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Résumé

Résumé
Ce travail est une contribution a I’étude de 1’activité antioxydante des polyphénols et
dithiolethiones aussi de déterminer le coefficient de partage n-octanol/eau de quelques
1,2-dithiole. Les méthodes utilisées sont les tests chimiques et une méthode
¢lectrochimique pour 1'évaluation de 1’activité antioxydante.
Les résultats de ces travaux nous ont permis d’affirmer que 1’ensemble des composés
étudiés présentent de trés bonnes propriétés antioxydantes.
Les globules rouges sont sensibles au stress oxydatif, qui se fait par de nombreuses
intéractions ponctuées par quelques radicaux libres qui nuisent a I'intégrité structurelle et
les composants fonctionnels du globule rouge représentée par I'hémoglobine et la
membrane plasmique qui conduisent finalement a I'hémolyse. Par conséquent, diverses
dithiolethiones ont été proposés pour atténuer I'hémolyse.
Ces dithiolethiones étudiées présentent aussi une activité anti-hémolyse plus importante
que le standard vitamine C.
Une approche physicochimie intégrée et de relations structure-activité a été mise en
ccuvre afin d’étudier l'activité chélatrice des ions ferreux et anti-hémolyse des
dithiolethiones.
Dans ce but, nous avons déterminé le coefficient de partage n-octanol/eau des composés
1,2-dithiole, a 1’équilibre en utilisant la méthode “shake flask". Ensuite, nous avons
évalué les corrélations entre l'activité chélatrice/anti-hémolyse et six propriétés
moléculaires : I’hydrophobie, EHomo, ELumo, H, MR et .
Notre démarche d’étude des relations structure-activité a consisté a étudier des
dithiolethiones en fonction d’une particularité structurale donnée afin de révéler les
particularités de la structure qui influent sur I'activité chélatrice et anti-hémolyse.
Les corrélations impliquant 1’hydrophobie, confirment que les interactions polaires sont

favorables a I'activité antioxydante.
Mots clés : dithiolethiones, polyphénols, QSAR, activité antioxydante, activité anti-

hémolyse.




Abstract

Abstract
This work is a contribution to the study of the antioxidant activity of polyphenols and
dithiolethiones also to determine the partition coefficient n-octanol/water for some 1,2-
dithiole compounds. The methods used are chemical tests and electrochemical method for
evaluation the antioxidant activity. The results of this work allowed us to assert that all of
the compounds studied have important antioxidant properties.
Exposure of erythrocytes to stress oxidatif results in a myriad of free radical-mediated
reactions which negatively affect the structural and functional integrity of heme protein
and cell membrane components that ultimately lead to hemolysis.
Therefore, various dithiolethiones have been suggested to attenuate the hemolysis.
In addition, the studied dithiolethiones present an anti-hemolysis activity more than
vitamin C.
An integrated approach physicochemistry and structures activity relationships has been
carried out to study the chelation of ferrous ions /anti-hemolysis activity of dithiolethiones.
For this purpose, we have determined the partition coefficient n-octanol/water of 1,2-
dithiole compunds, at equilibrium conditions using the "shake flask™ method. Then, we
have estimated correlations between the chelation of ferrous ions /anti-hemolysis activity
and six molecular properties: hydrophobicity, Enomo, ELumo, M, MR and y.
Our methodology concerning the structure-activity relationships study consisted on
studying a varied range of dithiolethiones to a given structural particularity in order to
reveal which structural particularities control the chelation /anti-hemolysis activity.
Correlations implying hydrophobicity confirm that polar interactions are favourable in

antioxydant activity.
Keywords: dithiolethiones, polyphenols, QSAR, antioxidante activity, anti-hemolysis

activity.
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Abréviations

Abréviations utilisées

Abs : Absorbance
ADN : Acide Désoxyribonucléique
BHA : 3-tert-butyl-4-hydroxyanisole

BHT : 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxytoluene

CCM: Chromatographie sur Couche Mince
CFU/mL.: Colony Forming Unit/ milliliter

Clso : Concentration d’inhibition a 50%

CMC: Critical Micelle Concentration

CV : Carbone Vitreux

DMF : Diméthylformamide

DPPH : 1,1-diphényl-2-picryl-hydrazyl

E° : Potentiel standar

Epa : Potentiel anodique

ERO : Especes Réactives de 1’Oxygéne
ET : Electron Transfert

F : Fischer's test

FRAP: Ferric Reducing Antioxidant Power
GSH : Glutathion réduit

GSH-Px : Glutathion peroxydes

GSSG : Glutathion oxydé

GST : Glutathion-S-transférase

HAT : Hydrogen Atom Transfer

ip : densité du courant de pic

ipa0 : densité du courant anodique en
absence de substrat

ipas . densité du courant anodique en
présence de substrat

IR : Infra-Rouge

log P : Coefficient de partage

log P exp : Coefficient de partage
expérimental

MNDO: Modified Neglected of
Differential Overlap

NADH : Nicotinamide — Adénine —
Dinucléotide

NADPH : Nicotinamide — Adenine -
Dinucléotide — Phosphate
NBusN*PFs: Tetra n-butyl ammonium
Hexafluorophosphate

PBS: Phosphate Buffered Saline:

pf : Point de fusion

pH : Potentiel d'hydrogéne

PI : Potentiel d'ionisation

QSAR
Activity Relationship

Rt : Rapport frontal (CCM)
RMS : Root-Mean-Square
SCF: Self Consistent Field
SOD: Superoxide dismutase
UV : Ultra Violet
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Introduction générale

Les constituants de notre organisme (lipides, protéines, ADN) peuvent étre oxydés par
les espéces réactives de I'oxygene (ERO) incluant des radicaux libres (ROO", RO’, 03,
‘OH). Les ERO sont produits continuellement a partir de I'oxygéne que nous respirons [1,2].
Les dommages oxydatifs provoqués par les ERO portent le nom de Stress Oxydant est
responsable de nombreuses maladies dégénératives. Dans les conditions physiologiques
normales, nos cellules sont équipées de systemes de défense antioxydante, qui leur
permettent de neutraliser les ERO pour les maintenir a un faible taux dans ces cellules, et par
conséquent, empécher le déclenchement d'un stress oxydant. La premiere barriére de défense
est synthétisée par les cellules comme les enzymes antioxydantes quant a la seconde barriéere

nous sont apportées par notre alimentation [3].

Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), 1’acide
ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques. En
effet, la plupart des antioxydants de synthese ou d’origine naturelle possédent des groupes
hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en
partie, a la capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux
hydroxyles ("OH) et superoxydes (03) [4].

Les dithiolethiones entrent également dans le systeme de défense contre le stress
oxydant [5]. De nombreuses études soutiennent le fait que I’activité antioxydante des
dithiolethiones est essentiellement liée a leur capacité a piéger le peroxyde d'hydrogene [6].
La premiere dithiolethione découverte pour laquelle une propriété pharmacologique
particulierement intéressante est la 5-p-méthoxyphényl-1,2-dithiole-3-thione : sulfarlem ®).
Cette molécule est commercialisée des 1949 pour ses propriétés cholérétiques. Depuis, ses
propriétés sont démontrées et la font prescrire, aussi, pour des troubles de sécheresse de la
bouche consécutifs a certains traitements antidépresseurs. Le sulfarlem se révele aussi bon
antioxydant que le gallate de propyle. Il est beaucoup plus efficace que la vitamine E. Il

semble réagir directement, surtout avec les radicaux libres carbonés [7].

Une autre dithiolethione, la 4-méthyl 5-(2-pyrazinyl)-1,2-dithiole-3-thione (Olipraz) a
d'abord été décrit comme un puissant schistosomicides, essentiellement contre schistosoma
Mansoni [7]. Des antioxydants bien connus comme le tertiobutylhydroxyanisole BHA et
I'éthoxyquine, et qui ont des effets similaires mais a dose beaucoup plus élevées que

l'oltipraz.




Introduction générale

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, ’activité
antioxydante par piégeage des radicaux différents, comme, "OH, DPPH", 05, ... par les
polypheénols.

A notre connaissance l'inhibition des radicaux libres comme : "OH, DPPH’, et la
chélation des ions ferreux, la réduction des ions ferriques en présence de dithiolethiones
n'ont fait I'objet d'aucune étude antérieure. Ce travail se justifie par les nombreux travaux
d’ordre physico-chimique consacrés aux dithiolethiones [8] et par des considérations
pharmaceutiques, puisque ces composés font I’objet de nombreux travaux récents faisant
état, entre-autres, de leurs propriétés préventives de cancers et aussi de leurs propriétés
antiradicalaires.

De plus, rappelons que de nombreuses corrélations statistiquement significativement
sont établies entre les propriétés pharmacologiques et les effets électroniques des

substituants de molécules actives.

Enfin, nous révélons dautres études qui sont portées sur la caractérisation
physicochimique des dithiolethiones et ses dérivés en vue de leur application dans
I’inhibition de la corrosion des métaux, aussi les dithiolethiones ont été utilisés comme co-
polymeres avec l'aniline. Ces deux applications ont été réalisées au niveau de notre
laboratoire d’électrochimie a 1’Université de Kasdi Merbah Ouargla (UKMO) [9,10]. Ces
études ont montrés un effet inhibiteur de corrosion tres important dans les milieux acides,
c'est-a-dire que ces molécules s’adsorbent fortement sur la surface des métaux.

Ainsi, les objectifs de ce travail se résument a :
Puisque l'effet antioxydant est évalué par deux mécanismes différents :
(i) L'abstraction directe de I'atome H* (HAT).
(i) Transfert d'électron a partir de I'antioxydant vers le radical libre.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de I’activité antioxydante
des dithiolethiones et polyphénols, a ce niveau, nous déterminerons si les dithiolethiones
sont plus actives que les polyphénols.

Des composés naturels lipophiles ou hydrophiles connus pour leur activité antioxydante au
sein de I’organisme comme la vitamine C et les polyphénols (acide gallique en particulier)
augmentent la résistance du sang total et des hématies a I’attaque radicalaire [11], de la
découle notre deuxiéme objectif visant la démonstration de l'activité anti-hémolyse des

dithiolethiones.
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Puis nous procéderons expérimentalement a présenter le facteur de lipophilie, en
particulier, le coefficient de partage 10g P n-octanoleau, des dithiolethiones et leurs dérives
comme les sels. A notre connaissance, aucune valeur de log P des sels dithioliques n'est
donnée dans la littérature sauf les travaux précédents réalisés par BONA M.[7] qui a

déterminé ce coefficient pour plusieurs dithiolethiones neutres.

Le dernier objectif, de notre étude, est I’approche de modélisation moléculaire qui a
été utilisée pour détecter la conformation des dithiolethiones la plus stable. A partir des
propriétés structurelles, électroniques et stériques obtenues aprés la minimisation des

énergies, la relation structure-activité a été également déterminee.

Pour réaliser ces objectifs tracés, nous avons adopté quatre chapitres : la premiére
intitulée évaluation de [I'activité antioxydante des composés phénoliques et des
dithiolethiones. Dans ce chapitre, nous avons commencé par quelques notions de base sur
les radicaux libres et les différents systéemes d'antioxydant, I'étude bibliographique des
composés phénoliques et quelques activités biologiques/antioxydantes attribués a différentes
familles de ces composés, nous avons également rappelé certaines propriétés physico-
chimiques des dithiolethiones qui nous semblent intéressantes de les préciser afin d'expliquer
les valeurs expérimentales de log P obtenues et leurs activités antioxydantes.

Pour les travaux expérimentals de ce chapitre, nous nous intéresserons a évaluer le
pouvoir antioxydant des dithiolethiones et des polyphénols par cing méthodes chimiques et
une technique électrochimique puis nous discuterons les résultats obtenus.

Dans le chapitre 2 intitulée évaluation de I'activité anti-hémolyse des dithiolethiones,
nous rappelerons, certaines définitions sur I'hémolyse et les constituants du sang, ensuite,
nous effectuerons un test, in vitro, de la résistance des globules rouges humains prétraités
par les dithiolethiones a l'attaque radicalaire.

