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Résumé

L'objectif de notre étude est de synthétiser le dérivé N-ferrocénylméthylaniline résulte de
I’incorporation d’un motif ferrocénique dans le squelette de base de I’aniline et d’évaluation
in silico, in vitro et in vivo de leur activité biologique. L’étude in silico et in vitro de
I’interaction ADN-FMA montre qu’il y a une interaction spontanée entre le dérivé FMA et
I’ADN qui se lie par intercalation ou par liaison électrostatique. L'étude de I’activité
antioxydant de dérivé ferrocénique en appliquant le test de piégeage de radical libre DPPH*
par spectrophotometre et de test de piégeage de radical superoxyde par voltammétrie cyclique.
Les résultats obtenus ont montré que le FMA posséde une activité de piégeage du radical
DPPH" plus élevée avec une 1Cs0=9,51x10* mg/ml. Et aussi une activité inhibitrice élevée du
radical superoxyde avec une 1Cs0=0.077 mg/ml. L’étude de I’activité antibactérienne de ce
compose testés a été effectuee vis-a-vis les cing souches bactériennes: Escherichia coli,
Salmonella entericassp, Pseudomonas aéruginosa, Klebsiella pneumoniae, Listeria innocua
montrent clairement que le composé ferrocénique dépourvu d'une activité significative contre
ces souches. L'évaluation de la cytotoxicité par le test d'hemolyse montre que notre dérivée
présente une faible cytotoxicité vis-a-vis les globules rouges humain. L’analyse in vivo,
montre une augmentation du poids relatif du foie de groupe exposé au métribuzine, Des
changements remarquables dans les parametres biochimiques étudiés et la présence des états
de stress oxydatif. En revanche, le traitement par le FMA normalise le poids relatif de foie et
les parametres biochimiques étudiés en diminuant 1’état de stress, ainsi I’étude histologique

montre que le FMA protege le foie contre la nécrose tumorale.

Mots clé: FMA, ADN, DPPH?’, radical superoxyde, voltammeétrie cyclique.



Abstract

The objective of our study is to synthesize the N-ferrocenylmethylaniline derivative
resulting from the incorporation of a ferrocenic unit in the aniline and the evaluation in silico,
in vitro and in vivo of their biological activity. The study in silico and in vitro of the DNA-
FMA interaction shows that there's a spontaneous interaction between the FMA derivative
and the DNA that binds by intercalation or electrostatic binding. The study of the antioxidant
activity of the ferrocene derivative by applying the DPPHe free radical scavenging test by
spectrophotometer and superoxide scavenging test by cyclic voltammetry. The results
obtained showed that the FMA has a higher activity of trapping the radical DPPHe with an
ICso = 9.51 x 10* mg/ml. And also a high activity of inhibition of the superoxide radical with
an 1Cso = 0.077 mg/ml. The study of the antibacterial activity of the tested compound carried
out against the five bacterial strains: Escherichia coli, Salmonella entericassp, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumonia and Listeria innocua, clearly shows that the ferrocenic
compound has no significative activity against these strains. The evaluation of cytotoxicity by
hemolysis test shows that our derivative compound has low cytotoxicity against human red
blood cells. The study in vivo shows an increase in the relative weight of the liver of the group
that exposed to metribuzin, remarkable changes in the biochemical parameters and an
oxidative stress states. In contrast, treatment with FMA normalizes the relative liver weight
and biochemical parameters and decreasing the state of stress, so the histological study shows

that the FMA protects the liver against tumor necrosis.

Key words: FMA, DNA, DPPHe, superoxide radical, cyclic voltammetry.
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La chimie organométallique concerne les transformations des composés organiques par des
métaux (Hanzab & Houas, 2013), les champs des composés organométalliques se
développent rapidement en raison de la grande variété de structures possibles pour les ligands.
IIs ont de nombreuses applications dans de nombreux aspects biologiques, cliniques et
medicinales (Gulam & Manohar, 2014). L’identification des molécules a visée
thérapeutique est un long processus, faisant intervenir de trés nombreuses connaissances
scientifiques dans les domaines de la chimie (bio)organique et la pharmacologie. Le XIXe
siécle a été marqué par 1’essor de la chimie organique qui a permis de la développement en
chimie médicinale (Le Borgne, 2009), elle-méme une science qui a encore beaucoup a
apprendre (Batu Dirersa, 2014). L'un des objectifs essentiels de la communauté médicale est
de présenter des nouveaux agents thérapeutiques anticancéreux et antimicrobiens, le
traitement du cancer a l'aide des médicaments a base de métal est I'une des stratégies les plus
efficaces (Shafqat et al., 2015). En outre, il a été démontré que les radicaux libres peuvent
endommager les protéines, les lipides et 'ADN, entrainant une augmentation des taux de
cancer. Heureusement, les antioxydants peuvent prévenir ces dommages, en raison de leur
activité de piégeage des radicaux libres. Par conséquent, il était trés important de développer
des composés possédant a la fois de fortes propriétés antioxydants et des propriétés de liaison
a 'ADN pour une thérapie anticancéreuse efficace (Abdel Aziz & Elbadawy, 2014). Les
métallointercallateurs sont trés utiles pour étudier la structure et la fonction des acides
nucléiques et le processus d'intercalation lui-méme (Majumder, Butcher & Bhattacharya,
2002).

L'application de la chimie médicinale est stimulée par la découverte de cis- [PtCl> (NH3) 2],
souvent appelé cisplatine (Batu, 2014 ; Haiyan et al., 2016). L'agent chimiothérapeutique
cisplatine, qui est un composé de platine a l'origine d'inhiber la croissance bactérienne.
Ensuite, il a été identifié comme anticancéreux (Haiyan et al., 2016). Le médicament
cependant, présente de sérieux inconvénients, tels que des problémes de solubilité et des effets
secondaires graves, y compris la neurotoxicité, la néphrotoxicité, [l'ototoxicité, Ila
myélosuppression, la nausée et le vomissement. De plus, de nombreux cancers humains
développent maintenant une résistance naturelle au cisplatine ou acquierent une résistance
pendant le traitement. Pour ces raisons, des versions modifiées du cisplatine ont été étudiées,
connues sous le nom de médicaments de 2éme et 3éme génération. Le succes et I'inconvénient
du cisplatine ont incité les chimistes a concentrer leurs efforts sur I'utilisation de médicaments

a base de métaux de transition alternatifs en tant gu'agents anticancéreux avec des effets
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secondaires minimum. Une attention considérable a été accordée au ferrocéne et ses derivés
en raison de leurs applications potentielles en chimie médicinale (Shafagat et al., 2013). Le
ferrocéne et ses dérivés ont joué un réle important en tant que chimiothérapeutique potentielle
en particulier, en plus de leur activité anti-inflammatoires, antimicrobiens, cytotoxiques et de
clivage de I'ADN dans les cellules cancéreuses. La stabilité, I'électro-activité et l'activité
spectroscopique élevée en font des candidats prometteurs pour de nombreuses applications
biologiques (Majumder et al., 2002). Le mode d'interaction et I'étendue de liaison du
ferrocene avec I'ADN sont des sujets d'un intérét considérable en raison de la complexité de
leur structure sandwich. (Shafagat et al., 2013). L'interaction médicament-ADN ont été
étudiées par diverses techniques analytiques. Parmi ces méthodes, les méthodes
électrochimiques sont largement utilisés dans les études de liaison médicament-ADN en
raison de leurs avantages comme une sensibilité élevée, une sélectivité efficace, l'affectivite
des codts, plus de fiabilité, une polyvalence étendue et une capacité de detection rapide
(Mohamed et al., 2014). La technique spectroscopique UV-Vis est la mieux adaptée aux
ferrocenes en raison de leurs couleurs intenses (Shah et al., 2010).

A la lumiere de ces travaux nous avons effectué cette eétude qui a pour l'objectif de
synthétiser le dérivé N-ferrocenylmethylaniline et d'étuder leurs effets biologiques par trois
approches. D'abord I'étude in silico par la méthode de docking moléculaire. Ensuite I'étude in
vitro comporte I'évaluation de son effet antimutagéne par la méthode spectroscopique (UV-
VIS) et la méthode éléctrochimique (Voltamétrie cyclique), ainsi son effet antibactérienne,
antioxydante et aussi leur effet hémolytique. Enfin, I'étude in vivo comprend I'évaluation de
leur effet anticancéreuse chez les rattes Wistar Albinos exposées au métribuzine puis traiter
par ce dérivé ferrocénique, et en le compare avec ceux traités par le cisplatine.

Ce travail est repartie en trois parties essentiels:

v' La premiére partie: comporte une apercus bibliographique se dévise elle-méme en trois
chapitre (chimie de ferrocéne et de dérive ferrocénique étudié, I'acide
désoxyribonucléique et contexte théorique des techniques expérimentale utilisées).

v' La deuxieme partie: comporte les matériels et les méthodes.

v' La troisieme partie: s'intitulé résultats et discussion comprenant la présentation des
différents résultats obtenus et ses interprétations.

En fin une conclusion générale.
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PARTIE I: Synthése bibliographique
Chapitre 1: Chimie de ferrocene et de dérivé ferrocénique étudié
1.1.1. Histoire de la découvert de ferrocéne

Jusqu’a la deuxiéme guerre mondiale, la chimie moléculaire des métaux de transition était
dominée par les chimistes allemands, les anglais, puis les américains se joignirent aux
allemands dans les années cinquante (Mathey & Sevin, 2000 ; Benlatreche, 2013). Le
ferrocéne a accidentellement été découvert en 1951 a I'Université Duquesne a Pittsburgh, en
Pennsylvanie Par T.J. Kealy et P.L.Paulson. Le bromure de cyclopentadiénylmagnésium
(CpMgBr) a été mis a réagir Avec du chlorure de fer (1) pour tenter de créer un fulvaléne.
Quand un complexe orange s'est formé a la place, les chimistes ont émis I'hypothése que le fer
était lie a un carbone dans chaque anneau (Werner, 2012 ; Brennan, 2010). Un an plus tard,
en 1952, G. Wilkinson et R. B. Woodward ont deduit correctement la structure sandwich
(Laszlo & Hoffmann, 2000). La structure sandwich unique du ferrocéne a d'abord été prédite
par spectroscopie infrarouge et par résonance magnetique nucléaire, puis confirmée par
cristallographie aux rayons X en 1954 (Behera, 2005). En fait, Wilkinson a partagé le prix
Nobel pour son travail En 1973 (Kauffman, 1983).

>

D

Figure 01 : La structure du ferrocéne proposée par Wilkinson et ses collaborateurs (Madani,
2012).

1.1.2. Définition

Le ferrocene est un composé organométallique de formule Fe(CsHs)2. 1l se présente sous

forme d’un solide orange avec une odeur caractéristique. Il fait partie de la famille des

métallocénes. Ils sont aussi appelés composés « sandwich » (Zerari, 2013).
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Figure 02 : Ferrocéne sous forme de poudre orange (Zayya et al., 2013).
1.1.3. Liaison et structure éléctronique du ferrocéne

La longueur moyenne de la liaison C-C dans les deux cycles pentadienyle du ferrocéne est
de 1.389 A, une valeur qui est trés proche de celle du benzéne (1.395A). En plus de la
longueur de liaison C-C dans les cycles pentadiényle qui est differente pour chaque
métallocéne, une autre liaison caractéristique de chaque métallocéne est celle de M-C. Pour le

ferrocéne, la longueur Fe-C est égale a 2.03A (Terki, 2007).

Le ferrocene est de loin le plus stable des metallocénes. L'atome de fer dans le ferrocene est
a l'état d'oxydation +2. Chaque cycle pentadienyle est donc chargé une fois négativement,
amenant le nombre d'électrons x a six sur chaque cycles. lls sont donc aromatiques. Ces douze
électrons -6 pour chaque cycle forment des liaisons covalentes avec le métal. Ajoutés aux six
électrons de la couche d du fer, le complexe complait a la regle des 18 électrons (Bioud &
Lassoued, 2015).

1.1.4. Proccessus chimique de synthése de ferrocene

L'acidité du cyclopentadiene est suffisante pour réagir avec I'nydroxyde de sodium dans le
DMSO et produire I'anion cyclopentadienyle. Le DMSO est un solvant dipolaire aprotique

exaltant la basicité de I'ion OH" en solvatant trés efficacement le contre-ion Na+.

@ SIS @
-
-H™*

Une amine suffisamment basiqgue comme le diéthylamine peut étre utilisée pour former

I'ion cyclopentadienyle a partir du cyclopentadiéne (Khalef, 2012).
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1.1.4.1. Reaction du cyclopentadiéne avec le chlorure ferreux

La réaction directe du cyclopentadiéne avec le chlorure ferreux en présence de
diéthylamine, peut étre adoptée pour synthétiser l'ion cyclopentadiényle a partir de
cyclopentadiene, et méme une diamine peut jouer le réle d'un accepteur de HCI (Bechki,
2012).

FeCl, + 2CsH, + 2R:N ——»  (CsH:),Fe + 2R;N'HCI

1.1.4.2. Reaction du cyclopentadiénnylthallium avec le chlorure ferreux

Le cyclopentadiennylthalliume peut étre utilisé également comme un produit de départ pour
la préparation du ferrocéne (Mahmoudi & Nemsi, 2009).

TiCsHs + FeCl, — (CsHs)2Fe + 2TiCl
CsHeg + TiOH — TiCsHs + H,O
1.1.4.3. Réaction du réactif de Grignard du cyclopentadiéne avec le chlorure ferreux

Le réactif de Grignard du cyclopentadiéne, intermédiaire facilement obtenu, a été utilisé par
Kealy et Pauson pour leur préparation historique du ferrocene. Cette technique a été

développee par Pauson en 1955.
2CsHsMgBr + FeCl, — (C5H5)2Fe + MgBr2 + MgCl

Le succés de cette méthode est due a la solubilité du chlorure ferrique dans les solvants
organiques. Aucune reaction ne se produit si I'nalogénure ferreux est insoluble dans le
solvant, mais des rendements éleves de ferrocene sont obtenus si I'ion ferreux est "solubilisé™
par chélation, comme dans le complexe d'acétylacetone-dipyridine. Dans la réaction de

Grignard, un exces du réactif est nécessaire (Bechki, 2012).
1.1.4.4. Réactivité
A. Réaction de substitution

L’atome de fer qui se lie avec les radicaux cyclopentadiényles, a une influence directe sur
les propriétés chimiques de ferrocene et sur le mécanisme de la substitution. On suppose que
les substitutions électrophiles se produisent selon un processus réactionnel général, au cours

duquel le groupement électrophile réagit d’abord avec I’atome de fer pour donner un
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intermédiaire cationique n-diénique. ce mécanisme explique pourquoi dans le cas des
substitutions électrophiles les réactivités relatives des différents dérivés du ferrocene vont de
pair avec la facilité d’oxydation de ’atome de fer (Hanzab & Houas, 2013).

B. Acylation

L’acylation du ferrocéne, selon Fridel et Crafts peut étre effectuée dans des conditions trés
douces avec, par exemple I’anhydride acétique contenant de 1’acide phosphorique comme
catalyseur conduit au mono-acétylferrocéne. Avec le chlorure d’aluminium comme catalyseur
on peut obtenir un bon rendement soit de mono soit du 1,1-diacétylferrocéne selon les
proportions de réactif employé (Bechki, 2012).

1.1.5. Propriétés de ferrocéne
1.1.5.1. Propriétés spectrales

A. Infrarouge

Le ferrocéne absorbe dans I’infrarouge a 3075 cm-1 équivalente a I'¢longation de la liaison
C-H aromatique, et a 811 et 1002 cm-1 équivalentes respectivement a la vibration de flexion
de C-H, et une a 1108 cm-1 équivalente a la vibration antisymétrique du cycle de
pentadienyle. Il présente aussi une absorption a 1411 cm-1 correspond a la vibration

d'éloignement antisymétrique de C-C du cyclopentadienyle (Abia, 2013).
B. Résonance magnétique
-RMN 1H

Le spectrale RMN 1H de la molécule de ferrocene est tres simple, il présente un seul pic
correspond aux dix protons de deux cycles de cyclopentadiényles a 4.15 ppm (Madani,
2012).

-RMN 13C

De méme le spectrale RMN 13C de la ferrocéne présente un seul pic a 68 ppm correspond

aux dix atomes de carbone de deux cycles de cyclopentadienyles (Madani, 2012).
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1.1.5.2. Les propriétés physico-chimique de ferrocéne

Le ferrocéne est un solide cristalin orange de masse molaire 186,04 g.mole-1, trés stable a
I'air avec un point de fusion de 173 °C et point d'ébullition 249°C. il possede un moment
dipolaire nul, ce qui explique sa solubilité dans une majorité de solvents organiques (Alavi,
2013 ; Khalef, 2014) (éthanol, dichlorométhane, cyclohexane), sa solubilité dans I’cau est
d'environ 0,1 mg/ml a 21°C, 100 mg/ml dans le DMSO a 19.5°C. Il est stable a haute
température, jusqu’a400°C (Henni, 2017).

A température ambiante, le ferrocene est le plus stable des métallocenes, d’une odeur de
camphre. Les études ont montré qu’il est sensible a l'exposition prolongée a l'air et a la
lumiére. Le ferrocéne forme avec l'acide nitrique dilué et l'acide sulfurique concentré des

solutions rouges foncées avec une fluorescence bleue (Khalef, 2014).
1.1.5.3. Propriétés electrochimiques

Beaucoup d'études et des analyses par des méthodes électrochimiques ont été effectuées sur
les propriétés oxydo-réductrices de ferrocéne. D’une maniére générale, le comportement
cathodique habituel de ferrocéne en milieux organiques tel que le dichlorométhane,
I’acétonitrile et le DMF peut étre décrit par une réduction réversible a un électron, conduisant

au ion ferrocérium (Bechki, 2012).

< <

> >

-+

Figure 03 : Oxydation mono électronigue réversible de la ferrocéne (Neghmouche et al.,
2010).

La réversibilité de la réaction d’oxydo-réduction a été démontrée par voltametrie cyclique,
les paramétres électrochimiques tirés de voltammogramme de ferrocéne montrent que le

processus d’oxydo-réduction se fait d’une facon rapide, réversible et monoélectronique

(Bechki, 2012).
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Figure 04 : Voltammogramme de ferrocéne enregistré sur une électrode de platine dans
’acétonirtile 10-3 M en présence de tétrabutylammoniumpairchlorate 10-1 M a v =100 mv/s
(Mahmoudi & Nemsi, 2009).

Les valeurs des paramétres électrochimiques tirées de voltamogramme de la figure 4 sont
regroupées dans le tableau 1. Ces valeurs renseignent sur les critéres de rapidité et de
réversibilité (Bechki, 2012).

Tableaux 01 : Valeurs caractéristiques des paramétres électrochimiques de ferrocéne
(Khalef, 2014).

Epa Ep. Ipa Ipc Ein AEp
(mV) (mV) (pnA/ecm) ( pA/cm2) (mV) (mV)
439 362 16.9 -16.69 380 77

1.1.6. Le dérivé N-Ferrocénylméthylaniline

Ce dérive obtenus solides est thermodynamiquement et thermiquement tres stable, il peut
étre recristallisé dans différents solvant organique pour produire des monocristaux (Khelef et

al., 2012).
1.1.6.1. Synthese de N-ferrocénylméthylaniline

La synthése de N-ferrocénylméthylaniline par le traitement du sel quaternaire avec un
exces d'aniline dans I'eau distillée, une température comprise entre 100 a 110°C en émergent

le réacteur dans un bain d'eau bouillante (Khelef et al., 2012).



