre molécules étudiées.
-
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Figure 1V.26. Tracé du log[BTlA] en fonction du logi;'i , utilisé pour calculer les
o

constantes de liaison des molécules H.L-Br, HoL-F, H2L-NO 2 et HoL-H.

Les valeurs de la constante de liaison k, pour les composés HzL-Br, HzL-F,
H2L-NO 2 et HoL-H se sont avérées étre de 4.14, 2.50, 4.16 et 5x10* L.mol™ Ces

valeurs sont en bon accord avec celles obtenues par spectroscopie UV-vis.
IV.2.4. Etude de ’interaction BSA-drogue par amarrage moléculaire

Afin de déterminer plus précisément les sites de liaison préférés des quatre
dérivés sur la BSA, I’interaction des molécules HzL-Br, HoL-F, H2L-NO 2 et H2L-H
avec la BSA a été simulée par des techniques moléculaires d'ancrage mise en ceuvre

dans AutoDock 4.2 [36-37].
IV.2.4.1. Amarrage moléculaire

La structure cristalline de la BSA présentée dans la figure 1V.27 (PDB ID :

4F5S), seélectionneée de la banque de données des  protéines
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(http://www.rcsb.org./pdb), a été choisi comme molécule réceptrice pour 1’étude de

I’interaction[38].

(€)) (b)

Figure 1V. 27. Structure cristalline de I’albumine du sérum bovin (BSA), (a)
présentation cartoon, (b) vue d’espace (PDB ID: 4F5S).

Les structures chimiques des quatre dérivés HoL-Br, HoL-F, HoL-H et HoL-NO»
ont été optimisées par la méthode de la théorie fonctionnelle de la densité (TFD) mise
en ceuvre dans le logiciel Gaussian 09 au niveau B3LYP/6-311G++(d,p). Pour
réaliser I’amarrage moléculaire, la structure de BSA a été soumise a un prétraitement
comme suit: tous les atomes d'hydrogene et les charges des atomes ont été
additionnées au BSA,; ensuite, les atomes d'hydrogéne non polaires ont été fusionnés.
Pour les calculs d'amarrage, la taille de la grille a été fixée a 126x126x126 A avec un
point séparé par 1 A. Les autres parameétres ont €té laissés a leurs valeurs par défaut
[39]. A la fin des essais d'amarrage, diverses énergies de liaison des molécules ont été
obtenues avec leurs conformations respectives; la conformation stable qui correspond
a I'énergie de liaison la plus basse a été choisie comme meilleure pose et a été utilisée

dans l'analyse d'amarrage [40].

Les résultats d’amarrage moléculaire suggérent que les quatre dérivés
interagissent avec la BSA par la formation d'au moins une liaison hydrogene. La
distance de ces liaisons avec leurs énergies correspondantes sont résumées dans le
tableau 1V.8.
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Tableau I1V. 8. Longueur et énergie des liaisons hydrogéne formées entre les
molécules HoL-Br, HaL-F, HoL-H et HoL-NOget les acides amines de la BSA

Adduits Liaisons Longueurs (A) Energies (Kcal)
H.L-Br-BSA Lys533-O 2.013 -5.883
H2L-F-BSA Lys350-O 2.444 -4.965
H:L-H-BSA Argl44-N 2.594 -5.326
Lys533-O 2.083 -4.932
H2L-NO2-BSA
Val497-HO 2.154 -3.362

Les composés HoL-Br, HoL-F et HoL-H  ont formé une seule liaison hydrogene
entre les résidus d'acides aminés Lys-533, Lys350 et Argl44 respectivement. En
outre, le composé HzL-NO> a formé deux liaisons liaison hydrogéne entre les résidus
Lys-533 et Val-497. La vue de surface des conformations ancrées des ligands
obtenues a partir de I'analyse d'amarrage des adduits a montré que tous les molécules

étudiées sont places dans le petit sillon de la structure de BSA (figure 1V. 28).

Figure 1V. 28. Poses d'amarrage de HoL-Br (a), HoL-F (b), H2L-H (c) et HoL-NO2 (d)
illustrant la liaison de tous les composés avec la BSA
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L'énergie libre de liaison de la structure ancrée des composés HaL-Br, HoL-F,
HaL-H et HoL-NO;> avec la BSA s'est avérée étre de -26.84, -21.57, -27.46 et
-23.37KJ/mol respectivement. Les valeurs de I’énergie calculées indiquent une

affinité de liaison élevée entre la BSA et les molécules étudiées (Tableau V. 9).