Dans le chapitre 3 intitulée détermination du coefficient de partage log P n-octanolieau,
nous donnerons quelques notions de base sur la lipophilie, ensuite, nous déterminerons et
discuterons les valeurs de log P obtenues pour les dithiolethiones neutres et les sels.

Enfin, dans le chapitre 4, Modélisation moléculaire et étude de QSAR, nous
procéderons a I’approche de modélisation moléculaire pour étudier les structures des
dithiolethiones et nous utiliserons les valeurs de log Pexp et les propriétés moléculaires
obtenues théoriquement pour une premiere étude de relation quantitative structure-activité

chélatrice et relation quantitative structure-activité anti-hémolyse.
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Partie 1 ;

Activité antioxydante et anti-
hemolyse de quelques
dithiolethiones et polyphénols




Chapitre | :

Evaluation de I'activité
antioxydante des composés
phénoliques et des
dithiolethiones




L 'activité antioxydante

I.1. DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

Ce premier chapitre présente le contexte de cette étude. Les notions de stress oxydant
et de molécules antioxydantes seront abordées. Une description succincte de la structure des
composés phénoliques et dithioliques ainsi que quelques unes de leurs caractéristiques

physicochimiques seront présentées.

I.1.1. Systémes oxydants et systémes antioxydants

I. 1.1.1. Radicaux libres biologiques

Les radicaux libres sont des especes chimiques (atomes ou molécules) qui possédent
un ou plusieurs électrons célibataires (électron non apparié) sur leur couche externe et
capable d’exister indépendamment [1]. Ils peuvent étre dérivés de I’oxygeéne (ERO) ou
d’autres atomes comme 1’azote (ERN). La présence d’un électron célibataire confére aux
radicaux libres une grande réactivité (demi-vie courte) et ils peuvent étre aussi bien des
espéces oxydantes que réductrices. Cette instabilité rend difficile leur mise en évidence au
niveau des différents milieux biologiques; leurs constantes de vitesse réactionnelles

variables selon leurs natures, elles sont trés élevées et peuvent aller de 108 4 10 molL.L. s

[2].

I.1.1.2. Radicaux libres et especes réactives de |'oxygene (ERO) en biologie

a. Nature de la réactivité des ERO

A I'état fondamental, le dioxygeéne est un biradical avec deux électrons célibataires a
spins paralléles placés dans des orbitales antiliantes, “O=0". L'oxygéne moléculaire est
relativement peu réactif car il réagit seulement avec les molécules ayant comme lui un ou

deux électrons célibataires a spins paralleles.
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Figure 1.1 : Répartition des électrons dans les orbitales liantes (L) et antiliantes (AL) de

la molécule d'oxygene, de I'anion superoxyde et du peroxyde

L'anion superoxyde 05~ est un monoanion radical avec un électron célibataire. 1l est
plus instable et plus réactif que la molécule d'oxygene car il posséde trois électrons sur des
orbitales antiliantes au fait que I’électron supplémentaire se place dans une orbitale
antiliante.

L’anion peroxyde, 03~ nlest pas un radical. Cependant il est trés instable du fait de
I’existence d’un quatriéme électron dans une orbitale antiliante. Dans ’eau, I’anion peroxyde
03~ se transforme en peroxyde d’hydrogéne ou eau oxygénée, H202, par acceptation de deux
protons. L’eau oxygénée joue un role trés important dans les réactions radicalaires car elle

peut donner des radicaux "OH[105].

b. Nature et sources cellulaires des espéces réactives de I'oxygene

Parmi les especes radicalaires susceptibles qui se forment dans les cellules, il convient
de distinguer celles dites "primaires”, qui jouent un réle particulier en physiologie, et celles
connues par "secondaires” qui se dérivent des premieres par réaction avec des composés
biochimiques de la cellule. Les radicaux primaires dérivent de I’oxygene par des réductions

a un électron tels I’anion superoxyde (03") et le radical hydroxyle ‘OH [3].
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D’autres espéces dérivées de I’oxygeéne tel que 1’oxygene singulet *O2, le peroxyde
d’hydrogéne H20; ou le nitroperoxyde (ONOOH) ne sont pas des radicaux libres, mais des
réactives qui peuvent étre des précurseurs de radicaux libres [3].

En effet, le peroxyde d’hydrogéne, qui n’est pas un radical libre mais une molécule avec
tous ses électrons appariés, présente une toxicité par I’intermédiaire des réactions de type
FENTON (Eq. I.1) auxquelles il peut participer sous I’influence de cations métalliques
comme Fe?* ou Cu” [4].
Fe*™ + H,0, —» complexes intermédiaires
— Fe3* + HO" + OH™ (Réaction de FENTON) (Eq.1.1)

Certains radicaux formés chez les étres vivants tels que 1’anion superoxyde (05 ) ou
le monoxyde d’azote (NO") ne sont pas tres réactifs, ce qui explique d’ailleurs leur utilisation
par I’organisme en tant que médiateurs régulant des fonctions biologiques comme la
vasodilatation, la prolifération de neurones. Par contre, des espéces comme les radicaux
peroxyles (ROQ") et surtout le radical hydroxyle (HO") sont particulierement réactifs avec la
plupart des molécules biologiques. Leur réactivité n’a cependant pas que des conséquences
toxiques pour 1’organisme ; au contraire ils peuvent étre utilisés dans divers mécanismes
aboutissant a la destruction de bactéries au sein des cellules phagocytaires ou dans la

régulation de fonctions cellulaires 1étales comme ’apoptose.

Les origines cellulaires des ERO sont essentiellement enzymatiques et découlent de
plusieurs sources. Deux sources majeures sont principalement concernées. La premiere
résulte d’imperfections de la chaine respiratoire mitochondriale qui produit par réduction
mono électronique des ERO. La deuxiéme source majeure de production des ERO est
constituée par la NAD(P)H oxydase, essentiellement localisée au niveau de la membrane
plasmique. A c6té de ces deux sources majeures d’ERO, d’autres sources cytosoliques
présent dans divers organites cellulaires peuvent jouer un réle dans la modulation de la
signalisation cellulaire, telles que la xanthine oxydase, les enzymes du réticulum
endoplasmique lisse (cytochromes P450), les NO synthases et les enzymes de la voie de
I’acide arachidonique. L’autoxydation des monoamines (dopamine, ¢épinéphrine et
norépinéphrine), des flavines et de I’hémoglobine, en présence de traces de métaux, peut

également étre a I’origine de la production d’ERO [5].
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Les ERO sont également générées sous 1’effet de stress environnementaux comme la
pollution, I’absorption d’alcool ou de médicaments, I’exposition prolongée au soleil, 1’effort
intense et prolongé ainsi que le tabagisme.