Chapitre 1 Chimie de ferrocéne et de dérivé ferrocénique etudié

wmﬁ ©/\T’

H
H,0
100-110 °C

o ~

Figure 05 : Chemin reactionnel de dérivé N-Ferrocenylmethylaniline (Terki, 2007).
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Figure 06 : Structure chimique de dérive N-Ferrocénylméthylaniline (Khelef et al., 2012).

Les motifs ferrocényles conjugués au groupement aniline montrent également de haute
activité anticancéreuses (Gormen et al., 2010).

1.1.7. La Chimie médicinal de ferrocéne

Le ferrocene a attiré une attention particuliere car il offre des propriétés attrayantes telles
que la neutralité, la lipophilie, de bonnes propriétés redox, une stabilité chimique et une faible
toxicité. De nombreux composés ferrocéniques présentent une fascinante activité
antibactérienne, antifongique, cleavage d'ADN, cytotoxiques et activité antitumorale.
L'utilisation du ferrocene dans la chimie médicinale est un domaine de recherche vigoureux,
certains dérivés du ferrocene sont tres actifs dans les dosages in vitro et in vivo (Sansook,
2017).

1.1.7.1. L'activité antibactérienne

Depuis quelques décennies, la chimie du ferrocéne a eu un impact énorme dans de

nombreux applications tels que: les applications pharmaceutiques (fabrication des
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médicaments tels que: La Pénicilline, Céphalosporine, et Réfamycines), les applications
thérapeutiques, la lutte contre certaines bactéries. Une des premiéres applications dans ce
domaine, fut le développement de dérivés ferrocéniques d’antibiotiques (les ferrocenyl
pénicilline et ferrocényl-céphalosporine) par Edwards et ces collaborateurs pour lutter contre
certaines bactéries. Ces travaux ont été suivis par de nombreuses tentatives d’introduction du
ferrocene sur des antibiotiques, certains de ces composés ont montré une bonne activité et une

sélectivité pour les bactéries gram positif (Bioud & Lassoued, 2015).

1.1.7.2. L'activité antifongique

Les résultats d’évaluation de I’activité antifongique du 3-nitrophénylferrocéne contre deux
especes de levures pathogénes. D'aprés ces résultats, il a été révélé que le composé a des
activités antifongiques prometteuses contre deux souches de levures (Aspergillus niger,
Aspergillus flavus). Ces resultats suggérent que le composé avait des activités sélectives

contre les levures (Benabdesselam, 2017).

1.1.7.3. L'activite antioxydant

Les dérives du ferrocene contenant des atomes d'azote sont connus pour avoir in vitro une
capacité de piégeage des radicaux libres et une activité antioxydante. L'activité antioxydante
des dérivés de ferrocéne a d'abord été étudiée a la fin des années 1950, lorsque Acton et
Silverstein ont rapporté la synthése et I'évaluation antioxydant de certain nombre de
ferrocénecarboxyamides N-substitués et de dérivés de ferrocénylamine. Zhang et Liu ont
également étudie l'activité antioxydant des ferrocénylhydrazones et ont decouvert qu'ils
présentaient une activité antioxydante intéressante. Depuis lors, un grand nombre de
composés ferrocéniques ont été synthétisés et évalués en termes d'activité antioxydant
(Khelef & Lanez, 2015).

1.1.7.4. L'activité anti-cancéreux

Au cours de la derniére décennie, une révolution dans le traitement du cancer a été réalisée
par des chimistes organométalliques. De nombreux dérivés ferrocéniques donnent de bons
résultats en tant qu'agents antitumoraux, et certains d'entre eux font actuellement Il'objet

d'essais cliniques (Fouda et al., 2007).

L’application des dérives du ferrocéne dans la thérapeutique du cancer, est un domaine de

recherche actif, et de nombreux rapports ont démontré que certains composés ferrocéniques
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sont hautement cytotoxiques in vitro contre plusieurs lignées de cellules de cancer,
notamment du sein, de la prostate, du poumon, du colon et des cellules cancéreuses de la

leucémie. Cependant, seuls quelques- uns ont été testés in vivo (Bioud & Lassoued, 2015).

Les ferrocifenes sont les premieres molécules actives contre les certaines cellules

cancéreuses hormono-dépendantes et hormono-indépendantes (Sansook, 2017).

Plusieurs études ayant montrées que les dérives ferrocénique peuvent se lier a I'ADN par
modes d'interaction covalents et non covalent. L'activité anticancéreuse des dérivés du
ferrocene dépend de I'état d'oxydation du fer dans le fragment ferrocene, certains résultats

indiquant que le composé ferrocényle Fe (I1) est plus actif que le fer (111) (Chavain, 2008 ;
Monserrat, 2012).
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Chapitre 2 : L'acide désoxyribonucléique (ADN)

1.2.1. Histoire de la découvert de I'ADN

C’est en 1868 que commence I’histoire de la découverte de I’ADN lorsque le Suisse,
Friedrich Miescher, isole une substance riche en phosphore dans le noyau des cellules, qu'il
nommé nucléine (Dahm, 2007). Puis, en 1889, I'Allemand, Richard Altmann sépare & partir
de la nucléine des protéines et une substance acide, I'acide nucléique (Maillet, 2013). et en
1896, I'Allemand, Albrecht Kossel, découvre les 4 bases azotées (Burnstock &
Verkhratsky, 2012). Ce n’est que plus tard, en 1929, que le désoxyribose fut identifié¢ par
Phoebus Levene et Walter A. Jacobs. A partir de 1935, on parle alors d’acide
désoxyribonucléique (Cohen & Franklin, 1974). C’est en 1952 qu’Alfred Hershey et Martha
Chase confirment que I'ADN est le support de l'information génétique par une Ssérie
d’expériences (Hershey & Chase, 1952). puis il obtient le prix Nobel de physiologie et de
médecine en 1969 pour cette découverte qu’il partagea avec Salvador Luria et Max Delbriick
(Prado, 2011). A la méme époque, James Watson et Francis Crick découvrent la structure en
double hélice de I'ADN. Ils commencent par montrer que I’ADN a une structure hélicoidale.
Puis, ils s'attachent a élucider la structure de 'ADN. Cette découverte n‘aurait pu se faire sans
les clichés de diffraction aux rayons X effectués par Rosalind Franklin. J. Watson et F. Crick
recurent le prix Nobel de physiologie et de médecine en 1962 (Elkin, 2003). Ces découvertes
ont ouvert la voie a la biologie moléculaire et a la biochimie, domaine scientifique en pleine

expansion depuis (Prado, 2011).
1.2.2. Définition

L’acide désoxyribonucléique (ADN) est le grand architecte du développement de la vie sur
terre. Il s’agit d’une molécule présente dans les noyaux des cellules, des chloroplastes et des
mitochondries et qui porte la totalité de I’information génétique d’un individu. L'unité de base
de ’'information génétique est le gene, il s’agit d’un segment d’ADN qui pourra étre exprimé

sous la forme d’une macromolécule " la protéine " (Madonna, 2010).
1.2.3. Compositions et structure de I'ADN
1.2.3.1. Les compositions chimiques de I'ADN

Les acides nucléiques sont des polyméres dont I'unité de base est le nucléotide. Chaque

nucléotide est constitué d’un groupe phosphate (I’acide phosphorique HzPOs), d’un pentose

(D-désoxyribofuranose) et d’une base azotée.
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Les bases soit des bases puriques: I'adénine (6-aminopurine) et la guanine (2-amino-6-
oxypurine). Ou bien des bases pyrimidiques: la cytosine (2-oxy-4-aminopyrimidine) et la
thymine (2,4-dioxy-5-méthylpyrimidine) (Ahluwalia, 2009 ; Swynghedauw, 2008).
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Figure 07 : Le nucléotide (a gauche) et la structure moléculaire de 'ADN (Anonyme 2010).

1.2.3.2. La structure physique de I'’"ADN

La structure physique de I'ADN double Brins est déterminée par son caractére amphiphile.
Cela signifie gu'une partie de la chaine d’ADN (le squelette du phosphate) est hydrophile
alors que l'autre (les bases) est hydrophobe. Avec la flexibilité du squelette, ce caractére

amphiphile est une cause de la structure en double hélice (Klajner, 2011).
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Figure 08 : Structure physique de I'ADN (Klajner, 2011).
1.2.3.3. Les différents structures de I'ADN

Les deux brins de ’ADN forment une double hélice qui peut prendre plusieurs
conformations différentes:
- L’ADN B, qui est la forme la plus commune de I’ADN, et qui présente un grand et un petit
sillon.
- L’ADN A, qui correspond a la forme de I’ADN quand celui-ci est apparié a un ARN lors de
la transcription, ou lorsque I’on déshydrate la forme B de I’ADN.
- L’ADN Z, seule forme de ’ADN a posséder une hélice gauche, relativement rare dans

I’ADN et dont la fonction est encore floue (Weaver, 1942).
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Figure 09 : Conformations canoniques de I’ADN (Bihan, 2009).
1.2.4. Les roles biologiques de I'ADN
1.2.4.1. Transmission des caracteres héréditaires et de I'information génétique

Chaque noyau cellulaire eucaryote contient notre matériel héréditaire entier (’ADN). Une
des singularités de I'ADN est d'étre formé de deux brins "complémentaires™ et antiparalléles,
semblables a une photographie et son négatif. C'est la clé du mécanisme de son
dédoublement, ou réplication, qui se produit lors de la division cellulaire. Les deux brins
complémentaires se séparent alors, et le négatif de chaque brin est synthétisé, via le processus
de réplication. Cette derniere donne lieu a la formation de deux molécules d’ADN strictement
identiques a la molécule initiale. Cette réplication a lieu durant la phase S du cycle cellulaire.
La réplication de I’ADN est dite semi conservative, la nouvelle molécule contient une moitié
de la molécule parentale et une moitié nouvellement synthétisée. La vitesse de réplication de
I’ADN dans une cellule eucaryote est d’environ 50 paires de bases a la seconde. Il faut donc

plusieurs origines de réplication simultanées pour que la duplication de I’ADN se fasse en un

temps raisonnable (Chollat, 2006).
1.2.4.2. La synthése protéique

L'ADN est relativement inerte chimiquement. Aussi, les informations génétiques qu'il
contient sont continuellement déchiffrées par d'innombrables systemes protéiques sur la base
d'un code a quatre lettres (A, T, G, C). Certaines régions des génes, dites codantes, possedent
I'information nécessaire a la synthése des protéines, alors que d'autres régions dites non

codantes permettent la régulation de 1'expression des génes, via la fixation de protéines

régulatrices ayant une fonction répressive ou activatrice.
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Les génes sont situés dans le noyau alors que leur expression a lieu dans le cytoplasme.
Une molécule intermédiaire, 'ARN messager, permet cette translation (Bourdat, 2000).

La synthése d'une chaine polypeptidique comprend les étapes successives d'initiation,
d'élongation, et de terminaison. L'initiation début par la mise en place d'une petite sous-unités
ribosomales, d'un ARNt porteur d'un premiére acide aminé, puis de la grosse sous-unités
ribosomale. L'élongation s'effectue en trois temps : association codon-anticodon (ARNm-
ARNL), puis formation d'une liaison peptidique avec l'acide aminé précédent. Enfin, la
translocation du ribosome permet de décaler ce dernier sur I'ARNm de la longueur d'un
codon. Un nouvel ARNLt peut alors apporter son acide aminé. Lorsque le ribosome arrive a
I'un des codons signifiant l'arrét de la traduction, il se détache du messager, libérant ainsi une
proteine compléte (Muller, 2002).

1.2.5. Les propriétés de ADN
1.2.5.1. La solubilite

Les groupements phosphate donnent un caractére acide a ses acides nucléiques. De ce fait,

ils sont solubles dans I'eau en formant des solutions visqueuses.

Une forte concentration saline (NaCl 0,15M) empéche la séparation des deux brins de
I'ADN (Na* neutralise les charges négatives des groupements phosphates). On obtient la
formation de sel d'’ADN qui peuvent étre précipités par I'éthanol, I'isopropanol (diminution de

I'hnydratation des molécules et précipitation).
Ils sont récupérés sous forme d'un long filament translucide (méduse) (Amarani, 2017).
1.2.5.2. L'instabilité chimique de I'ADN

Les acides nucléiques se décomposent spontanément en solution. De plus, la présence du
2-desoxyribose rend les liaisons N-glycosidiques particulierement sensibles a I'nydrolyse,
notamment celles des purines qui sont vingt fois plus instables que celles des pyrimidines.
Par ailleurs, les fonctions amine exocycliques des bases peuvent étre sujettes, a température
et pH physiologiques, a des réactions d'hydrolyse. La cytosine est la base la plus sensible a
cette réaction de désamination, elle est alors convertie en uracile. La désamination des bases
puriques existe également mais est beaucoup moins rapide que celle de la cytosine; l'adénine
et la guanine sont alors respectivement transformées en hypoxanthine et en xanthine. La

structure en double hélice de I'ADN assure une bonne protection contre ces réactions et par
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conséquent la fréquence de celles-ci est relativement faible dans I'ADN double brin.
Cependant, la présence de ces lésions peut avoir des consequences déléteres pour la cellule
car l'appariement des bases désaminées est différent de celui des bases normales et la

réplication des bases induit des mutations (Rapin, 2006).
1.2.5.3. L'absorption de la lumiere Ultra-Violette (UV)

Les acides nucléiques absorbent la lumiéere ultra-violette (UV) & une longueur d'onde
comprise entre 254 et 260 nm. en raison de l'interaction entre la lumiére ultraviolette et le

cycle des molécules de purine et de pyrimidine.

N'importe quelle molécule contenant une base azotée (c'est-a-dire des nucléotides) peut
donc étre analysée par lumiére ultraviolette. Cette technique est particulierement important

pour localiser, isoler et caractériser les acides nucléiques ( William et al., 2006).
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Figure 10 : Représentation de I’absorption de la lumiére transmise en fonction des longueurs

d’onde représentée en abscisse (Chennouf, 2011).
1.2.5.4. Dénaturation de I'ADN (Fusion de I'ADN)

L’hybridation est régie par la température de fusion (Tm) des acides nucléiques. C’est la
température a laquelle 50 % des doubles hélices sont dissociées. La méthode la plus simple
pour suivre la dénaturation a partir de 1’état natif consiste a déterminer 1’évolution du spectre
d’absorbance des UV par la solution d’ADN (Ka&stner, 2011).

Pendant la dénaturation, la séparation des deux chaines entraine un accroissement
d’absorbance d’environ 27%, c’est ’effet d’hyperchromicité qui provient de la rupture des
interactions entre les bases. A 260 nm, ’absorbance de I’ADN simple brin est supérieure a

celle de I’ADN double brin car les bases qui ne sont plus ordonnées dans des plans paralleles

ne se masquent plus les unes les autres (Laisné, 2011).
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v' Le pH est aussi important, aux pH extrémes, ’ADN est dénaturé. A température
ambiante, on utilise souvent le NaOH pour dénaturer I’ADN.

v Certains composés tels que la formamide ou l'urée abaissent le Tm. Ces composés
forment des liaisons H avec les bases et donc entrent en compétition avec les liaisons
interbases (Chennouf, 2011).
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Figure 11 : Détermination de la température de fusion par la mesure d’absorbance d’une
solution d’ADN double brin a différentes température et mise en évidence du caractére

coopératif de la réaction (Laisné, 2011).

1.2.6. Le stress oxydative et dommage de I'’"ADN
1.2.6.1. Définition de stress oxydative

Dans les systemes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d'un déséquilibre entre
la production des radicaux libres et la destruction par des systémes de défenses antioxydantes
(Kirschvink et al., 2008), ce qui conduit a des dégats cellulaires irréversibles par les radicaux
libres qui peuvent engendrer des dommages importants sur la structure et le métabolisme
cellulaire en dégradant de nombreuses cibles: protéines, lipides et acide nucléiques (Azzi &
Hamida, 2016).

1.2.6.2. Définition des radicaux libres

Un radical libre se défini comme tout atome, groupe d'atome ou molécule possédant un

électron non apparié (célibataire) sur leur orbitale externe. 1l s'agit d'espéces chimiques trés
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réactives qui cherchent dans leur environnement un électron pour s'apparier (c'est-a-dire pour
former une liaison chimique) (Jadot, 1994). Les radicaux libres peuvent étre produit d'origine
exogene (UV, radiation ionisantes, xénobiotiques, ozone, etc.) (Ghaffour, 2015) ou par des

processus cellulaire normaux: la respiration mitochondriale (Hechifa & Merad, 2016).

Dans les cellules, On peut distinguer les radicaux primaires (radical) qui jouent un role
particulier en physiologie (Favier, 2003). Les autres, dits radicaux secondaires (non
radicalaire) tels peroxyde d’hydrogéne (H20>) et le peroxynitrite (ONOQO") qui generent & la
suite de l'action oxydante de radicaux libre oxygénés "primaire” (Gharbi & Zeghib, 2016).
Ces radicaux primaires dérivent de l'oxygene par des réductions a un électron tels l'anion
superoxyde 02" et le radical hydroxyle OH", ou de l'azote tel le monoxyde d'azote NOe
(Favier, 2003).

1.2.6.3. Dommage de I'’ADN par le stress oxydatif

Les dommages oxydatifs a I'ADN peut étre le plus dangereux pour la cellule car il affecte
le cycle cellulaire et conduit a des mutations et le cancer. L'oxydation de la guanine par le
radical hydroxyle (OH®) a 8-hydroxy-2-désoxyguanosine (8-OHdG), qui a finalement conduit
a GC — TA transversions lors de la réplication de 'ADN (Abbas & Djermoun, 2015).
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HOS *———H,0 -’“\ )

L |
électron

Effet indirect

électron

Effet direct

Figure 12 : Les effets directs et indirects des rayonnements. Les rayonnements entrainent une

réaction d’ionisation de la matiére a 1’origine des effets sur I’ ADN (Hontaas, 2014).
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Le cancer se développe suite a I'accumulation de plusieurs mutations, au fil du temps,
dans une méme cellule. A chaque stade, les cellules mutées continuent de se diviser, pour

former une masse appelée tumeur cancéreuse (Catherine, 2008).

Cancer agent

4

initiation

Figure 13 : Mécanisme des étapes d'apparition et du developpement de cancer
(Despax, 2014).

1.2.7. Le cancer en tant que contexte de recherche
1.2.7.1. Définition

Le cancer ou néoplasie est une maladie caractérisee par une prolifération anormale
indiquant une multiplication cellulaire qui ne vise aucun but utile, et qui n'est pas contrélee

par les lois de la croissance normale ou homeostasie.