Tableau IV. 9. Valeurs d'énergie libre de liaison et des constantes des liaisons des
complexes H:L-Br-BSA, H:L-F-BSA, HoL-H-BSA et H.L-NO2-BSA obtenues par

Docking moléculaire.

Adduits HoL-Br-BSA | HoL-F-BSA | HoL-H-BSA | H,L-NO,-BSA
-AG (KJ mol?) 26.84 2157 27.46 23.37
K(L.mol™) 5.03 x 10 6 x 103 6.46 x 10% 1.24 x 10

Ces résultats sont étayés par les expériences de la spectroscopie d'absorption et
de la voltampérométrie cyclique. Dans l'ensemble, les résultats de I'amarrage
moléculaire sont en bon accord avec les données obtenues par les essais

expérimentaux.

En conclusion, ces résultats fourniront des données précieuses pour promouvoir
le développement des sciences biologiques et pharmacologiques, et constitueront des
bases solides pour la poursuite des recherches sur I’interaction entre les petites

molécules et les macromolécules.
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Conclusion générale

Conformément a ce que nous avons fixé comme objectifs a réaliser, ce travail
nous a conduit a valoriser I’activité biologique des bases de Schiff dérivées

quinoléique nommées

+  (12) -2-oxo-N'-phényl-N-quinoléine-8-ylpropanehydrazonamide (HzL-H).
+ (12)-N '- (4-bromophényl) -2-oxo-N-quinoléine-8-ylpropanehydrazonamide

(H2L-Br).

+  (2)-N’-(4-fluorophenyl)-2-oxo-N-quinoléine-8-ylpropanehydrazonamide
(HaoL-F).

+  (2)-N’-(4-nitrophenyl)-2-oxo-N-quinoléine-8-ylpropanehydrazonamide
(H2L-NO2).

Ces composés ne présentent pratiquement aucune toxicite.

L’évaluation in vitro de I’activité antioxydante des molécules a été réalisée par
trois techniques chimiques classiques: le piégeage du radical libre DPPH, le pouvoir
réducteur au ferricyanure de potassium et la capacité antioxydante totale (CAT), et
par voie électrochimique, la voltampérométrie cyclique (CV).

Les résultats obtenus par les techniques chimiques révelent clairement que tous
les composeés testés sont des puissants agents piégeurs des radicaux libres et qu’ils

exercent un effet antioxydant supérieur a celle du standard, 1’acide ascorbique.

La voltampérométrie cyclique montre que les quatre dérivés exhibent un
excellent effet de piégeage de I'anion superoxyde 0>°", ceci est traduit par des valeurs

élevées des constantes de liaison (kp) et des valeurs négatives des énergies libres AG®.

L’effet de différents produits sur la dénaturation thermique de 1’albumine du
sérum bovin (BSA) évalué in vitro, montre que tous les composés possédent une
activitée antiinflammatoire comparable a celle du diclofenac, et que la présence
d’halogénes (le brome et le fluore) présente un effet important dans le renforcement

de l'activité antiinflammatoire.

157



K. Douadi Conclusion générale

L’¢évaluation de [Dactivité antimicrobienne des molécules testées a une
concentration de 1.5ug/disque, révéle que tous les dérivés d’amino-quinoléine
engendrent des niveaux d’efficacité moyens vis-a-vis des bactéries et des

champignons testés.

Le potentiel hémolytique utilisé pour évaluer la biocompatibilité des quatre
drivés de la quinoléine, nous a permis de constater que ces composés ont un effet
hémolytique trés faible, avec un taux d’hémolyse qui ne dépasse pas les 27 % a une

concentration de 2 mg/ml.

Une analyse de relation structure-activité et de prédiction de la similarité de nos
composés avec les médicaments a travers le concept Drug-likeness et Drug-score, a

été menée a bien en utilisant des logiciels spécialisés.

Les résultats de calcul obtenus montrent que tous les composés sont en accord
avec la regle de cinqg de Lipinski ce qui suggere qu’ils sont susceptibles d'étre actifs

par voie orale.

Le composé HaL-F présente une bonne valeur de scores de médicament (DS) ce
qui le rend, le composé optimal pour le développement de futurs medicaments

prometteurs.

Les paramétres o, E ymo, Emomo. M €t A obtenus par la théorie de la
fonctionnelle de la densité (DFT) sont en tres bon accord et se corrélent avec les

valeurs des résultats expérimentaux.