Les ERO apparaissent donc comme des molécules produites par divers mécanismes
physiologiques. A certaines doses, elles sont utiles pour 1’organisme, mais leur production
peut devenir excessive ou résulter de mécanismes toxiques exogeénes a 1’organisme. Les

principales espéces réactives de 1’oxygene sont regroupées dans le tableau I.1.

Tableau 1.1 : Les principales espéces oxygénées réactives générées dans les systémes

biologiques (D’aprés BARTOSZ G.)[6]

Nom symbole
Espéces radicalaires
Anion superoxyde 03~
Radical hydroxyle HO®
Monoxyde d'azote NO®
Espeéces non radicalaires

Peroxyde d'hydrogene H,0,
Acide hypochlorique HOCI
Oxygeéne singulier 10,
Peroxynitrite ONOO"

c. Les cibles des ERO

La présence d’especes activées de 1’oxygeéne a des conséquences potentiellement
graves pour la cellule [7]. Les organismes vivants possedent des systemes de défense ; ainsi
a I’état physiologique il existe un équilibre "naturel" entre la production des radicaux libres
et les systemes antioxydants. Sous certaines conditions, il apparait un déséquilibre provoqué
soit par une production exagérée de radicaux libres soit par une diminution des défenses
antioxydantes sous I’effet de certains stimuli pathologiques endogénes (hyper-LDLémie,
hypertension, diabéte...) ou exogenes (polluants environnementaux, tabagisme...). On parle
alors de stress oxydant dii souvent d’altérations moléculaires participant a de nombreux
processus pathologiques comme 1’athérosclérose, 1’inflammation, la dégénerescence
neuronale .... Cependant, il est difficile d’évaluer le role précis de ces ERO au cours des

différents stades du processus pathologique.
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d. Conséquences du stress oxydant sur |'organisme

Le stress oxydant conduit a la production de molécules biologiques défaillantes voire
cancéreuses et a la surexpression de certains génes. De ce fait, il est a l'origine de trés
nombreuses maladies telles que la cataracte, la sclérose, le syndrome de détresse respiratoire
aigu [47], l'eedéme pulmonaire ainsi que le vieillissement accéléré des tissus, les
rhumatismes et les maladies cardiovasculaires [3].

De plus, le stress oxydant entraine des complications diabétiques au niveau macro ou
micro-vasculaire ainsi qu'une augmentation de la résistance a I'insuline [48]. Les ERO
seraient impliquées dans les maladies neuro dégénératives, notamment la maladie
d'Alzheimer [3] ou la mort neuronale pourrait étre liée a un phénoméne d'apoptose
impliquant les radicaux libres. La maladie de Parkinson est due & un dysfonctionnement
mitochondrial et un défaut de I'élimination des protéines oxydées. Enfin, le stress oxydant
joue un role non négligeable dans la cancérogénése. En effet, les radicaux libres
interviennent dans l'activation des pro-carcinogénes en carcinogenes. Ces molécules
carcinogénes créent des lésions de I'ADN, amplifient les signaux de prolifération et inhibent

des génes suppresseurs de tumeurs.

I.1.2. Systémes de défense antioxydants

Les antioxydants vont étre utilisés afin de neutraliser les effets du stress oxydatif.
L’organisme est doté¢ d’un ensemble de systemes de défenses tres efficaces contre I'exces de
production d’ERO et d'ERN. Le terme d’antioxydant désigne toute substance qui présente a
faible concentration par rapport a celle du substrat oxygéne, retarde ou inhibe
significativement 1’oxydation de ce substrat [8]. Les cellules utilisent ainsi de nombreuses
stratégies anti-oxydantes et consomment beaucoup d’énergie pour contréler leur niveau
d’especes réactives de I’oxygene. La nature des systemes antioxydants differe selon les tissus
et les types cellulaires, et selon le milieu intracellulaire ou extracellulaire [3]. Dans le
systeme de défense antioxydant de notre organisme, on distingue des systéemes enzymatiques

et des systémes non enzymatiques.
I.1.2.1. Systemes enzymatiques

Ces systémes sont composés d’enzymes telles que le superoxyde dismutase (SOD), la
catalase et la peroxydase, capables d’éliminer les radicaux libres et d’autres espéces

réactives.
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a. Les superoxydes dismutases (SOD)

Les superoxydes dismutases sont capables d’éliminer 1’anion superoxyde en
produisant une molécule d’oxygene et une molécule de peroxyde d’hydrogene. Il existe
plusieurs isoenzymes qui difféerent selon la localisation chromosomique du gene, leur
contenu métallique, leur structure quaternaire et leur localisation cellulaire. La structure du
superoxyde dismutases est bien conservée lors de I’évolution et présente un puit hydrophobe

au centre de la protéine dans lequel se glisse 1’anion superoxyde [9].
b. La catalase

La catalase est une enzyme capable de transformer le peroxyde d’hydrogéne en eau et
en oxygene moléculaire. La réaction catalysée par cette enzyme consiste en une dismutation
du peroxyde d’hydrogéne :

2H,0, - 2H,0 + 0, (Eq.1.2)

c. Les glutathion peroxydases

Les glutathion peroxydases constituent sans doute 1’un des plus importants systémes
enzymatiques de protection car elles sont capables de détoxifier le peroxyde d’hydrogene,
mais aussi d’autres hydroperoxydes résultant de 1’oxydation du cholestérol ou des acides
gras en couplant la réduction de 1’hydroperoxyde avec I’oxydation d’un substrat réducteur
comme le glutathion, le cytochrome ¢ (cytochrome c peroxydases), le NADH (NADH
peroxydases) [7,10]. Toutes les glutathiones peroxydases contiennent dans leurs sous-unités

un a quatre atomes de sélénium selon 1’isoenzyme.