Les mécanismes normaux qui régulent la croissance et la division cellulaire ne
fonctionnent plus. 11 en résulte une suppression des limites normalement imposées au nombre

de division cellulaire (Houali & Lahcene, 2014).
1.2.7.2. Les caractéristiques des cellules cancéreuses

La cellule cancéreuse va au cours de son développement acqueérir une série de capacités
que ne possédent pas les cellules normales. En 2000, Weinberg etHanahan ont suggeéré que

I’apparition de cellules cancéreuses passe par I’acquisition d’au moins six propriétés

(Hanahan & Weinberg, 2011).

v' Indépendance vis-a-vis des signaux stimulant la prolifération .

v Insensibilité aux signaux inhibiteurs de la prolifération cellulaire.

v' Abolition de I’apoptose ou mort cellulaire programmée.

v’ Capacité proliférative illimitée: Les cellules tumorales continuent de se diviser sans limite
visible grace a Iactivité de la télomérase qui est fortement active dans toutes les cellules

cancéreuses.
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v' Capacité de susciter I’angiogenése: puisque les cellules tumorales ont un besoin important
en oxygene et en nutriments pour survivre.

v Acquisition d’un pouvoir invasif: les cellules tumorales sont capables de passer a
I’intérieur d’un vaisseau sanguin afin d’étre transportées dans un autre organe ou elles

vont générer une seconde tumeur (Teniou, 2012).

1.2.8. Le traitement
Les principaux moyens pour traiter un cancer sont :
1.2.8.1. La chirurgie

La chirurgie est un traitement locorégional qui permet d’extraire les tumeurs les plus
importantes. Ce traitement est en général préconisé pour le cas des tumeurs solides, non
métastatiques. Néanmoins, elle ne peut eliminer toutes les cellules cancéreuses et doit étre
souvent assistée de traitements complémentaires tels que la radiothérapie ou la
chimiothérapie (Lecerf, 2015).

1.2.8.2. La radiothérapie

La radiothérapie est un traitement loco-régional du cancer. Elle peut-étre utilisée seule ou
en association avec des autres techniques telles que la chirurgie ou la chimiothérapie et reste
peu mutilante. La radiothérapie peut étre curative et participe a la guérison de 40% des
cancers, elle peut étre aussi palliative afin de diminuer les douleurs ou les symptémes du
cancer. Lorsqu’elle est utilisée en pré-opératoire elle permet de diminuer la taille d’une
tumeur tandis qu’en post opératoire la radiothérapie est utilisée pour détruire les cellules

cancéreuses qui ont pu rester apres I’intervention (Hontaas, 2014).
1.2.8.3. L'hormonotherapie

Certaines cellules cancéreuses sont stimulées par des hormones. Ainsi, I’hormonothérapie
peut aider a contréler et a guérir le cancer hormono-dépendants. Elle vise souvent a réduire le
taux de certaines hormones dans le corps, ou a empécher la tumeur d’utiliser ces hormones
pour croitre.

L’hormonothérapie consiste ainsi a bloquer les hormones pour qu’elles cessent de stimuler
le cancer. Ce traitement peut également étre prescrit en cas d’échec ou d’insuffisance d’un
traitement local (prostatectomie, radiothérapie ou curiethérapie) ou en association a ces

mémes traitements. Il est généralement donné sur le long terme (a vie) ou de maniére
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intermittente (pour diminuer I’intensité et la fréquence des effets secondaires) ou de maniére

temporaire (lorsqu’il est associé a un autre traitement) (Zozaya, 2011).
1.2.8.4. L'immunothérapie

Le but de l'immunothérapie est d'amplifier une réponse immunitaire anti-tumorale et de
détourner les mécanismes d'échappement de ces derniéres a la réponse immunitaire. Les
anticorps monoclonaux humanisés semblent constituer des pistes prometteuses. Quelques-uns
sont en cours d’évaluation. Il est a souligner qu’aprés une guérison d’un cancer du sein, il est
indispensable que la patiente soit suivie régulierement, car il y a toujours un risque de

récidive, d’ou I’intérét de maintenir la surveillance (Dallagi, 2010).

1.2.8.5. La chimiothérapie

Les traitements par chimiothérapie consistent a injecter, le plus souvent par voie
intraveineuse, des agents anticancereux. Ceux-ci tuent les cellules cancéreuses en agissant sur
I’ADN, sur ’ARN ou sur les protéines des cellules, pour bloquer certaines étapes de la
division cellulaire.

Ce domaine est celui qui nous intéresse plus particulierement car les analogues de
nucléosides peuvent étre incorporés dans I'ADN modifiant ainsi le métabolisme cellulaire
(Guillarme, 2002).

1.2.9. L'ADN une cible biologique de choix dans le traitement de cancer

Les agents chimiques sont nécessaires pour bloquer la réplication de 'ADN dans le noyau
cellulaire. Ainsi, I'étude de l'association de molécules chimiques avec la double-hélice permet
de mieux comprendre le mode daction des drogues afin d'en améliorer leur efficacité
(Despax, 2014).

1.2.9.1. Interaction covalente avec ’ADN (Les agents alkylants)

Les agents alkylants sont des molécules capables de fixer un groupement alkyle sur une
autre molécule. Les composants de I'ADN posséde un fort pouvoir nucléophile du fait de son
amine primaire et peut tres facilement réagir avec un agent alkylant qui est une molécule tres
électrophile (Madonna, 2010). Parmi ces composants cellulaires, les cibles principales sont
les atomes d’azote des bases purines et pyrimidines de ’ADN, c’est a dire les atomes N7 et

N1 de I’adénine, N3 de la cystéine et N7 de la guanine (Bouameur & Rouabah, 2015).
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Les liaisons chimiques fortes créées et les cassures du brin d’ADN vont alors empécher une
division mitotique normale, les mécanismes de réparation ne sont généralement pas capable
de réparer les importants dégats causés par les agents alkylants ce qui entraine la mort
cellulaire (Madonna, 2010).
1.2.9.2. Interaction non covalente

A. Liaison d’intercalation

La flexibilité conformationnelle inhérente a I'ADN est bien reflétée dans le processus
d'intercalation, dont le postulat de base est qu'un systeme de noyau aromatique ou
hétéroaromatique planaire est inséré entre des paires de bases adjacentes d'une molécule
d'ADN sans perturber le schéma général d'empilement. Lors de la liaison d'un intercalaire, la
séparation verticale entre les paires de bases est augmentée et la double hélice est
partiellement déroulée (Gago, 1998). les seules forces connues qui soutiennent la stabilité du
complexe ADN-intercalant sont les forces de van der Waals, de liaison hydrogéne,
hydrophobes et / ou de transfert de charge. ils sont utilisés dans le traitement chimio-
thérapeutique pour inhiber la réplication de I'ADN dans les cellules cancéreuses (Sirajuddin
et al., 2013).

B. Groove binding

Certains petits composés se lient a la petite sillon de I'ADN. lls possédent plusieurs cycles
aromatiques, tels que le pyrrole, le furane ou benzene en favorisant ainsi les interactions de
van der Waals. De plus, ces médicaments peuvent former des liaisons hydrogéne avec les
bases, generalement avec N3 d'adénine et O2 de thymine. ces interactions sont spécifique des
régions riche en AT (Sirajuddin et al., 2013).

1.2.9.3. Interactions électrostatiques

Le squelette phosphatidique de I’helice de 'ADN chargé négativement peu interagir avec
les molécules organométalliques chargées positivement par des interactions coulombiennes ou

par une liaison phosphate-oxygene (Despax, 2014).
1.2.9.4. Les agents dégradant I'ADN

Certains agents induisent une fragmentation de I'ADN. On peut citer le cas des
bléomycines, substances naturelles issues de Streptomyces verticillus. Ces composés sont

respensables de coupures dans la séquence nucléotidique et d'une accumulation des cellules

en phase G2 du cycle cellulaire (Pottier, 2003).
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L'étude de liaison des dérivés des ferrocénes a I'ADN peuvent étre détectées par des
nombreuses techniques: la spectroscopie UV-vis, les méthodes voltammétriques. Aussi in

silico par I'amarrage moléculaire (Shafaqat et al., 2013). c'est dans de ce contexte, que notre

travail ce réalisera.
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Chapitre 03 : Contexte théorique des différentes techniques expérimentales utilisées

1.3.1. L'amarrage moléculaire

La premiére problématique de la biologie structurale est le repliement des macromolécules
dans une structure tridimensionnelle biologiquement active. La compréhension de la
communication moléculaire pour échanger des informations, s’activer ou s’inhiber est la
seconde problématique, enjeu majeur de la biologie intégrée (Brut, 2009). l'amarrage

moléculaire (ou le docking moléculaire) est I'un des outils qui conféere a résolu ces problemes.
1.3.1.1. Principe

Le docking est utilisé pour prédire la structure du complexe intermoléculaire résultant
de I’association entre au moins deux molécules. Il permet aussi de connaitre la fagon dont un
ligand (petite molécule) interagisse avec un récepteur (macromolécule) et de calculer
I'énergie de liaison entre eux. Il permet aussi de déterminer quel ligand candidat interagira le

mieux avec un recepteur cible (Asses, 2011 ; Lanez, 2016).
1.3.1.2. Les étapes de docking
Le processus du docking est itératif et chaque passe de calcule s‘articule en deux étapes:
A. Le Docking

Est I’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le site actif de la molécule et a
échantillonner les conformations, positions et orientations (poses) possibles, en ne retenant
que celles qui représentent les modes d’interactions les plus favorables. Les logiciels de
docking sont donc des outils tres utiles en biologie, pharmacie et médecine, car la plupart des
principes actifs sont de petites molécules (ligand) qui interagissent avec une cible biologique
d’intérét thérapeutique (EL Hadj, 2016 ; LANEZ, 2016).

B. Le Scoring

Est un méthodes mathématiques pour le classement, utilisées pour estimer la puissance
d'interaction et l'affinité de liaison entre deux molécules et de donner un score aux poses
obtenues lors de la phase de docking. Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi
toutes celles proposes (EL Hadj, 2016 ; LANEZ, 2016).
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ligand
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Figure 14 : Les étapes de docking moléculaire (EL Hadj, 2016).

Différentes méthodes d’¢tude expérimentale telle que la voltamétrie cyclique et la
spectroscopie é€lectronique permettent généralement d’étudier les interactions récepteur-
ligand et de déterminer I’énergie de liaison, mais pour comprendre comment un récepteur
interagisse avec un ligand il faut faire appelle a des méthodes prédictives procédant par

simulation, complémentaires a ces approches expéerimentales (Lanez, 2016).
1.3.1.3. Les différents types d’amarrage moléculaire

Il existe trois grands types de docking moléculaire. Le docking rigide consiste a obtenir la
conformation préférentielle d’un systeme récepteur-ligand en considérant que chacune des
deux molécules conserve une géomeétrie interne fixe. Dans ce cas, la relaxation de la
géométrie interne de chaque entité, en interaction dans le complexe, n’est pas prise en compte.
Cependant, il est tout a fait concevable que les structures de récepteur et du ligand soient
modifiées durant le processus de docking moléculaire afin d’optimiser au mieux I’interaction
entre les deux entités. On parle, dans ce cas, de docking flexible et le dérniere type le docking
semi-flexible . sont employés pour construire de facon incrémentielle le ligand au sein du site
actif du récepteur. L’espace des conformations du ligand est alors restreint au voisinage d’un

ensemble initial d’états simplifiés (Teniou, 2011 ; Asses, 2011 ; Chaouech, 2014).

1.3.1.4. Modélisation du potentiel énergétique

Pour calculer I’énergie libre du complexe ligand-récepteur, Autodock utilise les termes
d’un champ de force traditionnel auxquels sont ajoutés deux termes liés a I’entropie.

L’énergie est donnée par la relation suivante :

AG= AGviw +*AGhhond + AGelec TAGtor +AGsol

AGuvqw , représente 1’énergie de dispersion / répulsion des atomes,
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AGhbond , représente I’énergie des liaisons d’hydrogene,

AGelec , représente 1’énergie des interactions électrostatiques,

AGtor , est un terme qui traduit I’augmentation d’énergie du systéme due a la restriction des
rotors libres du ligand et a la restriction des rotations et translations du ligand lors de la
complexation au récepteur,

AGsol , est un autre terme lié a I’entropie qui décrit les variations d’énergie du systéme

lors de la désolvatation du ligand au moment de la complexation au récepteur.

Le passage par une relation empirique de type QSAR est nécessaire pour relier la
structure des complexes et ’énergie libre de liaison. Le modele empirique utilisé dans
AUTODOCK est une régression linéaire multiple des différents termes de I’équation
d’énergie libre. Chaque terme est ainsi pondéré par un coefficient dérivé d’un jeu
étendu de complexes récepteur-inhibiteur pour lesquels la constante d’inhibition Ki est
connue. La relation entre la constante d’inhibition et 1’énergie libre de liaison est
donnée par 1’équation suivante:

AG=-RT In Ki
ou R est la constante des gaz parfaits et T la température absolue (Fortuné, 2006 ; Lanez,
2016).

1.3.2. Le spectroscopie UV-visible

La spectroscopie d’absorption ultra-violette visible est a la fois une méthode d’analyse
quantitative et qualitative. Elle est essentiecllement fondée sur le phénoméne d’absorption
d’énergie lumineuse par une substance. les spectres U.V visible provenant des excitations
électroniques sont obtenus a partir des composés qui contiennent des liaisons multiples et

conjuguées, ils correspondent a des spectres d’émission ou d’absorption (Touri, 2012).

1.3.2.1. Principe

L’absorption d’énergie lumineuse par des composés dans la région UV-visible correspond a
des transitions des électrons d’orbitales de I’état fondamental vers des orbitales d’un état
excité d’énergie supérieure (Touri, 2012).
1.3.2.2. La loi de beer lambert

A une longueur d’onde spécifique pour substance donnée, il y a un rapport entre
I’absorbance A, le nombre de molécules (la concentration) c, la longueur du chemin traversé |

appelé aussi le trajet optique (I’épaisseur de 1’échantillon) exprimée en cm, et une constante
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appelée le coefficient d’extinction spécifique qui indique ’intensité de 1’absorption. Ce
dernier dépend de la maniére dont est exprimée la concentration. Si la concentration est
exprimée en g/l, € est appelé coefficient d’extinction spécifique. Si la concentration est
exprimée en mol/l, € est appelé coefficient d’extinction molaire (I’absorptivité molaire)
(Mouafki, 2015).

Cependant cette loi est définie par 1’équation suivante :
Log(lo/l) = &.l.c

Cette loi exprime le fait que la diminution de I’intensité lumineuse est proportionnelle au

nombre de particules qui s’absorbent (Bennamia, 2015).
1.3.3. Le méthode d’analyse électrochimique
1.3.3.1. La voltammetrie cyclique

La voltampérométrie cyclique est la technique la plus utilisée pour acquérir de I'information
a propos des réactions electrochimiques. La puissance de cette technique provient du fait
qu'elle permet, par exemple, d'obtenir rapidement des informations sur la thermodynamique
des processus rédox et sur la cinétique des systemes électrochimiques. Elle est basée sur un
balayage linéaire aller-retour du potentiel, permettant ainsi le tracé des courbes i = f (E) pour

I’oxydation et la réduction d’un composé (Bouaoud, 2014).
1.3.3.2. Le loi de nernest

Elle s’applique pour un couple redox unique (Ox/Red) présent dans 1’électrolyte et dont

I’équilibre électrochimique entre les deux espéces s’écrit :
Ox + ne” = Réd
A 1’équation de Nernst relie le potentiel standard (E°) du couple redox mis en jeu avec le

potentiel d’équilibre de I’électrode (E) et les activités des espéces respectives :

o . RT ox :
E¢q = E° + Eln (a—) (Chatillon, 2013)

dRed

Avec :
E° : le potentiel standard du couple Ox/Red.
R : la constante des gaz parfaits (R= 8,314 J.K-1.mol-1).
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F : constante de Faraday (9,65.104 C/mol).
T : température absolue (en K).
N : nombre d’électron.

aox et ared les activités des especes Ox et Red en solution.

Si la force ionique de la solution reste inchangée au cours de I'expérience et que les composés

se comportent idéalement en solution. L'équation devient :

RT Cox
E¢q = E° + —In ( )
nF CRed
Cox et Cred les concentrations des especes Ox et Red en solution.
La relation de Nernst, a 25°C, s’écrit alors :
_ po 0.059 [ox] .
Ee, = E° + “Zlog (—[Red]) (Madani, 2012)

1.3.3.3 Le principe de voltammeétrie cyclique

Le principe de la voltammétrie cyclique consiste a faire balayer le potentiel d’une fagon
cyclique: c’est-a-dire le balayage s’effectue vers les potentiels cathodiques en réalisant une

réduction, puis on inverse le sens pour realiser une oxydation (Mouats, 2010).

La détermination expérimentale de la relation entre le courant et le potentiel d’électrode se

traduit par I’obtention des figures appelées voltamogrammes (Moulay, 2012).
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Figure 15 : L’allure générale de la courbe voltampérométrique et ces grandeurs

caractéristiques (Lanez, 2016).

Ipa, Ipc : courants de pic anodique et cathodique.

Epa, Epc : potentiels de pic anodique et cathodique (Bouzidi, 2011).
Les coordonnées (Ep, ip) du pic de voltammeétrie donnent des indications sur :

v Le mécanisme de la réaction électrochimique
v’ La concentration des especes

La courbe enregistrée lors d’une expérience de voltampérométrie cyclique présente I’allure
d’un pic et non d’une vague. L’observation d’'un maximum trouve son origine dans
I’établissement d’une couche de diffusion pénétrant ensuite dans le volume de la solution. En
effet, arrivée a une valeur de potentiel EP, pour laquelle le transfert de masse est maximal,
I’intensité du courant évolue selon ti car le transfert de masse ne parvient plus & compenser

la consommation de substance électroactive a la surface de I’électrode (Moulay, 2012)
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I1.1. Matériels et méthodes
11.1.1. Matériels

Dans la présente étude les paramétres ont été réalisés au niveau de laboratoire de recherche:
de la Valorisation et Technologie des Ressources Sahariennes (VTRS) au faculté de science et
technologie a l'université Echahid Hamma Lakhdar El-oued. Et le laboratoire pedagogique de
la faculté de science de la nature et de la vie de la méme université. Les analyses sanguines
ont été effectuées au niveau du laboratoire d'analyse médicales de I'ndpital Ben Amor Djilani
et le laboratoire d'el-Madjed. L'étude histologique ont été effectué au niveau laboratoire Ben
Bordi de la méme wilaya.

11.1.1.1. Les matériels d'études
A. Les logiciels bioinformatiques
Notre étude in silico a été réalisé avec les deux logiciels suivantes :

v" AutoDock 4.2.6. v" Gaussian 09.

B. Les produits chimiques

Les produits chimiques utilisés dans notre travail sont regroupes dans I'annexe (Tab. 02).

C. Les matériels biologiques

-Le sang

v" Pour l'extraction de I'ADN, nous avons utilisé le sang du poulet qui est conservé
directement dans la glace avant le début de manipulation.

v Le sang prélever a partir des rattes est utilisé pour les analyses biochimiques.

-Les organes des rattes
Les organes des rattes sont utilisés pour les analyses histologiques et les parametres de

stress oxydative.