Les résultats de I’étude d’interaction des composés avec I’ADN par
spectroscopie UV-vis, voltampérométrie cyclique et par amarrage moléculaire

suggerent que:

+  L’intercalation est le principal mode d’interaction

+ Les valeurs des constantes de liaison ky révelent que ces composés ont une
affinité de liaison forte pour I’ADN.

+ Le signe négatif de I’énergie de liaison AG met en évidence la spontanéité de
I’interaction des quatre molécules avec I’ADN.

+  Les valeurs élevées de ky et AG des dérivés étudiés suggérent leur candidature

comme des potentiels agents anticancéreux
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+ Les faibles valeurs de taille de site de liaison s impliquent qu’environ deux
molécules du dérivé H:L-R couvrent une paire de bases lorsqu’elles

s’intercalent dans I’ADN.

Les résultats des deux méthodes expérimentales se convergent et se confirment

par les résultats de I’amarrage moléculaire.

Les résultats de I’étude de I’interaction des quatre composés avec la BSA par
spectroscopie UV-vis montrent que les quatre molécules étudiées possédent une
grande affinité pour la BSA, ils interagissent avec cette protéine en modifiant
également la polarité du microenvironnement autour des résidus de tyrosine et de

tryptophane de la BSA.

L’interaction des molécules: HoL-H, HoL-F, HoL-Br et HoL-NO 2 avec la BSA
effectuée par voltampérométrie cyclique (VC) révele la dominance de I’interaction

électrostatique entre la BSA et ces molécules.
Les trois méthodes se confirment I’une avec I’autre.

Enfin, afin de poursuivre notre chemin de recherche, ce travail offre des

perspectives diverses, dont:

+  Synthese de nouvelles molécules de méme catégorie.

+  Elargissement du panel des tests d’activité biologiques par I’utilisation d’autres
méthodes d’évaluation in vitro et in vivo.

+ Elargissement de I’étude de la cytotoxicité de ces molécules plus
d’informations pharmaceutiques.

+ La poursuite des investigations en modélisation moléculaires.

+  L’utilisation d’autres techniques telle que le dichroisme circulaire, la
dénaturation thermique, les mesures de viscosité qui permettront de calculer
d’autres paramétres qui peuvent préciser aux mieux le type d’interaction entre

ces molécules et les deux macromolécules; I’ADN et la BSA.
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Abstract
This work focused on the preparation and the valorization of four quinoline derivative Schiff
bases. First, we evaluated in vitro their antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial and
antihemolytic properties. The interaction between the H:L-R quinoline derivatives and
deoxyribonucleic acid (DNA) and bovine serum albumin (BSA) was also studied by UV-vis
and cyclic voltammetry. A QSAR structure-activity relationship analysis and prediction of the
similarity of our compounds with drugs was performed using specialized software. A
guantum study by DFT method is performed in order to know the properties of chemical
reactivity and to establish a correlation between molecular structures and biological activity.
The results obtained are very encouraging and show that these molecules are biologically
active and can be used later in other applications.
Key words: quinoline derivative Schiff bases, antioxidants, anti-inflammatory, antimicrobial,
antihemolytic, DNA, BSA.

Résumeé

Ce travail a visé la préparation et la valorisation de quatre bases de Schiff dérivées
guinoléigue. Dans un premier temps, nous avons évalué in vitro leurs pouvoirs antioxydants,
antiinflammatoires, antimicrobiens et antihémolytique. L'interaction entre les dérivés
quinoléiques H:L-R et I’acide désoxyribonucléique (ADN) et I’albumine du sérum bovin
(BSA) a été également étudiée par UV-vis et voltampérométrie cyclique. Une analyse de
relation structure-activité QSAR et de prédiction de la similarité de nos composés avec les
médicaments a été menée a bien en utilisant des logiciels spécialisés. Une étude quantique par
la méthode DFT est effectuée afin de connaitre les propriétés de réactivité chimique et
d’établir une corrélation entre les structures moléculaires et ’activité biologique. Les résultats
obtenus sont trés encourageants et montrent que ces molécules sont biologiquement actives et
peuvent étre utilisées ultérieurement dans d’autres applications.

Mots clés: bases de Schiff dérivées quinoléique, antioxydants, antiinflammatoires,

antimicrobiens, antihémolytique, ADN, BSA.