I.1.2.2. Systemes non enzymatiques : nous trouvons les antioxydants moléculaires,
dont nous trouvons 2 types d’antioxydants :

I.1.2.2.1. Les antioxydants endogénes : sont fabriqués par les cellules de notre
corps [105].

a. Le glutathion

SH

Figure 1.2 : Structure du glutathion (GSH), E°(GsscicsH) = 0,24 V
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Au cceur des défenses antioxydantes, le glutathion est le thiol le plus abondant dans
les organismes et les systéemes vivants.

GSH + HO" — GS" +H20 (Eq. 1.3)
2GS" — GSSG  (Eq. 1.4)

b. L'acide urique

L’acide urique (Figure 1.3) est un antioxydant hydrosoluble dont la formule chimique

est CsN4OsHa.
0
H
N NH
o= | )\
N N o

Figure 1.3 : Structure de I’acide urique

Il a été longuement associé a la goutte, une maladie autrefois appelée la "maladie des
rois" ou "maladie des riches", décrite des I'époque romaine. Elle est définie comme une
surcharge urique liée a une présence endogéne exagérée des purines, dont I’acide urique est
le catabolite ultime a éliminer. Environ les deux tiers des purines proviennent des cellules
apoptotiques, et le dernier tiers résulte des aliments ingérés. La concentration sanguine
d’acide urique chez I’homme est une des plus élevées des étres vivants [112].

En 1981, AMES B. N. et Coll. ont montré que I'acide urique est un piégeur de 1Oz, des
radicaux peroxyles et hydroxyles (RO2" et HO"), de I’ozone et de HCIO". La réaction de

I’acide urique avec ces ERO génére des radicaux moins réactifs que HO'[113].

I.1.2.2.2. Les antioxydants exogénes
Ce sont ceux que nous consommons tous les jours dans notre régime alimentaire,
notamment ceux contenus dans les fruits et legumes.
a. La vitamine E (ou a-tocophérol)
La vitamine E (Fig. 1.4) est le nom commun utilisé pour toutes les molécules possédant
des activités biologiques identiques a celle de la famille des tocophérols (E° = 0,48 V). Elle
a besoin d’interagir avec d’autres composés pour agir correctement. Elle se trouve dans tous

nos tissus.
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OH

H3C

HzC

\\\
H3C

Figure 1.4 : Structure de la vitamine E (ou a-tocophérol)

L’a-tocophérol est le principal antioxydant contenu dans les LDL. Chaque particule
de LDL contient en moyenne de 6 a 12 molécules de vitamine E [11]. La vitamine E
interrompt la chaine de propagation radicalaire dans les membranes en limitant la

peroxydation des acides gras polyinsaturés [12].

b. La vitamine C (ou acide ascorbique)

Figure 1.5 : Structure de la vitamine C

La vitamine C agit principalement en piégeant directement les ERO (majoritairement
I'057). La vitamine C est l'un des principaux antioxydants hydrosolubles présent dans les
fluides intra- et extra-cellulaires (compartiments hydrophiles) [13]. Ses activités biologiques
viennent de son puissant potentiel réducteur (E° = - 0,29 V).

La plupart des mammiféres sont capables de synthétiser cette vitamine, sauf le cochon
d’inde, la roussette, certains oiseaux et les primates (dont I’étre humain) et les humains en
raison du manque de 1’enzyme gulonolactone oxydase. L’acide ascorbique, essentiel au bon

fonctionnement de notre organisme, doit alors étre apporté par notre alimentation [105].

14



L 'activité antioxydante

c. Les antioxydants phénoliques

Les polyphénols jouent un grand réle dans la quantité nutritive et hygiénique des
aliments. lls interviennent également dans la digestibilité des aliments, dans l'utilisation
physiologique des protéines. Les déces dus aux infarctus du myocarde ou par athérosclérose
coronarienne sont associés au taux élevé des cholestérols de type LDL circulant dans le sang
[14].

c.1. Les antioxydants phénoliques naturels

Les antioxydants présents dans le raisin, le thé ou les fruits sont souvent de type
phénolique. Les composés phénoliques présents dans le raisin peuvent étre séparés entre les

flavonoides et les non-flavonoides.

c.1.1. Les flavonoides

Le terme flavonoide rassemble de nombreux composés naturels répartis en plusieurs

familles dont les plus importantes sont les catéchines, la quercétine, les isoflavones ou I'acide
galligue. Ce sont des pigments naturels qui donnent leurs couleurs aux plantes.
Les flavonoides, excepté les chalcones, les aurons et les isoflavones, ont une origine
biosynthéque commune et comportent un méme élément structural de base formé par quinze
atomes de carbone appartenant a deux cycles en Ce (A et B) relies par une chaine en Cs
(noyau 2-phényl-1-benzopyrane) figure 1.6 :

Figure 1.6 : Squelette de base des flavonoides

Les flavonoides sont subdivisés, comme il est indiqué dans la figure ci dessus, en
différentes classes en fonction du degré d'oxydation et d'instauration du cycle C. Les
composés appartenant a la méme classe différent entre eux par leur degré et la position

d'hydroxylation, la présence de substituant sur la génine et le degré de polymérisation.
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Chalcones Aurones
. Substitution . Substitution
Flavonoide 5 3 2 = & 4 Flavonoide 4 6 7 3 4 5
Davidigénine | OH OH OH Leptosidine OH OMe OH OH
Asebogénine | OH OMe OH OH Maritimétine OH OH OH OH
3
& 2 4
o 5
;
OH
5
0O
Flavonols Flavanones
. Substitution " Substitution
Flavonoide 5 6 7 3 7 5 Flavonoide 5 6 7 3 7 5
Kamphérole OH OH OH Eriodictyol OH OH OH OH
Myricétine OH OH OH OH OH Hesperitine OH OH OH OMe
Quercétine OH OH OH OH Naringénine | OH OH OH
3
4
5
Isoflavones Flavanols
.. Substitution . Substitution
Flavonoide 5 6 7 3 4 5 Flavonoide 5 6 7 3 4 5
Daidzeine OH OH Catéchine OH OH OH OH
Génisteine OH OH OH Gallacatéchine OH OH OH OH OH
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(0]
Anthocyanidols Flavones
N Substitution N Substitution
Flavonoide 5 6 7 3 4 5 Flavonoide 5 6 7 3 4 5
Pelargonidine | OH OH OH OH Apigénine OH OH OH
Cyanidine OH OH OH OH OH Chrysine OH
Delphinidine OH OH OH OH OH OH Lutéoline OH OH OH OH