-Les matériels microbiologiques

L’activité antibactérienne du FMA a été testée vis-a-vis cinq souches cibles pathogénes
référencier responsables de certaines maladies infectieuses graves qui nous ont été fourni par
le laboratoire de biologie de I'université Echahide hamma lakhdar d'el-Oued.

e Les bactéries GRAM (+)
v' Listeria innocua CLIP 74915
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e Les bactéries GRAM (-)

Escherichia coli ATCC 25922

Salmonella entericassp. Arizonae CIP 81-3
Pseudomonas aeruginosa 27853

Klepsilla pneumoniae ATCC 700603

- Les Globules rouges

v
v
v
v

Pour le test de cytotoxicité, nous avons utilisé un modele universel de cellules animales, les
globules rouges humain provenant d'un donneur unique sain.

-Les animaux

L’étude in vivo a été réalisée sur vingt souris femelles, de type Wistar albinos dont le poids
est varie entre 140 a 150 g.
Matériels de laboratoire

Les Matériels utilisés dans notre travail sont regroupés dans l'annex (Tab. 03).
11.1.2. Méthodes

11.1.2.1. La synthese de la dérivé N-ferrocénylméthylaniline

On introduit une quantité de (40 g, 0.104 mol) d'iodure de ferrocénylméthyltriméthyl-
ammonium et une solution de (55.6 9,0.597 mol) d'aniline et 600 ml d'eau distillée dans un
tricol de 1 litre muni d'un réfrigérant, d'un agitateur magnetique et adapté a un courant d'azote
continu. On agite le mélange pendant 2 heures a une température de 100 a 110 °C. On extrait
le produit avec le toluéne, aprés que 1’on refroidisse. On évapore la phase organique séchée
sur MgSO4 pour donner un résidu marron-orange. Puis, on recristallise ce dernier en utilisant
un mélange éthanol-eau, ce qui donne (20.09 g, 69 mmole) de cristaux jaunes de
ferrocénylméthylaniline, avec un rendement total de 66% (Lit : 70 %). Le point d'ébullition
est de 85-86 °C (Lit : 85- 85.5 C°). La synthese de N-ferrocenylméthyl aniline est réalisée par
le traitement du sel quaternaire avec un exces d'aniline dans I'eau distillée, une température
comprise entre 100 a 110°C en émergent le réacteur dans un bain d'eau bouillante (Khelef,
2012).
11.1.2.2. Etude in silico

A. Préparation de ADN

Dans notre étude nous avons utilisé I’ADN disponible dans la PDB (code : 1BNA), la
molécule d’ADN a été téléchargé au format pdb.
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Figure 16 : Structure d’ADN d'un dodécameére (Drew et al.,1981).

La longueur de cette structure est de 12 nucléotides. Dont, la succession nucléotidique pour
les chaines A et B comme suivant :
Chaine A: DNA (5-D (*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3")
Chaine B: DNA (5'-D (*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3')

B. Préparation du dérive ferrocenique

La structure de dérivé ferrocénique a été preparée et optimisée avec le logiciel Gaussian 09,

puis elle est enregistrée sous format pdb.
C. Processus le logiciel AutoDockTools

Pour utiliser ce logiciel, doit réaliser les commandes suivantes :
v" File — Preferences — Set puis taper ’ADT *’ dans le “’Startup Directory*’ et cliquer sur
“’Make Default®’ en suite cliquer sur “’Set*’.
En général logiciel AutoDock comprend six étapes majeures:
-Préparation de ’accepteur
Cette étape est réalisée grace aux commandes suivantes:
File — Read Molecule — select IBNA.pdb
Edit — Delete Water
Edit — Hydrogens — Add — polar only
Edit — Hydrogens — Merge Non-Polar

AN NN N

Edit — Charges — add Kollman charges
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-Chargement de récepteur et du ligand
Cette étape est réalisée grace aux commandes suivantes:

v Ligand — Input — Open — ligand.pdb

v Ligand — Torsion Tree — Detect Root

v" Output — Save as pdbgt

-Configuration des parameétres de I’AutoGrid

Cette étape est réalisée grace aux commandes suivantes:
Grid — Macromolecule — Choose — select IBNA—écrie 1BNApre.pdbqt —enregistrer
Grid — Set Map Types — Choose Ligand — select Ligand
Grid-Grid Box-Set number of points in X, y and z-dimension to 90 and set Spacing
(angstrom) to 0.200

D N N NN

v' Grid — Output — Save GPF — écrie grid.gpf — enregistrer

-Exécution de ’AutoGrid
Cette étape est réalisée grace aux commandes suivantes:

v" Run — AutoGrid

-Exécution de I’AutoDock

Cette étape est réalisée grace aux commandes suivantes:
Doking — Macromolecule — Rigid Filname — select 1BNApre.pdbqt
Docking — Ligand — Choose — select Ligand

Docking — Search Parametres — Genitic Algorithm — set Number of GA Runs to 25

DN N NN

Docking — Output — Lamarckian GA (4.2) — save output as dock.dpf
v" Run — Autodock
-Analyse des résultats
Cette étape est réalisée grace aux commandes suivantes:
v" Analyse — Docking — Open — fichier dock.dlg
v" Analyse — Macromolecule — Open

v" Analyze — Conformation — Play, Ranked by energy —& analyze interactions.

11.1.2.3. Etude in vitro
A. Extraction de I'ADN génomique

L’extraction de I’ADN se fait par la technique du relargage des protéines a force ionique

élevée : la technique de salting-out (Technique au chlorure de sodium saturé). Elle a été
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réalisée a partir de prélévement du sang de poulet dans des tube a EDTA puis elle est

conservé directement dans la glace (Adaika, 2016).
B. Extraction des acides nucléiques a partir du sang total

Les leucocytes sanguins représentent la source majeure d’ADN. De trés nombreux procédés
d'extraction des acides nucléiques ont éte décrits, et des kits sont actuellement proposés par un
certain nombre d'industriels. Dans la grande majorité des cas, la technique d’extraction des
acides nucléiques doit étre adaptée a 1’échantillon, a la nature du génome, au nombre de
copies et des méthodes de biologie moléculaire et électrochimique utilisées ultérieurement
(Adaika, 2016).

-Séparation des leucocytes par hémolyse

L’hémolyse du sang consiste en I’isolement de leucocytes du sang total par une lyse
hypotonique des globules rouges. Le sang prélevé est traité selon les étapes suivantes: -
Ajouter 1volume de solution de lyse des globules rouges par 1 volume de sang (1:1), incuber
de 20 4 30 min a 4°C.

v’ Centrifuger a 1500 trs pendant 15 min a 4°C.

v Enlever le surnageant.

v Ajouter 1ml de tampon de lyse des globules rouges au culot, bien agiter par vortex et
incuber 20 min a 4°C.
Centrifuger dans les mémes conditions, que précédemment.

Eliminer le surnageant et recueillir le culot.

Sur ce culot, la méme opération est effectuée une autre fois.

DN N NN

A la fin, laisser les tubes sécher 5 min a température ambiante. Au dernier lavage, le culot
doit étre bien blanc et débarrass¢ de toute trace d’hémoglobine. Le culot obtenu des

leucocytes est utilisé pour 1’extraction de I’ADN (Adaika, 2016).
-Extraction de I'ADN
Elle se fait en plusieurs étapes distincts:

e Lyse des leucocytes
v Ajouter au culot 2 ml de solution de lyse de GB et vortexer.
v Ajouter 150 pl de SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 20% pour détruire la membrane.
v" Incuber Iextrait a 55°C pendant 1 h 30 sous agitation.
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e Précipitation des protéines
Un volume de 3ml de NaCl a 6M a été ajouté a I’extrait apres le refroidissement; La
suspension obtenue est vortexée pendant 6 min. Cette derniére est par la suite centrifugée 10
min a 1300 trs/min afin de précipiter les protéines. On obtient ainsi une phase inférieure
organique contenant les débris (protéines, lipides...), une phase supérieure aqueuse contenant
I'ADN et l'interface contient en majorité des protéines et peu I'ADN. Le surnageant, contenant
I'ADN dispersé, est récupéré dans un tube de 5 ml propre.

e Précipitation de I'"ADN

Un volume égal d’isopropanol a haute force ionique (99%) a été ajouté au surnageant
récupéré précédemment. On laisse I'ADN se précipiter par agitation douce en retournant
délicatement le tube jusqu'a ce que les filaments d’ADN forment une méduse; on récupere
I'ADN dans un tube en verre (5 ml) ; la méduse d'/ADN ainsi condensée est lavée 2 fois a
I'éthanol 70% afin d'éliminer les traces de sels : a chaque lavage, ajouter 1 ml I'éthanol 70%.
Cependant, I'éthanol peut fausser les analyses réalisées sur I'ADN ainsi extrait. On laisse donc
le tube ouvert toute la nuit a température ambiante pour que I'éthanol s'évapore et la pelote
séchée.

e Dissolution de I'ADN

Quand I'ADN est en pelote seche, il ne peut étre utilise pour des analyses de biologie
moléculaire. On doit donc réhydraté I'ADN dans un volume d'eau bidistillée qui sera choisi en
fonction de la taille de la méduse. L'ADN sera totalement réhydraté lorsque la pelote aura
disparu. Apres dissolution compléte, la DO de la solution d'ADN obtenu est mesurée a 260
nm et a 280 nm afin de déterminer la concentration et la pureté de I'ADN extrait (Adaika,
2016).

e Conservation et stockage de I'"ADN

L'ADN dissout peut étre conservé a +4°C pendant quelques jours ou a - 20°C pour une
conservation a plus long terme. D'ailleurs, 'ADN pure se conserve a - 20 °C, plus de 10 ans
(Lassoued, 2007).

C. Méthodes utilisés pour I’étude de I’interaction ADN-FMA

I1 existe de nombreux types des méthodes décrivant I’étude in vitro de I’interaction ADN-
ligand, certains permettent de déterminer les paramétres de liaison (mesure de la constante K

et I’énergie libre AG de liaison). Nous avons deux méthodes les plus sensibles, les méthodes
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spectrophotométriques dont 1’UV-visible, mais les mesures les plus délicates requierent le

plus souvent les méthodes électrochimiques qui sont trés utiles dans ce cas.

-Analyse spectroscopique UV-Visible

e Appareillage

Les mesures UV-Vis ont été effectuées grace au spectrometre UV-Vis (SHIMADZU 1800)
lié¢ & un micro-ordinateur Pentium IV (CPU 4.0 GHz et RAM 2 Go) doté d’un logiciel de
visualisation et acquisition des données (Logiciel UV probe Spectrum). L’interaction se fait
dans des cuves en quartez, I’appareil contient double emplacement des cuves en quartez, une
pour le blanc (solution DMF) comme référence et le deuxieéme pour I’échantillon (le dérivé
ferrocénique seul ou avec I’adduit d’ADN), puis les données sont traitées en utilisant le
logiciel d'analyses Origin8.

e Procédure

Le spectre électronique de dérivé ferrocénique « FMA » (10 mol/l) solubilisé dans un
solvant de DMF a été realisé, aprés l'ajout des differentes concentrations de I'ADN, les

spectres sont enregistrés afin de déterminé A max et calculer les paramétres d'interactions.

-Méthode électrochimique
e Appareillage
La voltamétrie cyclique est réalisée a partir d’un potentiostat Galvanostat Model PGZ301
(Radiometer Analytical SAS) relié a une cellule électrochimique a trois électrodes:
v" Une électrode en carbone vitreux surface 3 mm2,
v Une électrode de référence Hg/Hg2CI2/KClI saturée.
v Une électrode auxiliaire en platine. Diamétre 3 mm2.
Le tout est piloté par un micro-ordinateur Pentium IV (CPU 4.0 GHz et RAM 2 Go ) doté
d’un logiciel VoltaMaster4, version 7.08.
e Procédure
La réaction entre le dérivé ferrocénique et I’ADN se fait dans une cellule électrochimique.
Le milieu réactionnel est le DMF . Un polissage de 1’¢lectrode de travail en utilisant le papier
abrasif p4000 est effectué avant chaque manipulation, les électrodes sont ensuite rincées avec
de l'eau ultra-pure et essuyé avec du papier absorbant. La cellule électrochimique est rempli
avec 25 ml d’une solvant de DMF contenant le dérivé ferrocénique (102 M) ensuite elle est
équipé avec 1’électrode de référence et 1’électrode auxiliaire, et aussi I’électrode de travail. Le

voltammogramme et tracé en absence et en présence de différentes concentrations d'’ADN
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aprés un barbotage d’azote pendant 10 a 15 minutes pour chasser 1’oxygene de la cellule. On
impose un potentiel variable a une vitesse de balayage fixe, le voltammogramme obtenu est

exploité pour accéder aux parameétres d’interaction entre le dérivé ferrocénique et I’ADN.
D. Evaluation de I'activité antioxydant de FMA
-Test de piégeage du radical libre DPPH« (2,2-diphényl 1-1picrylhydrazyl)

e Principe
Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (o,o-diphenyl-f picrylhydrazyle) est
I'un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité anti-
oxydante des composés.
La mesure de I’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la
coloration violette, due a une réduction des radicaux DPPHe vers le jaune péle correspondant

de I’hydrazine, mesurable par spectrophotométrie a 515-518nm (Benabdesselam, 2017).

NO, NO,
o H
OoN N—N O,N N—N
\ NO
DiPhenylelPicrylHydrazyle DiPhenylelPicrylHydrazyle
(radical libre) (radical réduit)

Figure 17 : Forme libre et réduite du 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle DPPHe+ (Bentabet,
2015).

L'activité de piégeage des radicaux DPPH" (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) selon la
méthode de Ohinishi et collaboratoires (Ohinishi et al., 1994). avec quelques modifications,
0,9 ml de diverses concentrations de dérivé ferrocénique et d'étalons et 1 ml de DPPH" (0,25
mM) ont été mélangés, et apres 30 min, I'absorbance était mesurée a 517 nm.

L'activité de piégeage était mesurable comme la diminution de I'absorption des échantillons
par rapport a la solution standard DPPH". Les résultats ont été exprimés en tant que balayage
de radicaux.

Le pourcentage d'activité (%) d'inhibition du radical DPPH" est calculé selon la formule:

AO _As
[% = — x 100
% A
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Ou Ao: l'absorbance du témoin, As: absorbance de I'échantillon (Ben Haoua & Lanez, 2018).
- Le test de piégeage de radical superoxyde (027)

e Principe

L’activité inhibitrice de I’anion radical superoxide est déterminée par voltammétrie
cyclique, ce test est basé sur la méthode de Bourvellec et collaboratoires (Bourvellec et al.,
2008). avec quelques modifications.

L’anion radical superoxyde est généré par 1’oxygéne moléculaire commercial dissout dans
le DMF qui contient 0.02M de Bu4NBF4 a la température de la salle (28+1°C). La vitesse de
balayage est maintenue a 100mV/s. La gamme de potentiel appliquée été de -1.6V a 0.0V.

Le dérivé ferrocénique étudiés est ajouté au radical superoxyde dissout dans le DMF et les
voltammogrames ont €té enregistrés (Lanez & Henni, 2016).

La capacité de produit testé pour piéger les radicaux superoxydes (O2™) est calculée en

utilisant I'équation suivante:

Ipy — Ip

Capacité inhibitrice du superoxyde (%) = I ® % 100
0

Ou: Ip0 et Ips sont I’intensité du courant de pic anodique de 1’oxygéne respectivement sans et

avec le composé FMA (Khelef & Lanez, 2015).

E. Evaluation de I'activité antibactérienne

L'activité antibactérienne ont été effectué par la technique de diffusion sur gélose Miller
Hinton (Méthode de disque).

-Mode opératoire

e Préparation des produits a tester
Le dérivé ferrocénique synthétisés (FMA) est dissous dans le DMSO pour préparer des
solutions de concentrations de 1, 3 et 6 mg/ml.
e Préparation des disques de papier
Pour préparer des disques de 5mm de diamétre, on utilise le papier filtre N°1 de wattman,

puis on les met dans un tube a essai pour les stériliser a 1’étuve pendant 45 minute a 130°C.
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e Préparation du milieu de culture
Apreés la dissolution de milieu nutritif (gélose Muller Hinton) dans un autoclave, on le verse
dans les boites de pétri, on attend le milieu jusqu’il sera solide, et on le séche dans un étuve
pendant 15 minutes.
e Préparation des souches
Pour la préparation des souches microbiennes testées, nous sommes passes par deux étapes
essentielles :
v Repiquage des espéces bactériennes
Les microorganismes sont prélevés a partir de leurs géloses (agar nutritive) de conservation
a I’aide d’une pipette pasteur et mis dans des tubes contenant un bouillon nutritif qui assurera
leur croissance, puis incubés 24 h a 37°C.
v Préparation des inoculums
Des colonies bien séparées des espéces bactériennes concernees ont été préleveées a l'aide
d'une anse de platine stérile et homogénéisées dans un volume d’eau physiologie.
Note: L'ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation de
I'inoculum.
e Ensemencement
Le milieu Mueller-Hinton est fondu et refroidi a 45°C, coulé en boite de pétri a une
épaisseur de 0.5mm, apres la solidification de la gelose tremper un écouvillon stérile dans la
suspension bactérienne, I'essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne
du tube afin de le décharger au maximum. Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface
gélosée de haut en bas en stries serrées. Répeéter I'opération deux fois en tournant la boite de
60 a chaque fois sans oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme, finir I'ensemencement
en passant I'écouvillon sur la périphérie de la gélose.
e Application des disques d'antibiotiques
Les disques ont été placé dans les boites a l'aide d'une pince stérile. Les disques
d'antibiotiques doivent étre espacés de 24 mm centre a centre. L'incubation dure 18h a 30°C.
e Lecture
L’activité antibactérienne a été déterminée en mesurant a I’aide d’une regle le diametre de
la zone d’inhibition et comparée avec celle de DMSO comme contrdle négatif et les

antibiotiques comme contrdle positif (Gentamicine 120ug/disc) (Khadri, 2009).



Chapitre 1 Matériels et méthodes

F. Evaluation de I'activité hémolytique vis-a-vis des globules rouges humains

-Préparation de la suspension érythrocytaire

Du sang frais est collecté au-dessus du coude d’un volontaire sain qui n’a pas pris d’anti-
inflammatoires dans les 48h qui précédent le prélevement. Les prélevements sanguins ont été
réalisés dans des tubes héparines. Puis elle est centrifugé a 4000 tours/ minutes pendant 5
minutes. Apres élimination du surnageant, le culot est lavé 2 fois avec le tampon phosphate de
sodium salé (PBS) 10 mM, pH 7,4 contenant 150mM de NaCl, puis suspendus a nouveau
dans ce méme tampon (Hakmi, 2015; Lee et al., 2002).

-Mesure de la fuite de I'hémoglobine

La suspension érythrocytaire est incubée a 37 C° sous l'agitation continue pendant 30 min
des l'addition des différents doses de dérivé ferrocénique qui correspondent au temps zero de
la réaction. Des prélévements de 500 pL a partir des solutions réactionnelles. Auxquels nous
avons ajouté 2 mL d'une solution de lavage glacée (NaCl 150mM, MgC1, 2mM) (Bentabet,
2015).

Aprés la centrifugation a 4000 tours/ minutes pendant 5 min. nous avons récupeéré le
surnageant sur lequel nous avons dosé la fuite de I'hémoglobine intracellulaire par la lecture
de la densité optique a une longueur d'onde de 548 nm (Kherbouche, 2014).

Pour le contrble positif, 'némolyse totale est obtenue par la mise en suspension des
globules rouges avec le tween 80 a une concentration de 30% (V/V). Le tampon seul est utilisé
comme contrdle négatif.

Pour chaque échantillon le pourcentage de l'activité hémolytique maximale est déterminé

par I'équation suivants:

L DO en présence de FMA
Taux d hémolyse = - x 100
DO en présence de Tween 80

11.1.2.4. Etude in vivo

Aprés 25 jours d’adaptation, les 20 rattes ont été divisées en quatre lots chacun contient
cing rattes, les rattes ont été traitées comme suit :
Lot 1 (T) : des rattes saines (groupe témoin)
Lot 2 (TP) : des rattes a lI'exposition au métribuzine durant 50 jours.
Lot 3 (Do) : des rattes a I'exposition au métribuzine durant 50 jours et traitées par dose

0.2 mg/kg (Gormen, 2010) de dérivé ferrocénique pendant 7 jours.
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Lot 4 (Cispt) : des rattes a I'exposition au métribuzine durant 50 jours et traitées par le
Cisplatine par dose 1 mg/ml pendant 7 jours.

Le métribuzine a été solubilisé dans I'eau potable a raison de 30mg/Kg de poids corporel
durant 50 jours. Le dérivé ferrocenique est injecté par voie intra-péritonéal aux rattes des lots
3. Le Cisplatine est injecté de volume 0.1 ml par voie intra-péritonéal au lot 4 (Boudebia &
Boutera, 2017).

A. Sacrifice des rattes et prélevement du sang et des organes

Les rattes sont anesthésiés par chloroforme (94%) aprés 16 h de je(ne et sont sacrifiés (par
décapitation). Au moment du sacrifice, le sang est collecté sur des tubes secs pour les analyses
biochimiques et des tubes héparines pour I’analyse d’alphafoetoprotéine (AFP). Apres
centrifugation a 3000 tours/minute pendant 15 minutes, le sérum est récupéreé et conserves a (-
20C°).

Apres la dissection le foie, le cceur, les poumons, les reins sont soigneusement prélevés,
rincés avec l'eau physiologique, ensuite pesés. Une partie du foie est récupérée dans des
flacons de formol (15%) pour faire I'étude histologique. Les homogeénats des organes sont
prépares pour le dosage des parametres du stress oxydatif tissulaires (les protéines: GSH,
MDA et le catalase).

B. Méthodes de ’analyse sanguine

Les parametres analysés sont : Glycémie, Urée, Créatinine, Glutamopyruvate Transférase
(TGO), Glutamooxaloacétate Transférase (TGP), Phosphatase Alcaline (PAL), Gamma
Glutamyl Transférase (xGT), Lactate Deshydrogénase (LDH), I’alpha foetoprotéine (AFP).

Les mesures sont effectuées a une longueur d'onde caracteéristique pour chaque dosage. Le

dosage des parametres analysés est accompli par des Kits "'spinreact’ et ""biomnis"".

C. L’étude histologique

-Préparation des échantillons pour I’étude histologique

Apreés sacrifice des rattes les foies est immédiatement introduite pendant 12 heures dans le
formol a 15% permettant lI'immobilisation et la fixation des structures et constituants
cellulaires puis mise de ces échantillons tissulaires dans des cassettes spéciales a parois
tournées afin de permettre le passage du Bouin alcoolique (26ml Formol, 7ml Acide acétique,
45ml Acide picrique 1% dans I’éthanol a 95% et 22ml eau distillée) et sont coupés a ’aide de

couteaux tranchant a fin de réaliser des prélévements pour I’étude histologique avec une

surface de 1 a 2 cm2 et une épaisseur de 1.5 mm.
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-Déshydratation

Les échantillons sont ensuite déshydratés a 1’aide d’un appareil automatique pendant 12
heures au minimum pour éliminer 1’eau des tissus et cette opération nécessite le passage du

tissu dans des bains d’éthanol de concentration croissante (70%, 95% et 100%).

-Inclusion

Les tissus sont alors plongés dans des bains de paraffine liquide (sous I’effet de la chaleur).
Les tissus étant maintenu et imbibés de paraffine, viennent alors I’étape de I’enrobage qui
consiste a inclure le tissu imprégné dans un bloc de paraffine qui, en se solidifiant, va

permettre sa coupe. Cette opération fait appel a des appareils « dits a inclusion».

-Confection des coupes histologiques

Les blocs de paraffine sont préalablement taillés avant de subir des coupes au microtome de
4 a5 um. Les rubans de paraffine obtenus sont étalés sur des lames porte-objet, puis déplissés
et fixés par une eau gélatineuse chauffee a 40 °C. Les lames sont ensuite séchées dans une

étuve a 100 °C pendant 1 heure.

-Coloration

Pour la coloration, la technique utilisée est celle a I’Hématoxyline-Eosine ou (Hématéine-
Eosine) qui nécessite la présence de 1’alcool acide, eau ammoniacale et solution d’Eosine. La
coloration suive les étapes suivantes:

Déparaffinage et hydratation des lames a 1’eau du robinet puis ringage a 1’eau distillée. Puis
sont misent dans un bain d’Hématoxyline de Harris (15 minutes) qui colore en bleu violacée
les structures basophiles (noyaux). Les lames sont plongées dans 1’alcool acide (1 a 2
plongées) ensuite dans un bain d’eau du robinet avec vérification de la différenciation au
microscope. Misent dans un bain d’eau ammoniacale, puis dans un bain d’Eosine (15
secondes a 2 minutes) qui colore en rose les structures acidophiles (cytoplasme). Tous ces

bains sont séparés par des lavages a 1’eau du robinet (Gérard, 2012).

-Observation au microscope

Les préparations ont ensuite été séchées puis observées au microscope optique et

photographiées a I’aide d’un appareil photo.
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D. Dosage des parameétres de stress oxydatif
-Dosage des proteéines tissulaire

e Principe

Le dosage des protéines par la méthode de Bradford (1976) permet de déterminer des
concentrations tissulaires de protéines. C’est une méthode colorimétrique, qui utilise le bleu
de Coomassie comme réactif qui s’associe au groupement amine (-NH2) des résidus
protéiques pour former un complexe de couleur bleu. (L'apparition de la couleur bleue reflete
le degré d'ionisation du milieu acide et l'intensité correspond a la concentration des protéines).
I'absorption est mesurée a 595nm. (Bradford, 1976).

-Dosage des malondialdéhyde (MDA) tissulaires

e Principe

Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a chaud
avec I’acide thiobarbiturique. La réaction entraine la formation d’un complexe de couleur rose
entre deux molécules d’acide thiobarbiturique qui peut étre donc mesuré par

spectrophotométrie d’absorption a 532nm (Yagi, 1976).
-Dosage des (GSH) tissulaires

e Principe

Le glutathion a été déterminé suivant une méthode colorimétrique de (Weckbercker &
Cory, 1988) par un spectrophotometre, la mesure de la densité optique résulte de la formation
de lacide 2-nitro-5 mercocapturique a partir de la réduction de 1’acide dithio-bis2-
nitrobenzoique ce qu’on appelle réactif de d'Ellman avec les groupements SH existent dans le
GSH.

-Méthode de dosage de I’activité enzymatique du catalase

e Principe

Un mélange est constitué de 1 ml de tampon phosphate (KH2PO4, 0.1 M, pH 7.2), 0.975
ml de HO. fraichement préparé (0.091 M) et de 0.025 ml de la source d’enzyme
(homogénat).

L’absorbance est lue a 560nm chaque minute pendant 2 minutes (Clairborne, 1985).
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E. Méthode d’analyse statistique

L'évaluation statistique des résultats est effectuée par le test T student, qui est basé sur la
comparaison entre deux moyennes. Les résultats sont donnés sous forme de moyennes de cing
répétitions pour chaque groupe (+ écart-types moyenne). Pour cela, on a utilisé les logiciels de
MINITAB (version 13) et EXCEL (version 2007), la signification est déterminée par la valeur
a=0.05, Si P < a, il y a des différences significatives entre les moyennes et on rejette

I’hypothése d’égalité.
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Chapitre 2 : Résultats et discussion

11.2.1.Résultats
11.2.1.1. La synthese de la dérivé ferrocénique

Le résultat de la synthese de la dérivé ferrocénique est représenté dans la figure 18:

Figure 18 : Le dérivé N-ferrocénylméthylaniline synthétisé en poudre.

11.2.1.2. Etude in silico

L'amarrage moléculaire par le logiciel AUTODOCK de l'interaction de dérivé ferrocénique
avec I'ADN permet d'obtenir les paramétres de cette interaction a savoir : I'énergie libre de
liaison AG et la constante de liaison K.

Tableau 02 : Conformation de l'interaction FMA-ADN et leur énergie libre AG et constante

de liaison K.
Conformation AG (Kj.mol'?) K(mol?)
1 -27.0028 54.103x10%

Selon les valeurs des énergies libres de liaison AG, la plus stable conformation est la
conformation 1 avec une valeur de AG plus négative -27.0028 KJ.mol*, et qui a un seul
liaison hydrogene est formé entre le FMA et ’ADN.

Le FMA se lie avec I’ADN en formant un seul liaison hydrogéne (fig. 19, tab. 03), qu’est

entre ’oxygene n°2 de désoxythymidine (DT) n°20 de la chaine B de I’ADN et ’hydrogéne
de ’azote de FMA.
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Tableau 03 : Distance et énergie de liaison hydrogéne, et les atomes de FMA et
de I'ADN impliqués dans ce liaison.

Liaison Distance (A) Energie (KJ.mol")

ADN : chaine B : DT20 : O2 « Ligand : H(N) 1.757 -14.61328

(B)

Figure 19 : Interaction de FMA avec I'ADN, (A) : Amarrage moléculaire de I’interaction
FMA-ADN, désoxyadénosine (DA) : rouge, desoxycytosine (DC) : jaune, désoxyguanine
(DG) : bleu, désoxythymidine (DT) : brun foncé, (B) : Vue en surface de FMA amarré avec
de I'ADN, Il montre que le FMA est attaché dans le petit sillon par liaison H.

11.2.1.3. Etude in vitro
A. Quantification et analyse de la pureté des échantillons d'ADN

- Spectre d'absorption UV-Vis de PADN
Le spectre dabsorption de I'échantillon d’ADN met en évidence une large bande

d'absorption dans I'UV-Vis, avec un maximum pour A = 260 nm.
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Figure 20 : Spectre d’absorption de I’ADN.

- Analyse quantitative : Mesure de la concentration
La concentration de I'ADN a été calculé par 1’équation (1) de la loi Beer-Lambert selon la
relation ci-dessous en mesurant I’absorbance a 260 nm avec le coefficient d'extinction molaire
€=6600 L.mol-1.cm-1.
A=¢elc(1)
Avec : « C » concentration d’acide nucléique en mol.1%, « € » coefficient d’extinction,
et « | » trajet optique en cm.

Le dosage de nos échantillons d’ADN a 260 nm donne de concentration 0.00008 mol/I.

- Analyse de la pureté
Le ratio DO260/D0280 est plus souvent utilisé pour évaluer la contamination de protéines
dans une solution d’acides nucléiques. La pureté d’une solution d’ADN est considérée comme
acceptable lorsque ce ratio est compris entre 1,6 — 2,0.
Tableau 04 : Représentation des résultats des ratios DO260/D0O280 des échantillons
d'’ADN extrait a partir de leucocytes.

Langueur d’onde DO d'AND
260 1,404 1,915
280 0,793 1,064
Ratio = DO260/D0280 1,77 1,79
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B. Etude de I'interaction entre la derivé ferrocénique et ADN
-Etude spectroscopique par UV-visible de FMA (ferrocenyl-methyl aniline).
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Figue 21 :Droite de régression de Figue 22 : Spectre d’absorption

I’absorbance Ao/(A— Ao)en UV-Vis de FMA (103M) en
fonction de l'inverse de 1la

concentration de I' ADN. absence et en présence de

différentes concentrations d’ADN

dans Le DMF.

Différents Concentrations d’ADN ajoutées ainsi que les valeurs d’absorbance obtenues a
partir de spectre d’absorption UV-Vis, Les valeurs obtenues de constant de liaison et d'énergie
libre de l'interaction ADN-FMA sont regroupés dans le tableau ci-dessous avec, Ag =
0,24819686.

Tableau 05 : Valeurs de la constante et I’énergie libre de liaison de I’interaction

ADN-FMA obtenu a partir des données spectrophotométrique UV-Vis.

Constante et énergie libre de | K (mol?) | AG (KJ.mol?)
Pinteraction

Le valeur 5.25 x 10* | -26.9

- Etude électrochimique par voltamétrie cyclique de FMA

v Constante et énergie libre de ’interaction FMA-ADN

L’énergie libre de liaison AG de I’ADN avec le dérivé ferrocénique a été déterminé par
I’étude du comportement anodique de ce dérivé en absence et en présence d une concentration

croissante d’ADN, cette étude du comportement électrochimique a été réalisé par la technique
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de la voltammétrie cyclique dans une solution DMF, la fenétre du potentiel était de 200 a 700
mV avec une vitesse de balayage égale a 100 mV/s.

—— 0 ADN

—— 0.2 ADN|
—— 0.4 ADN
—— 0.8 ADN|

o
1

—— 0.9 ADN|
—— 1.1 ADN|
—— 1.4 ADN
=% |[——1.7 ADN

Current density (uA/cm2)

® & A M o N » o
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260 360 4(’)0 5(’)0 6(’)0 7(’)0
Potentiel (mv)
Figure 23 : Voltammogramme cyclique de dérivé ferrocénique (10 M) en absence et en

présence de différentes concentrations d’ADN enregistré sur une électrode de carbone vitreux
dans le DMF a une vitesse de balayage du potentiel 100 mV/S.

Les voltammogrammes cycliques représentés dans la fig. 23 montrent que I'addition de
I'ADN provoque toujours une diminution de la densité du courant des pics anodiques et
cathodiques ipa et ipc s'accompagné d’un déplacement du potentiel des pics anodiques vers les
valeurs les plus postives alors que le déplacement du potentiel des pics cathodiques vers les

valeurs les plus négatives.

La diminution du courant de pic anodique de dérivé ferrocénique par l'addition de diverses
concentrations d'ADN a été utilisée pour quantifier la constante de liaison en utilisant
I'équation (2) (Feng et al., 1997) suivante :

ip
ip0—ip

log

= log K + log 2)

[ADN]

Avec, [ADN] : concentration d’ADN, K : constante de liaison, ipo et ip sont les

densités de courant anodiques en absence et en présence d’ ADN respectivement.
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Figure 24 : Droite de régression du log 1/[ADN] en fonction de logip/(ip0 — ip)

Les valeurs obtenues de constante de liaison et d'énergie libre de l'interaction ADN-FMA

sont regroupées dans le tab.06.

Tableau 06 : Constante et énergie libres de liaison calculés a partir du tracé log 1/

[ADN] en fonction delogip/(ip0 — ip)

Equation

RZ

K (mol?)

AG (KJ.mol?)

y = 1.19804x+4.67483

0,9946

47296.60851

-26.68831171

v Détermination du rapport des constants de liaison

Le mode d'interaction FMA-ADN peut étre évalué a partir de la variation du potentiel

formel. En général, le décalage anodique du potentiel formel (déplacement vers les valeurs les

plus positives) est causé par I’intercalation du composé étudié avec la structure de la double

hélice de I'ADN (Aslanoglu, 2006), bien que le décalage cathodique (déplacement vers les

valeurs les plus négatives) a été cause par l'interaction électrostatique du composé cationique

étudié avec le phosphate anionique du squelette de I'ADN (L. et al.,2005).

Ainsi, le déplacement de potentiel de pic vers les valeurs les plus positive indique en outre

que I’anion Fe (IIT) du dérivé FMA est plus facile de s’oxydée en présence d'ADN parce que

sa forme réduite est plus fortement lié a I'ADN que sa forme oxydée. Pour un tel systéme, ou

les deux formes de dérivé ferrocénique réagissent avec I'ADN, le figure 25 ci-dessous peut

étre appliqué.
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o e
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Figure 25 : Chemins réactionnels des réactions électrochimiques de FMA libre et celui lié &
I’ADN.
Pour déterminer le rapport Kox/Kred, des voltammogrammes cycliques de dérivé

ferrocenique en absence et en présence de 3.31163 uM d’ADN ont été obtenus fig. 26.
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Figure 26 :Voltammogrammes cycliques de FMA (10°M) en absence d’ADN (ligne rouge)
et en présence de 3.31163 uM d’ADN (ligne rose) enregistré sur une électrode de carbone
vitreux.

Les valeurs de déplacement du potentiel des pics anodiques et cathodiques et la baisse

de leurs courants, ainsi que le rapport des constantes de liaison sont tabulées dans le tab.07.

Tableau 07 : Données électrochimiques de la forme libre de FMA et celui de I’adduit

FMA-ADN.
ip,
Composé ip, (HA) Ep, (V) ip, (WA) | Ep. (V) | E,(V) ip,
FMA 9.596 0.496 -6.351 0429 | 0462 | 1.016
FMA-AND 7.863 0.482 -5.521 0414 | 0448 | 1.424

ECest calculé a partir de la relation (3) suivante,

Ep. + Ep,

E =‘ . 3)
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Le tab.07 montre que le potentiel des pics anodiques et cathodiques des adduits est

supérieur de celui de la forme non liée de dérivé ferrocénique, les constatations sont observées
pour le potentiel formel E;.Les valeurs du rapport ipa/ipc traduit parfaitement la réversibilité
du systéme ferrocénium/ferrocéne.

La variation de valeur du potentiel formel AE® calculé a partir de la relation 4 ainsi que le
pourcentage de la baisse de la densité du courant anodique %Aip, est calculé a partir de

relation 5 sont représenté dans le tab.08.
AE® = E°- E° = E°(FMA) — E°(FMA-ADN) (4).
AE° =0.014169279
%Aip, =100 P2, 100 )
iPa,
Tableau 08 : Rapport des constantes de liaison, deplacement de potentiel formel et

pourcentage de la baisse de la densité du courant des pics anodiques de 1’adduit étudié.

Adduit AEO(V) %Aipa Kox/Kred

FMA-ADN 0.014169279 18.063440087 1.738430253

La baisse de la densité du courant de pics anodiques est attribuée a la diminution de
concentration en dérivé ferrocénique suite a la formation de I’adduit FMA-ADN qui se
diffuse plus lentement. La diminution de la densité du courant des pics anodiques en présence
d’ADN peut étre utilisée pour le calcul de la constante de liaison, tandis que le déplacement de

valeurs de potentiel des pics peut étre exploité pour la détermination du mode d'interaction.

On remarque, d’aprés la valeur du rapport Kox / Kred dans le tab.08, que la forme oxydée

Fc(111) réagit plus quantitativement que celle de la forme réduite Fc(ll).

v' Coefficient de diffusion

Afin de calculer les coefficients de diffusion de FMA et celui de 1’adduit FMA-ADN,
plusieurs voltammogrammes cycliques ont été enregistrés a différentes vitesses de balayage
du potentiel 100, 200, 300, 400, 500 mV/s en absence et en présence de (4.10769x 10°mol/l)
d’ADN.