Dihydroflavonols

Flavonoide Substitution
5 6 7 3 4 5'
Taxifoline OH OH OH OH
Fusetine OH OH OH

Figure 1.7 : Différentes classes de flavonoides

c.1.1.1. Propriétés physico-chimiques des flavonoides

a. Solubilité des flavonoides

En présence d’un solvant, la structure du flavonoide pourrait étre différente suite aux
interactions suivantes [15] :
- Des interactions de type hydrophobe avec les solvants apolaires concernant les cycles
aromatiques (A et B) et les substituants carbonés aliphatiques ; des interactions dipolaires
entre les solvants polaires et les groupes fonctionnels des flavonoides (carbonyle, éther,
ester, hydroxyle).
- Des liaisons hydrogenes entre le solvant (eau, alcool, amine) et les divers groups donneurs
ou accepteurs de ce type de liaison présent sur le flavonoide.
- Des interactions de type électrostatique entre les groupes hydroxyles et carboxyliques ou

pour les anthocyanes a certains pH.
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Selon SAIDMAN et coll. [16], le facteur principal influencant la solubilité de la
flavone est sa capacité a former des liaisons hydrogénes avec le solvant.
Les différences structurales au sein d’une méme famille sont tellement importantes qu’il est
difficile d’estimer la solubilité d’un composé dans un solvant. Toutefois, la solubilité des
flavonoides dans I’eau et dans des solvants tres apolaires est faible et dépendante du pH [17].
En effet, a un pH 1,5, la solubilité de I’hesperitine et de la naringénine est respectivement
de 6 et de 25 mg/L, alors qu’a un pH 8 la solubilité est quatre fois plus élevée.

D’autre part, la solubilité de la rutine, de la naringine et de la quercétine dans I’eau a
20°C est respectivement de l’ordre de 125 mg/L, 0,5 g/L et < 10 mg/L [18,78].
BENAVENTE G. et coll. [19] ont évalué la solubilité de la néohespéridine dihydrochalcone
dans différent mélanges eau/éthanol. La solubilit¢ de ce composé a 20°C dans 1’eau,
I’éthanol et le mélange eau/éthanol (1/1) est respectivement de 0,4 g/L, 12 g/L et 123 g/L.
La solubilité dans les solvants organiques a été que peu étudiee.
La faible solubilité des flavonoides dans les phases aqueuses et lipophiles laisse leurs
incorporations dans les formulations pharmaceutiques et alimentaires difficiles. Toutefois,
la métabolisation (hydrolyse de la partie glycosylée, sulfatation, glucuronisation) de ces
composés par les cellules de I’intestin permet leur absorption par 1’organisme [20].

Pour pallier a ces problémes de solubilité, différentes techniques ont été utilisées ayant
pour but de modifier la structure de ces molécules :
- la glycosylation de la naringine par du maltotriose, en présence de I’amylase maltogenique
de Bacillus stearothermophilus, a permis 1’augmentation de sa solubilité dans 1’eau de 250
fois [21].
- La complexation de la naringenine et de I’hespéretine avec de la B cyclodextrine a permis
d’augmenter leur solubilité dans des milieux hydrophiles a différents pH [22].
- L’acylation par des acides gras ou aliphatiques substitués avec un groupement polaire
(sucre, phosphate, carboxylate) a permis d’améliorer la solubilité respectivement dans des
phases lipophiles ou en milieu aqueux. Le succinate de quercétine (2-phosphonomyo-
inositol) [18], ’acétate de quercétine et le propionate de quercétine [23] ont une solubilité
dans I’eau respectivement 15000 fois, 500 fois et 12 fois plus importante que la quercétine.

Cependant, PERRIER et coll. [24] et SAKAI et coll. [25] ont observé, respectivement,
une augmentation de la solubilité de I’hespéretine et de la catéchine dans les phases
lipophiles aprés acylation par des acides gras.

- La polymérisation de la rutine a permis d’augmenter sa solubilité dans 1’eau [26].
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b. Stabilité des flavonoides

L’importante réactivité des flavonoides donne a ces molécules une instabilité a
plusieurs conditions environnantes.

* Parameétres affectant la stabilité des flavonoides

Les parametres pouvant agir sur la stabilité des flavonoides sont la lumiére, le pH, la
température, la nature du solvant, la présence d’enzyme, d’ion métallique ou non et
d’oxydant. Ainsi, une ¢lévation de la température et du pH, la présence d’ions métalliques
favorisent la dégradation des flavonoides. En effet, la stabilité est plus faible a des pH
basiques en raison d’une augmentation de 1’oxydation de ces molécules due soit a une
déprotonation de ces composés (diminution du potentiel d’oxydation), soit a une stabilisation
de I’oxydant (anion superoxyde).

* Effet de la structure du flavonoide sur la stabilité

La stabilité des flavonoides est affectée par la nature du flavonoide et la présence de
substituant (glycosylation, acylation, polymeére). En effet, FRIEDMAN et JURGENS [27]
ont observé que la stabilité des flavonoides et de certains acides aromatiques, vis-a-vis du
pH, est plus élevée que dans le cas d’autres composés phénoliques en raison d’une
stabilisation accrue par résonance des intermédiaires de type phénoxy et quinoique. Il a été
aussi rapporté que la stabilité des flavones a la lumiere est plus importante que celle des
flavonols [28].

Ainsi, I’absence d’un groupe hydroxyle libre en position 3 sur les flavones a un effet
positif sur la stabilité en particulier a la lumiere. Les flavones et les flavonols glycosylés en
position 3 sont donc moins réactifs.

En ce qui concerne I’hydroxylation, MARKRIS et ROSSITER [29] n’ont pas observé d’effet
sur la stabilité en comparant les mécanismes de dégradation de la quercétine et de la morine.
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c.1.2. Les non-flavonoides

Les composés non-flavonoides regroupent les acides phénoliques et les stilbenes. Ils
ne possedent pas de squelette « flavone ».

C.1.2.1. Les acides phénoliques

Les composés phénoliques sont également présents, comme les dérivés d’esters
hydroxycinnamiques possédant une structure du type Cs-Cs. Les composés les plus fréquents
sont 1’acide p-coumarique, 1’acide caféique qui a trés largement démontré son activité
antioxydante [31], I’acide férulique et 1’acide sinapique [32].
On trouve aussi des dérivés de ces acides, comme 1’acide chlorogénique présent dans les
pommes. Ce dernier s’avere étre un antioxydant intéressant, a tel point que de nombreux

laboratoires tentent d’en faire sa synthese [33].

Q HO
R \
OH P o.,
HO
HO o)
Rz
Acide chlorogénique
Acide cinnamiques R1 R2
Acide caféique OH H
Acide p-coumarique H H
Acide férulique OCHs H
Acide sinapique OCHs OCHs

Figure 1.8 : Structure de dérivés de 1’acide p-hydroxycinnamigue

c.1.2.2. Les stilbénes

Les stilbénes sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux
aromatiques reliés par une double liaison, formant un systeme conjugué. Cette particularité
leur confére une grande réactivité due a la délocalisation des électrons = sur la totalité de la
molécule. Les stilbénes sont connus pour leurs propriétés antioxydantes vis-a-vis des
lipoprotéines a basse densité LDL. lls pourraient ainsi jouer un rble protecteur contre les

maladies cardiovasculaires [34].
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o vavs

R5

Stilbénes R1 R2
Pterostilbéne OCH3 OCH3
Resvératrol OH OH

Picéide OGlc OH

Figure 1.9 : Structures chimiques de quelques stilbénes

C.1.3. Propriéetés antioxydantes et antiradicalaires des composés
phénoliques

L’interaction des flavonoides avec de nombreux radicaux a été employée dans
plusieurs études afin de déterminer les éléments majeurs de I’activité antioxydante. A cause
de leurs faibles potentiels redox [8], les flavonoides (FI-OH) capables de réduire les radicaux
libres oxydants comme le superoxyde sont thermodynamiquement, le peroxyle, I’alkoxyle
et ’hydroxyle par transfert d’hydrogéne. Le pouvoir antioxydant des flavonoides peut
s’exercer par la complexation des métaux de transition. En effet, ces derniers accélérent la

formation d’espéces oxygenées réactives [115].
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d. Les dithiolethiones

Le soufre est moins électronégatif que 1’oxygéne. Il posséde des électrons sur la 3éme
couche dont des électrons d, de ce fait, le soufre est plus volumineux que 1’oxygene
(polarisabilité plus importante). Parmi les composés soufrés on trouve les 1,2-dithiole-3-
thiones, qui sont des composes hétérocycliques flexibles continents trois atomes de soufre

dont I’une est une fonction thione [35].

N
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Figure 1.10 : La forme générale de 1,2-dithiole-3-thione

Les 1,2-dithiole-3-thiones sont des hétérocycles sulfurés naturellement trouvés dans
végétaux crucifere [36]. Les 1,2-dithiole-3-thiones sont une classe de composés
d'organosoufrés de la structure générale montrée dans la figure 1.10. La premiére synthése
d'un composé de cette classe semble avoir été par le chimiste italien BARBAGLIA G.A. qui,
en 1884, a isolé et a purifié une substance de la formule CsHeSz de la réaction entre
l'isovaléraldéhyde (3-méthylbutanal) et le soufre. BARBAGLIA n’a pas déterminé sa
structure, mais il a mesuré son point de fusion et a donne la méthode de synthese, il a stipulé
que cette substance serait le 4,5-diméthyl-1,2-dithiole-3-thione, la dithiolethione parent a été
synthétisée pour la premiére fois en 1948. Nombreux dérivés ont été préparés entre les
années 1940 et 1950, quand l'intérét considérable s'est développé, notamment en France,
dont les utilisations potentielles de ces composés seraient dans les domaines industriels et

pharmaceutiques [37].

Dans les années 1980, l'intérét pour cette classe de composés a été fortement stimulé
par les travaux du groupe de BUEDING. Cette équipe a rapporté que si I'on met I'oltipraz et
le sulfarlem dans I'alimentation des souris, les niveaux hépatiques sont significativement
élevés de méme que pour de la glutathione et la glutathione-S-transférase (GST) et

neutralisent I'effet toxique de I'acétaminophene et du tétrachlorure de carbone [37].
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Les dithiolethiones (dont I’anéthole (sulfarlem) et oltipraz) ont des propriétés anti-
oxydantes, radioprotectrices et chimiopréventives.
L’administration de cette substance aux fumeurs est corrélée a une nette diminution de

cancer du poumon [38].

Les 1,2-dithiole-3-thione (parent), 4-méthyl-5-pyrazinyl-1,2-dithiole-3-thione et 5-
tert-butyl-1,2-dithiole-3-thione sont des dithiolethiones qui ont démontré pour leur pouvoir
a inhiber la toxicité chimique et la cancérogénicité chez de nombreux organes cibles [39].
MUNDAY et Coll. ont étudié, d’une fagon comparative, 1’activité de 25 dithiolethiones. Il
semble que les propriétés chimioprotectrices soient partagées par tous les dithiolethiones a
des degrés plus ou moins élevés [107]. Ces 25 dithiolethiones sont substitués en position 4

et 5 ; méme la 1,2-dithiole-3-thione (parent non substitué en position 4 ou 5) est active.
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d.1. Les propriéés physico-chimiques des dithiolethiones: Nous nous intéressons

seulement aux propriétés qui ont des effets sur la lipophilie afin d'interpréter les valeurs de
log Peaun-octanol trouveées et les activités antioxydantes des dithiolethiones.
d.1.1. Moments dipolaires