Les parametres électrochimiques tirés a partir des voltammogrammes cycliques ainsi que la

racine carrée de la vitesse de balayage du potentiel sont regroupés dans le tab.09.
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Tableau 09 : Courant des pics anodiques enregistrés a différentes vitesses de balayage de

potentiel en absence et en présence de I'ADN, et la racine carrée de la vitesse de balayage du

potentiel.
Vitesse (MV/s) Vv 0.0mol/l ADN 4.10769 x 10°®
mol/l ADN
IPa (LA.cm-2) IPa (LA.cm-2)
100 10 9,19460826 7,65683797
200 14,142 12,5560236 10,5773659
300 17,32 15,1918001 12,7071047
400 20 16,9845549 14,3066554
500 22,36 18,5532154 15,7264813

Les coefficients de diffusion de FMA et de I’adduit FMA-ADN ont été déterminés en
utilisant I'équation (6) de Randles—Sevcik (Brett et al., 1993)

ipy = 2.69x10°n2 ACD2y2

3 11

(6)

Avec, ipa : la densité du courant de pic anodique, n : nombre des électrons mise en jeu, A:

surface de 1’¢lectrode du travail, C : la concentration de dérivé ferrocénique, D : coefficient de

diffusion, et v : la vitesse de balayage du potentiel.

Le courant des pics anodiques ont été tracé en fonction de la racine carrée de la vitesse de

balayage du potentiel en absence et en présence de 4.10769 x 10®°mol/l de I'ADN selon

I'équation (6).
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= FMA
® FMA-ADN

IPa (pA.cm-2)

Figure 27 : Courant des pics anodiques ont été tracé en fonction de la racine carrée de la

vitesse de balayage du potentiel en absence (noire) et en présence (rouge) de I'ADN.

Les coefficients de diffusion de FMA et de I’adduit FMA-ADN sont tabulés dans le tableau
suivant :

Tableau 10 : Coefficients de diffusion de FMA de ’adduit FMA-ADN.

Adduit Equation R? D (cm?/s)
FMA y =0,76106x + 1,73739 0,99655 0.000082229
FMA-ADN y =0,65262x + 1,25412 0,99799 0.000060465

Les résultats montrent que le coefficient de diffusion de I'adduit de dérivé ferrocénique en
présence de ’ADN (FMA-ADN) est plus petit que celle de dérivé ferrocénique seul (FMA)
cela confirme I'interaction entre ce dernier et 'ADN.

v" Taille de site de liaison

La taille des sites de liaison S de dérivé ferrocénique avec I’ADN peut étre déterminée a
partir des données électrochimiques en utilisant de 1’équation (7) (Aslanoglu et al.,2005)

suivant :

C1 _ Kl[paires de baseslibres] )
cn S

Avec, (S) est la taille de site de liaison en termes de paires de bases, (Cn) est la

concentration de l'espéce libre, (C)) est la concentration des espéces d'ADN lié, (K) est la

constante de liaison.

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

précédente peut étre écrite comme suit :
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€1 _ K[ADN]
cn 2§

(8)

Le rapport des concentrations C1/Cn est déterminé a partir de 1’équation (9) (Aslanoglu et

al., 2004) ci-dessous :

c1 i0—i

w7 O

y= 20.32842x- 0.79394
R’=0.97151 /

c/c,

[ADN]JuM

Figure 28 : Tracé de C1/Cn en fonction de [ADN].
La taille de site de liaison déterminée a partir de la pente de Tracé de C1/Cn en fonction de
[ADN] en mettant : % = pente
Tableau 11 : Détermination de la taille de site de liaison entre I’ADN et le dérivé

ferrocénique.
Pente K S (bp)

20.32842 47296.60851 0.00085961

La faible valeur de S indique la dominance de l'interaction via le mode d’intercalation ou
électrostatique entre le dérivé ferrocénique et I'ADN. Une telle interaction peut induire
une perturbation dans le fonctionnement normal de I'ADN qui probablement abouti a la
prévention de la réplication et la mort de la cellule.

C. Evaluation de I'activité antioxydant

- Test de piégeage du radical libre DPPH" (2,2-diphényl 1-1- picrylhydrazyl)

La mesurer de l'effet anti-oxydante a été effectué de maniére spectrale a partir de la

spectroscopie UV-visible pour le teste de piegage de DPPH".

Les courbes d'absorption et la droite de régression sont regroupé dans les figures suivantes

pour le DPPH" dans le cas libre et lorsque elles sont liées aux différentes concentrations du
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(FMA). il a été observé que la valeur la plus élevée a été enregistrée pour le DPPH" dans le

cas libre.
T e o
——10° mg/ml
L Y= -0.00000000809904x - 1,4274 41 —— 107" mgiml
144 R’= 0.95062 —— 10" mg/ml
:\ N 10" mg/ml
164 ——10° mg/m!
—— 10" mg/ml
i.' 18 ™ 8 2
< <
g
-2.0 1
22
o
4 000E‘+000 2vODE'+007 400é+007 6.00é+007 8.00é+007 1.00é+008 400 560 6(‘)0 7(‘]0 860 960 1(;00
1/C Wavelength (nm)
Figue 29 : Droite de régression de Figure 30: Spectre d’absorption UV-
I’absorbance Ao/ (A — Ao) en fonction de Vis de DPPH" en absence et en présence
I’inverse de la concentration de FMA. de différentes concentrations d’FMA.

L'activité antioxydante de FMA a été exprimée en IC50. La valeur d'IC50 a été définie
comme la concentration en (mg/mL) d'échantillons qui inhibe la formation de radicaux DPPH"
de 50%.

Le tableau 12 : Le taux d'inhibition DPPH" % pour le composé FMA.

Le composer C (g/) A 1%
0.000000001 1.91505195 34.23501617
FMA 0.00000001 1.61036226 44.69839422
0.000001 1.20878967 58.48883729
0.01 0.294720584 89.87897198

Les courbes d'inhibition peut étre tracée en fonction des concentrations massique des

composés FMA.
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®  Valeurs expérimentales
Régression linéaire

90 | Y=4407.47289x+45.80551
R’= 0.7468

80

70

60

50

40

u
30

T T T T T T
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010
C (g

Figure 31 : Droite de régression du 19 en fonction de concentration massique pour le
composé FMA.

A partir du courbe d'inhibition de DPPH" en fonction des concentrations massique des

composes (FMA) on peut calculer la valeurs d' IC50.

Tableau 13 : Les valeurs d’IC50 pour les composés FMA et AG.

Le composer L'equation R2 IC50
AG y =8102,x + 39,93 0,863 1,24.10°
FMA Y= 4407.47289x+45,80551 0,7468 9,51676868.10™

Dapres les valeurs d'IC50, le FMA posséde le valeur le plus faible ce qui se traduit par une

bonne activité antioxydante en comparaison avec l'acide gallique.
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0.001 -
0.0008 -
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0 - T )
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Figure 32: Histogramme de la variation des valeurs IC50 pour l'acide gallique et le dérivé
FMA.
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- Le test de piégeage de radical superoxyde anion (O2%)

Les radicaux libres d'oxygeéne réactif a été produite apres l'obtention des conditions

expérimentales préalablement déterminées a température ambiante, Le forme suivante

identifie les paramétres voltammétriques de I'oxygene en absence et en présence de FMA.

804
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Current density (MA.cm-2)
o
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Figure 33 :Voltammogrammes cycliques de radical d' (O2") en absence et en présence de

concentration croissant de dérivé ferrocénique enregistre sur une électrode de carbone vitreux

a une vitesse de balayage du potentiel de 100 mV/s.

Le tableau 14 : Le taux d'inhibition Oz~ % pour le FMA et AG.

Le compose Le volume Le concentration Ipa(uA) Inhibition%
ajouter (ml) (/)
02 / 71.8590284 /
0.1 0.0000000131487 66.5009829 7.456
FMA 0.9 0.000000114683 63.2996349 11.911
1.2 0.00000015116 62.2858748 13.322
1.5 0.000000186811 61.2187588 14.807

A partir des valeurs obtenus dans le tableau on peut obtenu la droite de régression de

changement de pourcentage d'inhibition O2-. % en fonction de concentration massique de

FMA.
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®  Valeurs expérimentales
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Figure 34 : Droite de régression du 1% en fonction de la concentration massique pour le
FMA.

A partir de ces droites de régression on peut calculé I'lCso. illustré dans le tab (15)

Tableau 15 : Les valeurs d'IC50 pour le FMA et L'AG.

Le composé L'équation R? ICso
FMA Y= 42,36.10° x+6.94087 0.999 0.077651391
AG y =2.10% x - 1,603 0,992 0.646342

D'apres les valeurs d'IC50, le FMA posséde le valeur le plus faible ce qui se traduit par une

bonne activité antioxydante en comparaison avec l'acide gallique.
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Figure 35 : Histogramme de variation des valeurs d'IC50 pour I'AG et le dérivé FMA.

D. Evaluation de I'activité antibactérienne

L'activité antibactérienne a été réalisé contre les cing souches bactériennes, les résultats

obtenu sont regroupés dans le tableau suivante:
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Tableau 16 : Activité anti-bactérienne de FMA.

Souches GRAM- GRAM+
estés _ . ——

Escherichia | Salmonella | Pseudomonas Klepsilla Listeria

coli entericassp aéruginosa | pneumoniae innocua

Concentration

01 00 00 00 00 00
03 00 06 00 00 07
06 00 07 00 00 11
Contrble - 00 00 00 00 00
Controle + 32 18 39 25 36

D'apres les résultats obtenus, le produit FMA semble a avoir une activité inhibitrice nul ou
tres faible sur les différentes classes des bactéries testées. Le diamétre d'inhibition est compris
entre 6 jusqu'a 11 mm.

v Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Klepsilla pneumoniae: FMA ne
montre aucun inhibition de croissance.

v' Salmonella entericassp: FMA possede une activité négligable vis-a-vis Salmonella
entericassp. avec des diamétres de zones d’inhibition de 7 mm pour une concentration de 6
mg/ml et 6 mm pour une concentration de 3 mg/ml, pour une concentration de 1 mg/ml, pas
de zones d’inhibition.

v’ Listeria innocua: FMA possede une activité sur Listeria innocua avec des diamétres
de zones d’inhibition de 11 mm pour une concentration de 6 mg/ml et 7 mm pour une
concentration de 3 mg/ml, pour une concentration de 1 mg/ml, pas de zones d’inhibition.

E. Evaluation de I'activité cytotoxique de dérivé ferrocénique vis-a-vis les globules

rouges humains

La cytotoxicité est suivie par la fuite de I'némoglobine intracellulaire des globules rouges

humains (modeéle universel de cellules animales). Le taux d'hémoglobine dans le milieu
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extracellulaire additionné de différents concentrations de dérivé ferrocénique est mesuré par

lecture de la densité optique a une longueur d'onde de 548nm.

Les résultats relatifs aux taux d'hémolyse induit par les différents concentrations de FMA

vis-a-vis les globules rouges sont présentés sur les figures suivantes

100 +
90 + Taux d'hémolyse(%)
< 80 +
g 70 + 100
Z 60 + 80
\qEJ 50 + 60
= 40T 40
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S 30 20
2 20 +
(] =
10 T I- T T T T T 1
0 ’ ’ ’ D ¢
\ X
0 0.2 0.4 06 o S & & &
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la concentration en FMA (mg/ml) S ¢ go"\

Figure 36 : Taux d'hémolyse des Globules  Figure 37 : Taux d'hémolyse des différents

en fonction des différents concentration de  concentration de FMA et de DMSO (C-) et
FMA. de Tween 80 (C+).

Nous constatons que la fuite d'hémoglobine intracellulaire dépends de la concentration de

FMA, le taux d’hémolyse augmente avec l'augmentation de la concentration de FMA, a une

concentration tres élevé de C=0.4mg/ml la fuite d’hémoglobine est atteinte 20,43% . Il est

important de signalé que le DMSO n'a aucun effet sur le globule rouge humain (contréle-)
ainsi que Tween 80 fait un hémolyse totale pour le globule rouge.
Nous remarquons que la dérivé ferrocénique a une activité faible de cytotoxique vis-a-vis

les globules rouges humains on peut le considere comme un condidat de la chimiothérapie.

11.2.1.4. Etude in vivo

A. Effet de traitement par le FMA et le Cispt sur le poids relatif des organes chez

les rattes exposées au métribuzine

Les foies, les reins, les coeurs et les poumons sont attentivement prélevés, les poids relatif

de ces organes sont calculés comme suit :

poids d'organe

x 100
poids totale de ratte
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Moy + ESM de 5 rattes de chaque groupe.

*p < 0.05; **p <0.01; ***p < 0.001 comparaison avec le lot témoin.
4p <0.05; °p <0.01; ¢ p <0.001 comparaison avec le lot témoin pesticide.
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Figure 38 : Poids relatif des organes (foie et reins) chez les différents groupes expérimentaux.
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Figure 39 : Poids relatif des organes (cceur et poumon) chez les différents groupes
expérimentaux.

Les résultats (fig. 38, 39) montrent que I’exposition des rattes au métribuzine provoque une
augmentation significative (p<0.05) de poids relatif de foie chez le groupe exposé au
métribuzine (TP) et une diminution hautement significative (p<0.01) de poids relatif de cceur
chez le groupe traité par le Cispt par rapport au groupe témoin. En revanche, une diminution
hautement significative (p<0.01) de poids relatif de foie et de coeur chez le groupe traité par
FMA par rapport a groupe TP.Aussi nous observons une diminution significative (p<0.05) de
poids relatif de foie chez le groupe traité par le Cispt par rapport a groupe TP.
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B. Effet de traitement par le FMA et le Cispt sur les parametres biochimiques chez

les rattes exposées au métribuzine

Les analyses biochimiques ont été réalisées au laboratoire Ben amor djilani a El oued et
laboratoire ALMAJD.

Moy + ESM de 5 rattes de chaque groupe.

*p < 0.05; **p <0.01; ***p < 0.001 comparaison avec le lot témoin.

ap < 0.05; °p < 0.01; ©p<0.001 comparaison avec le lot témoin pesticide.

- Effet sur les enzymes hépatique (TGO, TGP et PAL)
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Figure 40 : Effet de traitement par le FMA et le Cispt sur les enzymes hépatique (TGO,

TGP et le taux de PAL) chez les rattes exposées au métribuzine.

Les résultats (fig. 40) montrent que I’exposition des rattes au métribuzine provoque une

augmentation tres hautement significatif de taux du PAL (phosphatase alcalin), TGO et TGP

(p< 0.001) par rapport aux rattes sains témoins. En revanche, le traitement des rattes par FMA
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et par le cisplatine provoque une diminution trés hautement significative de taux du TGO,

TGP et PAL (p<0.001) par rapport aux rattes exposées au métribuzine (témoin pesticide).

-Effet sur les concentrations sériques de glucose, urée et créatinine
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Figure 41 : Effet de traitement par le FMA et le Cispt sur les concentrations sériques de

glucose, urée et créatinine chez les rattes exposées au métribuzine.

Les résultats obtenus (fig. 41) montrent que 1’exposition des rattes au métribuzine provoque
une augmentation tres hautement significative de concentration de la glycémie (p<0.001), une
augmentation significative des concentrations de I’urée et créatinine (p<0.05) par rapport aux
rattes saines. Cependant, le traitement des rattes par FMA provoque une diminution
hautement significative de concentration de la glycémie (p<0.01), diminution significative de
concentration de I'urée (p<0.05). En revanche, le traitement par le cisplatine provoque une
diminution hautement significative de concentration de la glycémie (p<0.01), diminution
significative de concentration de ['urée (p<0.05) par rapport aux rattes exposées au

métribuzine (témoin pesticide).
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-Effet sur les concentrations sériques de LDH et GGT
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Figure 42 : Effet de traitement par le FMA et le Cispt sur les concentrations sériques la de
LDH et GGT chez les rattes exposées au métribuzine.

Les résultats obtenus (fig. 42) montrent que I’exposition des rattes au métribuzine
provogue une une augmentation significatif (p<0.05) de la GGT et LDH par rapport aux rattes
saines .En revanche, le traitement des rattes par FMA provoque une diminution significative
de GGT et LDH (p<0.05); Aussi, le traitement des rattes par cispt provoque une diminution
hautement significative de GGT (p<0.01), une diminution significative de LDH (p<0.05) par

rapport aux rattes exposées au métribuzine (témoin pesticide).

-Effet sur le marqueur tumoraux (alpha-feotoprotéine “AFP”)
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Figure 43 : Effet de traitement par le FMA et le Cispt sur les concentrations de marqueur

tumoraux (alpha-feotoprotéine “AFP”) chez les rattes exposées au métribuzine.

Les résultats obtenus (fig. 43) montrent que I’exposition des rattes au métribuzine

provoque une augmentation trés hautement significatif (p<0.001) par rapport aux rattes
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saines.En revanche, le traitement des rattes par FMA provoque une diminution tres hautement

significative (p<0.001), tendis que le traitement des rattes par cisplatine provoque une

diminution hautement significative (p<0.01) par rapport aux rattes exposees au métribuzine

(témoin pesticide).

C. Effet de traitement par le FMA et le Cispt sur les parametres de stress oxydatif

chez les rattes exposées au métribuzine

Aprés 50 jours d'exposition des rattes au métribuzine, ils sont traitées par le FMA et le

cisplatine pendant 7 jours, les organes ont été prélevés par faire les tests des stress oxydatifs
tissulaires (Malondialdéhyde« MDA », glutathion réduit « GSH » et le catalase « CAT »).

Moy + ESM de 5 rattes de chaque groupe.

*p < 0.05; **p <0.01; ***p <0.001 comparaison avec le lot témoin.

4p < 0.05; °p < 0.01; ©p<0.001 comparaison avec le lot témoin pesticide.

-Effet sur la concentration tissulaire de Malondialdéhyde (MDA)
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Figure 44 : Concentration hépatique et rénal de Malondialdéhyde (MDA) chez les différents

groupes expérimentaux
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Figure 45 : Concentration cardiaque et pulmonaire de Malondialdéhyde (MDA) chez les
différents groupes expérimentaux

Les résultats obtenus (fig. 44, 45) montrent que I’exposition des rattes au métribuzine

provoque une augmentation tres hautement significative de la concentration hépatique de

MDA (p<0.001), une augmentation hautement significative de la concentration pulmonaire de

MDA (p<0.01), une augmentation significative de la concentration rénal de MDA (p<0.05)

une diminution non significative concentration cardiaque par rapport au groupe témoin. Les

résultats montrent aussi que le traitement par FMA provoque une diminution significative de

la concentration hépatique et cardiaque de MDA (p<0.05), diminution hautement significative

de la concentration rénal et pulmonaire de MDA (p<0.01). En revanche, le traitement par

cispt provoque une diminution hautement significative de la concentration rénal et pulmonaire

de MDA (p<0.01), diminution non significative de la concentration hépatique et cardiaque de

MDA par rapport au rattes exposées au métribuzine.

-Effet sur la concentration tissulaire de glutathion réduit (GSH)
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Figure 46 : Concentration hépatique et rénal de glutathion réduit (GSH) chez les différents

groupes expérimentaux
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Figure 47 : Concentration cardiaque et pulmonaire de glutathion réduit (GSH) chez les

différents groupes expérimentaux

Les résultats obtenus (fig. 46, 47) montrent que ’exposition des rattes au métribuzine

provoque une diminution hautement significative de la concentration rénal de GSH (p<0.01),

et une diminution non significative concernant les autres organes par rapport au témoin. En

revanche, le traitement par FMA provoque augmentation hautement significative de la

concentration rénal de GSH (p<0.01), une augmentation non significative de la concentration

hépatique et pulmonaire, et une diminution non significative de la concentration cardiaque.

En autre coté le traitement par cispt provoque augmentation hautement significative de la

concentration rénal de GSH (p<0.01), une diminution non significative de la concentration

hépatique et cardiaque par rapport aux rattes exposées au métribuzine (témoin pesticide) .

-Effet sur la concentration tissulaire de catalase (CAT)
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Figure 48 : Concentration hépatique et rénal de catalase (CAT) chez les différents groupes

expérimentaux.
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Figure 49 : Concentration hépatique et rénal de catalase (CAT) chez les différents groupes

experimentaux.

Les résultats obtenus (fig. 48, 49) montrent que 1’exposition des rattes au métribuzine
provoque une augmentation hautement significative de la concentration rénal et pulmonaire
de CAT (p<0.01), et une augmentation significative de la concentration hépatique et
cardiaque de CAT (p<0.05) par rapport aux rattes saines. Cependant, le traitement par FMA
provoque une diminution hautement significative de la concentration hépatique et rénal de
CAT (p<0.01), une diminution significative de la concentration cardiaque et pulmonaire de
CAT(p<0.05). en revanche le traitement par cispt provoque une diminution hautement
significative de la concentration hépatique de CAT (p<0.01), une diminution significative de
la concentration rénal et cardiaque et pulmonaire de CAT (p<0.05) par rapport aux rattes

exposées au métribuzine (témoin pesticide).
D. Etude histologique de foie

Dans le but de voir si lI'administration de la métribuzine s'accompagne ou non d'une
altération de l'architecture tissulaire, nous avons réalisé des coupes histologiques au niveau du
foie, chez tous les lots des rattes. L'examen histologique est concu dans le but de compléter

nos résultats précédents.

Les résultats de I’étude histologique du foie des différents lots sont présenté dans les

figures suivantes:
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Figure 50 : Observation microscopigue d'une coupe histologique de foie, agrondissements
(x40)(Photo originale, 2018).
T: Temoin, TP: Temoin Pesticide, FMA: ratte exposé au métribuzine et traité par dérivé
ferrocénique, C: ratte exposé au métribuzine et traité par cisplatine.
Vc: Veine Centro-lobulaire, N: Noyau, S: Sinusoide hépatique, Zn+ IN: Zone de nécrose

avec inflammation, H: hémorragie. Ne: Nécrose

L'analyse histologique au niveau du foie aprés coloration a I'hématoxyline-Eosine,
montrent:
Chez le group témoin pesticide: la présence d'un Zone de nécrose avec inflammation et
hémorragie.
Chez le group traiter par FMA: trés peu des nécroses cellulaires.

Chez le groupe traiter par cispt: hémorragie.
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Discussion

Le but de ce travail est de synthese et d'évaluation de l'activité biologique de dérivé N-
ferrocénylméthylaniline par trois approches. D'abord, I'étude in silico par la méthode de
docking moléculaire. Ensuite, I'étude in vitro comporte I'étude de l'interaction entre ce dérivé
avec I'ADN et I'évaluation de son effet antioxydant, antibactérienne et hémolytique. En fin,
I’étude in vivo pour tester leur efficacité biologique par l'injection intra-péritonéal chez des
rattes Wistar albinos exposé au métribuzine. Cette étude a été comparée avec I’activité
biologique de cisplatine qui est un composé organométallique anticancéreux et qui interagit
avec ’ADN. Dans cette €tude, le choix du composé ainsi que les parametres suivis sont des
points essentiels a discutés.

La base de notre choix pour ce compose c'est pour la contribution a I'amélioration d'une
traitement efficace avec moins d'effet secondaire nous avons mené a essayer de valoriser de
ce dérive ferrocénique a travers I'étude de 1’aspect scientifique de 1’effet thérapeutique.

La synthese du dérivé N-ferrocénylméthylaniline est effectue par le traitement du sel
quaternaire avec un exces d'aniline.

L'étude in silico de I’interaction entre le dérivé ferrocénique et I’ADN révéle que ce dérivé
ferrocénique interagit avec I’ADN d’une fagon spontané traduit par la valeur de 1’énergie libre
(AG = -27,0028 KJ/mol) (Friedli, 2002 ; Infelta & Graetzel, 2006). En effet, le dérivé
ferrocénique se lie a I’ADN et peut provoquer des changements conformationnels en formant
un seul liaison hydrogeéne ce qui ralentit la réplication de 1’acide nucléique et donc 1’arrét de
la division cellulaire. Cela peut étre expliqué par le fait que les cellules cancéreuses
caractérisées par une prolifération anormale et anarchique dans l'organisme (Gassier &
Morel-Haziza, 2003), l'attaque de ces cellules par le dérivé ferrocenique qui interagit avec
I’ADN en empéchant leurs multiplications induit a la mort cellulaires, de ce fait, le dérivé N-
ferrocénylméthylaniline considéré théoriquement comme un anticancéreux potentiel. Nos
résultats est en accord avec I'étude de (Lanez & Lanez, 2016) qui ont montré par docking
I’interaction d'autres dérivés ferrocénique avec I’ADN.

In vitro, par la méthode spectroscopique, I’étude de la variation d’absorbance de dérivé
ferrocénique en absence et en présence d’une concentration croissante d’ADN donne une
valeur négative de I'énergie libre de Gibbs (AG = -26,9 KJ/mol) cela indique la spontanéité de
la réaction entre le dérivé ferrocénique et I'ADN par interaction physique (Infelta &
Graetzel, 2006).
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En général, quand une petite molécule interagit avec I'ADN et forme un complexe, les
changements d'absorbance se produisent. Généralement, lorsque les molécules se lient a
I'ADN avec une forte interaction : l'intercalation (Can et al., 2014).

L’étude par la méthode ¢€lectrochimique de I’interaction de FMA et I’ADN montre que la
valeur de I'énergie libre est négative (AG = -26,68831171 KJ/mol) et moins de 30 KJ/mol, ce
qui confirme que linteraction de dérivé ferrocénique et 'ADN se fait spontanément par
interaction physique.

Dr’ailleurs, Lors que I’ADN est ajouté a une solution de FMA, une diminution de courant
de pic anodique est marqué et les changements de potentiels de pic a des valeurs positives
sont observés. Il semble que cette diminution du courant de pic est provoquée par
l'intercalation de FMA a la masse d’ADN (Altaf et al., 2016).

Nos résultats montrent que la forme oxydeée de dérivé ferrocénique reagit plus
quantitativement que celle de la forme reduite traduit par la valeur du rapport Kox / Kred
(Molina & Gonzalez, 2015).

Pour connaitre davantage l'interaction de FMA avec I'ADN, la représentation linéaire du
pic des courants de FMA libre et lié sur la racine carrée de la vitesse de balayage suggere que
la réaction d'oxydo-réduction est cinétiquement contrélée par I'étape de diffusion. Dans les
travaux antérieurs le coefficient de diffusion en présence d’ADN est inférieur a celle du FMA
libre cela peut étre due a la formation d'adduits FMA-ADN qui deviennent lourd.
Généralement les molécules a grande masse moléculaires ont un faible coefficient de
diffusion c'est-a-dire se diffusent lentement a la surface de I'électrode (Shah, 2010). Nos
résultats est comparable avec les études antérieure. En effet, le coefficient de diffusion de
FMA libre est plus que le FMA lie.

La faible valeur de S indique la dominance de l'interaction d’intercalation ou I’interaction
électrostatique entre le dérivé ferrocénique et I'ADN. Une telle interaction peut induire une
perturbation dans le fonctionnement normal de I'ADN qui probablement abouti a la
prévention de la réplication et la mort de la cellule (Boudebia & Boutera, 2017).

Concernant l'activité antioxydant de la dérivé FMA, le résultat obtenu avec le test de
DPPH-« par méthode spectroscopique montre que ce composé a un valeur d'IC50 plus faible ce
qui se traduit par une bonne activité antioxydant en comparaison avec l'acide gallique.

Gul Nabi et Zai-Qun Liu ont conclu lors d’évaluation des propriétés anti-radicalaires de
quelques chalcones ferrocéniques que I’atome de fer dans le ferrocéne et le groupe hydroxyle
phénolique jouent le réle d’inhibiteurs des radicaux. Les chalcones ferrocéniques contenant

un groupement hydroxyl ou non sont capables de piéger DPPH« ce qui justifie que le couple
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redox Fe(ll) /Fe(ll)+ dans le ferrocéne. Donc, d’apres la littérature, on peut conclure que
’activité de piégeage de DPPHe par nos dérives ferrocénique est due au ferrocéne lui-méme.

La deuxiéme méthode utilisé au cours de notre travail pour évaluer l'activité anti-oxydant
est le test de piégeage de radical O.". A partir des voltamogrammes cycliques de d’oxygéene
en présence des dérivés ferrocéniques étudiés, on peut remarquer que ce dérivés montrent une
activité antioxydant vis- a-vis 1’anion radical superoxyde, et ¢a se traduit par la diminution des
intensités des courants d’oxydation d’oxygene.

L'augmentation de la concentration en substrat antioxydant (dérivé ferrocenique et acide
gallique) conduit a une diminution de courant de pic anodique de O2+— (lpa ), cette
diminution de l'intensité du courant anodique d'O2+— suggere que le dérivé ferrocenique réagit
de maniére irréversible avec O2+—.

D'apres la valeurs d'1Csg obtenu de la FMA on peut constaté que ce derivé possede une trés
fort activité antioxydant en comparaison avec l'activité de l'acide gallique. Nos résultats
obtenus sont comparable a ceux trouvés par (Henni, 2017 ; Hemmami, 2017).

L'évaluation de l'activité anti-bactérienne a été testé vis-a-vis les cing souches bactériennes.
A partir des valeurs des diametres des zones d’inhibition de croissance des souches
bactériennes étudiées, ainsi que les concentrations correspondantes du produit FMA, on peut
dire que, le FMA ne montre aucune activité significative contre les quatres souches
bactériennes a GRAM (-) testées. Nos résultats obtenus sont équivaux et comparable a ceux
trouvés par (Benabdesselam, 2017) qui déterminent I’activité antibactérienne des differents
dérivés ferrocéniques , ils trouvent que ces composes n'exerce aucun effet significatives
d'inhibition contre les souches Escherichia coli et le Klebsiella et le pseudemenace ce qui
confirme nos résultats par I'étude de (Bioud & Lassoued, 2015) qui trouvent que l'activité
antimicrobienne, contre les bactéries Gram (-) Escherichia coli est nulle. Ce comportement
n'est pas surprenant a cause de la présence d'une membrane externe principalement constituée
de lipopolysacharides et de lipoproteines. Ce type de membrane, relativement étanche aux
substances externes, comporte néanmoins des systéemes de transports, appelés porines. Ces
porines sont en fait des protéines trans-membranaires qui permettent des échanges
moléculaires entre la bactérie et le milieu extérieur, principalement pour acheminer les
nutriments, sels minéraux ou les petites molécules organiques, ou pour détoxifier le
cytoplasme. L'altération du nombre ou de la taille de ces porines peut entrainer une résistance
a certaines molécules ou l'activité antimicrobienne est nulle (Benmohammed, 2015).

Le composé testé a montré une activité contre la souche bactérienne a GRAM (+) testées

Listeria innocua mais n'est pas comparable a l'activité qui tester contre le GENTAMICINE.
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Cet résultat est en désaccord avec les résultats trouvé par (Shafagat al., 2013 ; Njogu, et al.,
2016) qui montrent une activité d'inhibition significative contre les bactérie 8 GRAM+ en
utilisent un autre dérivé ferrocénique. Cela peut étre attribué au faible caractere de lipophilie
des composés, qui ne favorise pas leur perméation a travers la couche lipidique de membrane
bactérienne (Zaheer et al., 2011).

Ces résultats obtenus peuvent aider davantage a comprendre et a développer des composés
antibactériennes et antioxydants, les études de la cytotoxicité confirment l'intérét biologique
probable de ce dérivé.

L'accomplissement d'une étude toxicologique est une étape importante afin de pouvoir
cerner tout effet indésirable et mieux identifier les sites d'action des substances actives
(Kherbouche, 2014). En considérant I'utilisation de ce composé en médecine, I'étude de leur
propriété hémolytique doit étre réalisee, compte tenu de la sensibilité de I'étre humain a
I'hnémolyse induite par certaines substances (Devecioglu et al., 2001). Dans ce sens, la FDA
(Food and Drug Administration) recommande d'évaluer les seuils hémolytiques potentiels des
composés administrés dans le corps humains (FDA, 2005). L’étude de I’activité cytotoxique
nous a clairement montré que le dérivé ferrocénique a un faible taux d'hémolyse. ce résultat
peut étre un avantage pour la poursuite du développement pharmacentique de ce composé.
cette étude est comparable avec I'étude de (Li, et al., 2013) qui prouvant in vitro le faible
niveau de cytotoxicité et d'hémolyse d'un autre dérivé ferrocénique.

In vivo, Parmi les paramétres étudiés, I’augmentation remarquable du poids relatif de foie
nous indique une hépatomégalie provoquée par le produit phytosanitaire (le pesticide). Cette
anomalie du foie est un phénomene signalé par de nombreux auteurs a la suite de I’agression
par des substances chimique (Hung et al., 2012). Une autre étude chez les souris males est
comparable avec nos résultats, car celles-ci montrent que I’augmentation du poids du foie
aboutit une apparition d’une tumeur du foie (Quest et al., 1990).

En revanche, le traitement par le FMA et le cisplatine par voix intra-péritonéal aux rattes
intoxiquées par métribuzine a entrainé une amélioration de poids relatif des organes
spécifiquement le foie. En effet, le FMA diminue l'effet néfaste de pesticide sur ce organe et
donc diminue leur poids relatifs. Nous pourrons dire que l'effet protecteur de ces molécules
pourrait étre due a leurs propriétés antiproliférative et antioxydante (Miguel, 2010).

Ainsi que l'administration de la métribuzine induit plusieurs changements métaboliques.
Les résultats obtenus montrent une augmentation trés hautement significative des teneurs
sériques en glucose chez les rattes exposé aux métribuzine ces variations sont liées a la

perturbation de l'axe hypothalamohypophyso-surrénalien traduisant une hyperglycémie liée a
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l'activation du systéeme orthosympathique, la réaction dans le systéme limbique actif
I'nypothalamus pour produire la corticolibérine (CRH). Ce dernier stimule I'nypophyse pour
liberer TACTH (hormone adrénocorticotrope) qui est un activateur de glandes surrénales pour
la production et la sécrétion de cortisol dans le sang (Pourramzanzidesaraei et al., 2013). Le
cortisol a de nombreuses actions (Jacotot & Campillo, 2003). dont certaines conduisent a du
grand catabolisme du glycogéne hépatique. Ces résultats sont en accord avec d'autres auteurs
utilisant d'autres pesticides (Kumar & Rajini, 2009 ; Ksheerasagar & Kaliwal, 2006 ;
Yousef et al., 2006).

L’urée et la créatinine sont des produits finals du catabolisme des protéines dans le foie et
les muscles, ils sont filtrées par les reins et ensuite sont éliminées par les urines, donc ils sont
considérés comme des indicateurs de la dysfonction rénal (Boubchir, 2002 cité par Chiali,
2014). Nous avons constaté une augmentation significative de la concentration sérique de
I’urée et la créatinine chez les rattes des lots pesticides en comparaison avec le témoin. Ces
résultat sont semblable a les résultats de (Saafi-Ben Salah et al., 2012) qui montrent que
I'administration du diméthoate pendant deux mois chez les rattes provoque une nette
insuffisance rénale caractérisee par une augmentation significative du taux de créatinine et de
l'urée sérique.

D’autre part, nous avons constaté que le traitement par le FMA et le cisplatine a pu jouer
un rdle crucial dans la baisse de la concentration sérique de glucose et peut aussi restauré la
fonction rénale en diminuant les concentrations sériques en urée et en creatinine chez les
rattes concerner par rapport aux rattes exposées au metribuzine. Cela explique la capacité de
ces molécules a protéger contre les dommages rénaux induits par le les pesticides ces résultat
peut comparer avec celle trouver par (Boudebia & Boutera, 2017).

L’administration journaliére de la métribuzine pendant 50 jours provoque une
augmentation trés hautement significative de TGO et TGP chez les rattes exposées au
pesticide. Les enzymes transaminases sont considérées comme des indicateurs des dommages
des tissus qui sont expliqués par le degré d'exposition et la sévérité des symptomes toxiques.
L'augmentation significative des activités sériques de TGO et TGP chez les rattes exposé au
pesticide peut étre expliquée par les changements destructifs des cellules hépatiques induites
par la métribuzine, entrainant par la suite des changements de perméabilité, et la fuite des
enzymes. Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par dautres travaux utilisant
différents pesticides (Bhattie et al., 2011 ; Singh et al., 2011 ; Choudhary et al., 2003) et

qui confirment l'augmentation des transaminases par certains pesticides.



Chapitre 2 Résultats et Discussion

La phosphatase alcaline (PAL) est responsable de la dégradation des esters de phosphate en
plus, elle est utilisée comme indicateur de 1’état des voies d’absorption et de transport dans la
membrane cellulaire. Nos résultats montrent une augmentation trés hautement significative de
I’activité enzymatique de la phosphatase alcaline dans le plasma des rattes recevant le
métribuzine et une diminution des activités de la PAL dans différents tissus puisse étre due a
I’augmentation de la perméabilit¢ de la membrane plasmatique ou a la nécrose cellulaire.
L’augmentation de I’activité de PAL chez les rattes provoqué par le métribuzine est en accord
avec les conclusions rapportées par (El Missiry & Othman, 1993 ; Patil et al., 2008 ; Garg
et al., 2009 ; El-Fakharany et al., 2011 ; El-Demerdash et al., 2012).

La y-glutamyl transférase joue un rdle essentiel dans le métabolisme du glutathion et dans
la résorption des acides aminés du filtrat glomérulaire. La GGT est présente principalement
dans le foie, le pancréas, les reins. La GGT sérique constitue un indicateur sensible des
affections hépatobiliaires notamment dans le diagnostic d’une hépatotoxicit¢é (Pompella et
al., 2006). L'évolution des concentrations sériques de GGT montre elle aussi une élévation
importante chez les animaux exposé au métribuzine que chez les animaux témoin. Ce résultat
traduit également une certaine atteinte du foie cause par le pesticide utilisé en particulier des
voies biliaires; en effet, selon (Kammeraat cité par Rousseau, 1978) l'augmentation de la
concentration sérique de la GGT est un bon indicateur de I'atteinte des cellules épithéliales des
canaux biliaires.

En comparaison avec le lot témoin, les résultats du taux sériqgue de LDH montrent une
augmentation remarquable chez les rattes exposés au pesticide. LDH joue un réle important
dans le corps humain représenté par la conversion anaérobie de l'acide pyruvique en acide
lactique. Pour les valeurs cliniques, la LDH est utile pour le diagnostic ou comme indicateur
pour de nombreuses maladies du foie ainsi que pour les cancers. Il y a beaucoup
d'explications pour augmenter le niveau de LDH dans le sang des patients qui souffrent de
maladies cancéreuses. Tout d'abord, I'augmentation du nombre de cellules qui consomme une
grande quantité de glucose pour obtenir de I'énergie, ce qui augmente le niveau de LDH
lorsque la condition est anaérobie. Deuxiemement, la croissance des cellules cancéreuses va
détruire d'autres tissus et provoquer la libération d'enzymes intracellulaires comme LDH dans
la circulation sanguine. Troisiemement, l'activation de sa production s'effectuer par un
mécanisme de phosphorylation de la tyrosine dans les cellules cancéreuses (AL-Janabi et al.,
2015).

En effet, le traitement des rattes par le FMA et par le Cisplatine a restaurée

significativement ’activité enzymatique des transaminases, PAL, GGT et LDH par rapport
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aux rattes exposées au pesticide, ce qui signifie que ces molécules inhibent les dommages
hépatiques causés par le métribuzine. Ceci pourrait étre di a la réduction de 1’accumulation
des radicaux libres et la protection contre le stress oxydant. Puisque d’aprés nos résultats in
vitro qui montre le bon activité antioxydant de FMA elle est bien claire que ce composer joue
un réle trés important dans l'activité hépato-protectrice.

Nos résultats montrent une augmentation trés hautement significative de taux de 1’Alpha-
foetoprotéine (AFP) chez les lots qui exposé au métribuzine par rapport au lot témoin, AFP
est une glycoproteine foetale. Elle est secrétée par le sac vitellin puis essentiellement par le
foie. En effet, la concentration sérique est corrélée a la masse tumorale. Il est considéré
comme presque spécifique du carcinome hépatocellulaire (Mahcene & Boudiar, 2015).

Ainsi que le traitement des rattes par le FMA et le Cisplatine a induit une diminution
hautement significative de taux d’AFP. Ceci explique le méme effet anticancéreux de
Cisplatine et de FMA.

Le stress oxydatif a été suggéré comme un des principaux mécanismes de toxicité
provoquer par le pesticide. il a été observé a la fois une augmentation de la production des
radicaux. Dans la présente étude on a montré un état de stress oxydatif chez les rates exposées
aux métribuzine exprimé par des marqueurs spécifiques.

Le malondialdéhyde (MDA) est le produit principal d'oxydation des acides gras
polyinsaturés peroxydés et représente un index important de peroxydation des lipides. Dans
notre étude, une augmentation de la concentration de MDA tissulaires dans tous les organes
¢étudiés a lI'exception du cceur. Ces résultats sont en accord avec 1’étude de (Chiali, 2014).

Divers chercheurs ont rapporté que le GSH joue un rdle important dans la protection des
cellules contre les dommages induits par les substances toxiques (Wu et al., 2004 ; Reed &
Fariss, 1984). Les niveaux reduits de GSH chez les rattes traités par le métribuzine a été
observé dans les reins. Cela pourraient étre le résultat de la plus grande utilisation de GSH
pour la conjugaison et/ou de la participation du GSH en tant qu'un antioxydant dans la
neutralisation des radicaux libres produits en raison de la toxicité des pesticides. Le résultat de
notre travaille de la diminution de la glutathion induite par la métribuzine dans les reins
rejoigne aux résultats d'autres auteurs a titre d'exemple (Battaglia, 2009) qui confirme in vivo
la diminution du taux de GSH rénal chez les rates allaitantes traités par du cobalt.

Un autre parametre antioxydant déterminé dans notre étude est la catalase, I'enzyme
catalysant la dismutation de I'eau oxygénée. Le peroxyde d'hydrogene est un sous produit de

nombreuses réactions métaboliques. La cellule doit absolument I'éliminer au fur et a mesure
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qu'il se forme. Ce produit deviendrait rapidement mortel s'il s'accumulait dans la cellule. La
catalase permet de le transformer rapidement en composés inoffensifs, de I'eau et I'oxygéne .
L'activité de cette enzyme catalase est augmenté chez tous les organes des lots exposer a la
métribuzine. Ces résultats en accord avec plusieurs auteurs qui ont testé I'effet de certains
types de pesticides entrainant l'augmentation de l'activité de la catalase chez les animaux
(Sankar et al., 2012 ; Srivastava et al., 2012 ; Aboul-Soud et al., 2011 ; Campos-Pereira
etal, 2012 ; Datta et al., 2010).

Nos résultats montrent que le traitement avec le FMA et avec Cisplatine pourrait empécher
l'altération induite par le pesticide, et jouent ainsi un réle important dans la prévention des
maladies résultant de la peroxydation lipidique. Cela peut étre di a I’effet antioxydants de ces
molécules. Les enzymes antioxydants limitent les effets des molécules oxydantes dans les
tissus et jouent un réle dans la défense contre les dommages oxydatifs cellulaires étant
piégeurs de radicaux libres (Ghosh et al., 2012). D'autre part, une restauration des activités
des enzymes antioxydants chez les rattes intoxiquees par le pesticide aprés lI'administration du
FMA et Cisplatine a été observé ce qui suggere l'effet protecteur de ces molécules contre les
dommages oxydatifs induits par le métribuzine. En revanche, l'augmentation de l'activité de
ces enzymes antioxydants peut servir de mécanisme de compensation supplémentaire pour
maintenir l'intégrité de la cellule et la protection contre les dommages des radicaux libres
(Hussain, et al., 2013).

Afin de confirmer l'effet thérapeutique de notre déerivé ferrocenique au niveau tissulaire,
nous avons réalisé des coupes histologiques des foies chez tous les lots. La métribuzine a
causé des dommages importants aux tissus du foie sous la forme des zones d'inflamations.
Ces résultats sont en accord avec le travail de (Khaldoun-Oularbi et al., 2013) qui
déterminent au niveau tissulaire I'effet de I'Abamectine sur le dommage du foie.

Les coupes histologiques du foie des rattes traités par FMA montrent trés peu des nécroses
cellulaires. Cela pourrait signifier que le dérivé ferrocénique a un effet protecteur de la

structure et la fonction des cellules du foie due a l'activité antioxydant le trés important.
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Conclusion générale

Au terme de ce travail visant a étudier [l'activite biologique de dérivé N-
ferrocénylméthylaniline, et la contribution pour l'amélioration des traitement efficace. Il
ressort que ce composé possede des vertus pouvant justifier l'utilisation des ferrocénes et ces
dérivés ferrocéniques en chimie médicinale.

Cette étude nous a permis de mettre en évidence I’interaction ADN-FMA in silico et in
vitro, les résultats montrent que le FMA possede une activité antimutagéne en se lient a
I’ ADN par intercalation ou par liaison électrostatique.

Par ailleurs, le FMA possede une activité antioxydant tres importante in vitro. Il a été
montré une inhibition trés importante du radical DPPH" et le radical superoxyde. L'activité
antibactériennes est testée vis-a-vis cing souches de références par la méthode
d'antibiogramme qui nous a permis de conclure que ce composé ne peut pas utilise comme un
antibiotique contre ces souches. Le teste hémolytique montre que ce composé possede un
faible cytotoxicité contre les globule rouge humain.

Enfin, I'étude in vivo de la FMA sur les rattes wistar de type albinose nous a permis de
conclu que la dérive étudié protege le foie contre la nécrose tumorale, régule leur poids relatif

et les parametres biochimiques en diminuant 1’état de stress provoqué par le pesticide utilise.
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Perspective

Une des principales limites de nos étude est lié pour beaucoup au temps qui nous était

impartis: 6 moins, pour mettre en place au laboratoire, la démarche conceptuelle ainsi que les

approches techniques pour la développer. Nous avons encore besoin de temps pour explorer

différentes pistes de recherche qui nous permettront de mieux évaluer et expliquer les

phénomeénes observés pendant cette période. Ces travaux ouvrent un certain nombre de

perspectives afin de pouvoir approfondir la compréhension des mécanismes impliqués dans

les effets de l'utilisation des dérivés ferrocénique. Ces perspective sont donc nombreuses et

concernent les points suivants:

v
v

<

Evaluation de son effets antibactériennes vis-a-vis des autres souches a GRAM+.
Application in vitro et in vivo des autres testes de toxicité pour I'exploration de ses
effets secondaires possibles.

Il serait intéressant de prolonger la durée d'exposition des animaux aux pesticides afin
de savoir si les perturbations fonctionnelles et moléculaires observées pourraient
aboutir a l'apparition des pathologies et de conclure ainsi sur la possibilité de notre
composeé de lutter contre le cancer.

Une étude ex vivo sur une culture des cellules tumorales vient compléter nos études.
Précisé le type de cancer qui peut étre traiter par notre composé.

Effectuer des études sur l'interaction de FMA-protéines pour mieux comprendre ses

modes et sites d'action spécifiques.
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Figure 02: Le Logiciel AutodockTools.

Figure 03: Distance exprimée en A (A) et énergie exprimer par Kcal.mol- (B) le liaison
hydrogene formé entre le FMA et de 'ADN.
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Tableau 01 : Conformation de I'interaction FMA-ADN et leur énergie libre AG et constante

de liaison K.

Conformation AG (Kj.mol?) K(mol?)
1 -27.0028 54.103x10°
2 -25.9996 36.089x10°
3 -24.4948 19.661x10°
4 -23.826 15.009%10°
5 -22.4466 8.601x10°
6 -21.527 5.934x10°
7 -21.109 5.013x10°
8 -16.0521 0.651x10°
9 -15.9676 0.629x10°
10 -15.9676 0.629x10°
11 -15.9676 0.629x103
12 -15.9676 0.629x10°
13 -15.884 0.608x10°
14 -15.8422 0.598x10°
15 -15.8004 0.588x10°
16 -15.048 0.434x10°
17 -14.1284 0.299x103
18 -14.0866 0.294x103
19 -13.9612 0.280x103

20 -13.9612 0.280x103
21 -13.9676 0.280x103
22 -13.3342 0.217x103
23 -13.2924 .0.213x103
24 -13.2924 0.213x103
25 -13.167 0.203x103
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Tableau 02 : Les produits chimiques.

Les produits chimiques

Milieu miler Hinton Milieu gélose
DMSO DMF
Acétonitrile Sel de fond
Meétribuzine Cisplatine
Sodium DodecylSulfat (SDS) Ethanol
Meéthanol NaHCO3

Chlorure de sodium (NacCl)

Chlorure de potacium (KCI)

MgC1, le tween 80

Formol Gentamicine

Isopropanol KH2PO4

2,2-diphényl 1-1- picrylhydrazyl Acide éthylene Diamine Tétra-
(DPPH) acetique (EDTA)

NHA4CI 1-chloro-2,4-dinitrobenzéne (CDNB)

Glutathion réduite (GSH)

5,5’dithiodis-2-nitrobenzoique
(DTNB)

Bleu de Coomassie

Acide salicylique

Peroxyde d'hydrogene (H202)

Butylhydroxytoluéne (BHT)

Acide thiobarbiturique (TBA)

Acide trichloroacétique (TCA)

Eau Ultra pure et eau bi-distillé.
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Tableau 03 : Les matériels d'étude.

Les matériels

Agitateur thermo-programmable

Bain de glace.

portoir pour tubes spéciaux de

centrifugation.

Micropipettes ajustables avec des

embouts stériles.

Vortex.

Centrifugeuse Sigma.

Balance analytique (Shanghai Sunrise

Instrument précision 0. 1mg).

Balance électrique de type KERN EMB
2200-0.

Un Potentiostat / Galvanostat Model PGZ
301(radiometre analytical SAS).

UV spectrophotométre (UV-1800
SHIMADZU) cuves de Quartz.

Papier abrasif p 4000.

pHmétre 210 MeterLAB.

Une cellule électrochimique a trois

électrodes.

Analyseur clinique automatisé de type
BIOLIS 24l.

Bain marie de type MEMMERT

Boite de pétrie

Autoclave

Bec benzene

Barreau Magnétique.

Etuve

Verreries (bucher, erlenmeyer,
éprouvette, tubes a essai, Pipette

graduée...).

balance électronique de type KERN EMB
2200-0.

Agitateurs magnétiques a plaque

chauffante.
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Figure 04: Le logiciel OriginPro.

Tableau 04: Parameétres electrochimiques tirés a partir des voltammogrammes cycliques de
I'intéraction ADN-FMA.

[ADN] mol/l Epa (MV) ipa (LA/cm?) Epc (MV) ipc (LA/cm?)
8.47619 x 107 494.952978 8.96180848 425.736677 -6.55939343
1.68189 x 10°® 490.062696 8.62005055 423.22884 -6.08930076
3.31163 x 10°® 482.664577 7.86324066 414.576803 -5.52176355
3.7112 x 10 482.664577 7.72844707 413.322884 -5.38696995
450115 x 10°® 477.648903 7.54872227 409.561129 -5.25666947
5.66364 x 10® 471.504702 7.37349059 403.416928 -5.30160067

6,8 x 10 466.489028 7.06346532 399.780564 -5.16680708
27 o
18] [— 100my] - 15 (B
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Figure 05 : Voltammogrammes cycliques a différentes vitesses de balayage du potentiel de
100 a 500 mV/s en absence (A) et en présence (B) de ’ADN.
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Figure 06: Spectre d'absorption de DPPH" et du 1% en fonction de concentration massique

pour AG.

Le tableau 05 : Le taux d'inhibition DPPH" % pour le composé AG.

Le composer C (g) A 1%
0,000001 1,24 4,542
0,00001 1,081 16,782
AG 0,0005 1,073 17,398
0,0008 1,017 21,709
0,001 0,675 48,037
0,005 0,254 80,446

-————r—T— 77— 400
16 14 42 -0 08 08 04 02 00

E(V/ECS)

Figure 07 :Voltammogrammes cycliques de radical d' (O2) en absence et en présence de
concentration croissant de dérivés ferrocénique au gauche et de l'acide gallique au droite
enregistré sur une électrode de carbone vitreux a une vitesse de balayage du potentiel de 100
mV/s.



Le tableau 06 : Le taux d'inhibition Oz~ % pour AG.

Annexes

Le composer C (g/l) A 1% C (g/l)
AG 0,2 1,17.10-06 306,251 0,812
0,3 1,76.10-06 300,224 2,764
0,4 2,35.10-06 297,302 3,711
0,5 2,94.10-06 292,91 5,133
0,8 4,70.10-06 278,167 9,908
0,9 5,29.10-06 276,144 10,563
1 5,88.10-06 273,152 11,532

104 AG )

8 y=2.10% - 1,603
R*=10,992
X s

T T T T T T
0,000001  0,000002 0000002 0000004 0.000005  O.000008

Figure 08 : Droite de régression du 1% en fonction de concentration massique de AG.

Figure 09:

Préparation de milieu du culture.
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Figure 10: Activation des souches bactériennes.

Listeria innocua

Salmonella entericassp Pseudomonas aéuginosa
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Escherichia coli Klepsilla pneumoniae

Figure 11: Test de FMA sur les souches bactériennes étudiées.

Figure 12: Le teste d'hémolyse.

Figure 13: Les différents concentrations de FMA, le contrdle (+) et le contrble (-)
utilisés dans le teste d'hémolyse.
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Figure 14: Les cages des différents Lots des rattes.

Figure 15: Le pesticide : Métribuzine.

Tableau 07: Poids relatif des organes (foie, reins, coeur, poumon) chez les différents groupes

expérimentaux.

Paramétres T TP Cispt Do.2
Poids Foie 3.52+0.207 3.948+0.257* 3.5482+0.1633° 3.514+0.0725"
Relative | Reins | 0.6140+0.0169 | 0.7464+0.0394"° | 0.6358+0.0187"° | 0.6354+0.0317"°
(%) Ceeur | 0.3164+0.076 | 0.3096+0.0112"° | 0,2736+0.0468** | 0.2832+0.01381"
Poumon | 0.8419+0.0110 | 0.8434+0.0101"° | 0.8176+0.0082"° | 0.8393+0.0095"°
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Tableau 08 : Concentrations des marqueurs biochimiques chez les différents groupes

expérimentaux.

Parametres T TP Cispt FMA
Glycémie 0,9875+ 0.0377 | 1,77+0,0258*** | 1,1425+0,0386" | 1,0875+0,0435"
Urée 0,382+0,0792 | 0,4567+0,0252* | 0,3833%0,0252° |  0,38+0,03°
Créatinine 5,5+1.291 7.5+1.291* 5.25+1.708* | 4.45+1.708"°
TGO 181,75+2,99 | 240,75+3,5*** | 187,75+2,22° | 183,75+3,5*
TGP 121,5+3,11 181,5+2,65*** | 120,5+2,65° 120,25+4,43°
LDH 18844256 2417+212* | 2048.51+11.18" | 1766.9+166.8°
PAL 100,25+3,3 171+2,58*** | 101,25+2,75° | 104,25+3,77°
GGT 11.75+0.957 14.125+1.377* | 12.125+0.629° | 12.25+1.041°
AFP 0.14333+0.01528 | 0.36+0.02*** 0.24+0.02° | 0.1666+0.02*"

Tableau 09: Concentrations tissulaires de Malondialdéhyde (MDA), glutathion réduit (GSH)

et catalase (CAT) chez les différents groupes experimentaux.

Parametres T TP FMA Cispt
MDA Foie 0,583+0,176 | 1,2667+0,0252*** | 0,597+0,235° 0,683+0,176*
(uM/mg | Reins 0,8437+0.091 | 1.318+0.1182* 0.617+0.1092° 0.7083+0.0608"
prot) Ceeur 0,4733+0,0252 | 0,4233+0,0252"° | 0,3566+0,0152*% | 0,3967+0,0252**

poumon | 0,2767+0,025 | 0,5767+0,0252** 0,24+0,02" 0,27+0,02"
GSH Foie 0,2803+0,0355 | 0,2443+0,0274"° 0,281+0,0375"° | 0,2047+0,031"°
(nM/mg | Reins 0,236+0,0117 | 0,1276+0,0141** | 0,2633+0,0115" | 0,252+0,0105"
prot) Ceeur 0,2833+0,025 | 0,242+0,0187"° 0,24+0,0218"° | 0,2223+0,0149*
poumon | 0,59+0.0436 | 0.2533+0,140"° 0.2683+0.083* | 0.2767+0,140"°
CAT Foie 24.3+1.539 31.87+1.8* 25.3+0.656" 24.967+0.351°
(Ul/g) Reins 40.167+£1.474 | 47.6+0.889** 43.7+0.721%*° 43.633+0.451*°
Ceeur 11.5+1.323 15.833+0.764* 13.1+0.985% 13.5+0.5**
poumon | 49,67+3.51 68.33+2.52* 56.5+2.78% 54.67£2.52%
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Figure 16: Observation microscopique d'une coupe histologique des reins chez les rattes de
différents lots (x40) (Photos originales, 2018)
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Figure 17: Observation microscopique d'une coupe histologique du poumon chez les rattes de
différents lots (x40) (Photos originales, 2018)
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