Les calculs théoriques permettent de déterminer, avec une bonne précision certaines
propriétés physico-chimiques et électroniques des dithiolethiones notamment des moments
dipolaires. Par exemple pour la 5-p-méthoxyphényl-1,2-dithiole-3-thione, la 5-phényl-1,2-
dithiole-3-thione et la benzo-1,2-dithiole-3-thione les valeurs théoriques sont : 5.73, 4.70 et
3.88 D, respectivement. Les valeurs expérimentales dans le benzéne sont : 5.89, 4.93 et
3.99D [40]. Ces valeurs expriment la grande polarité des composés dithioliques.

d.1.2. Aromaticité des 1,2-dithiole-3-thiones

L’aromaticité de dithiolethiones est manifestée, par la délocalisation de six électrons
p dans le systeme plans du dithiole. La regle de Hdckel, indique que tout structure cyclique
siege d’une délocalisation électronique couvrant 1’ensemble du cycle, et affectant un
ensemble de (4n+2) électrons (n=0; 1; 2 ; 3 ;...) présente le caractére aromatique [41].

On peut considérer que quatre électrons proviennent des deux doublets 3 p des atomes
de soufre 1 et 2 et une double liaison (C4-Cs), se trouvent rejeter sur le soufre du
thiocarbonyle ce dernier se trouve donc chargée négativement tandis que le cycle dithiolique
acquiert une charge positive.

Ces résultats confirment, encore 1’existence du caractére aromatique des
dithiolethiones. En bref, ces considérations indiquent que les dithiolethiones sont des

composés aromatiques, tres stables.

d.1.3. Conformation de quelques 1,2-dithiole-3-thiones substituées par un

groupement aryle

BONA M. [42], dans ses études, concluent que pour la 4,5-diphényl-1,2-dithiole-3-
thione, les calculs semi-empiriques sont réalisés a 1’aide du logiciel MOPAC 6.00, ces
calculs montrent que la conformation de plus baisse énergie correspond a un angle diedre
des plans du dithiole et le phényle en est de 92,9°. Aussi pour le phényle en 5 a un angle
diédre de 104,5".
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I.2. TRAVAUX EXPERIMENTALS

Introduction

Les noyaux dithiole font l'objet de nombreux travaux dans le domaine de la protection de
corrosion notamment pour notre équipe. Cette derniére s'intéresse a I'étude de I'effet de
structure des dithiolethiones sur I'activité d'inhibition de corrosion. Certains de ces composés
ont montré une activité antioxydante intéressante [37]. Dans cet optique, nous avons travaillé
sur deux familles de dithiolethiones :

e Les cycles dithioliques substitués en position 4
S

e Les cycles dithioliques substitués en position 5
S s

AN

Rs

wn

H
Dans la premiére partie, nous avons préparé les deux composés 5-p-méthoxyphényl-1,2-

dithiole-3-thione C et son dérive C1.
Dans la deuxieme partie, nous avons déterminé I'activité antioxydante " in vitro™ par cing

méthodes différentes.

I.2.1. Synthése des 1,2-dithiole-3-thiones

Toutes les dithiolethiones que nous avons utilisés sont synthétisées par
DEKMOUCHE M. selon la méthode décrite par FIELDS E. [43] et les cations dithiolylium
sont préparés par alkylation des dithiolethiones correspondantes [44,45], sauf le composé C
et son sel correspondant C1. lls ont été préparés dans ce travail par la récupération du
composé C a partir d'un médicament sulfarlem® synthétisé par Rottendrof Pharma.

Avant de commencer ce travail, nous avons purifié les dithiolethiones et nous avons
déterminé leurs points de fusion dans un capillaire a point de fusion.
Les réactifs de départ sont généralement des produits commerciaux qui n’ont pas été purifiés

avant leurs utilisations.
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I.2.1.1. Récupération de la 5-p-méthoxyphényl-1,2-dithiole-3-
thione (C)

Dans cette étape, nous avons récupére de la 5-p-méthoxyphényl-1,2-dithiole-3-thione,
du médicament sulfarlem qui est une sorte de comprimés enrobés par un polymere
comestible d’une couleur jaune orangé, (boite de 60 comprimeés) chaque comprimé contient
25 mg.

Excipient : lactose, gomme arabique, amidon de blé, saccharose, gomme guar, stéarate de
magnésium, silice colloidale, anhydre gélatine, talc dioxyde de titane, jaune orangé cire de

carnauba.
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Figure 1.11 : photo de comprimé de sulfarlem

Pour vérifier que le sulfarlem récupéré du médicament a les mémes caractéristiques
que le sulfarlem synthétisé par SAIDI M., nous avons procédé a la détermination des Rt des
deux produits et la comparaison des valeurs de point de fusion et leurs spectres UV-Visible

et IR. Les résultats obtenus étaient identiques.

Spectre UV-visible
Nous avons réalisé un spectre d’UV-visible de sulfarlem et par conséquent, a apparu
deux bandes : une forte bande a (A= 350nm) et une faible bande a (A=450nm), qui donne un

spectre conforme au spectre du sulfarlem synthétise par la société des médicaments
(Fig. 1.12 et 1.13).
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Figure 1.12 : Spectre UV-visible de sulfarlem recupéré

4090 688 B88

Figure 1.13 : Spectre UV-visible de sulfarlem synthétisé

Spectre IR

Les valeurs des bandes d’absorptions importantes dans le spectre IR (pastille de KBr) de

sulfarlem sont regroupées dans le tableau 1.2 :

Tableau 1.2 : Les bandes d'absorptions dans le spectre IR de sulfarlem

Valeur de nombre d'onde Type de liaison
624 cm* — 690cm! indique qu’il y a une liaison C-S vibration
d’élongation
819,7 cm? indique qu’il y a un cycle aromatique
commutable en position para
1026,1 cm'? indique qu’il y a une liaison C-O-C
aromatique
1195 cm! indique qu’il y a une liaison C=S
1257cmt indique qu’il y a une liaison C-O-R
aromatique d’¢longation non symétrique
1481,2cm? indique qu’il y a une liaison C-H vibration
de déformation
1602,7 cm* indique qu’il y a une liaison C=C
2887 cm't indique qu’il y a une liaison C-H

d’élongation de CH3
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I.2.1.2. Préparation de la 3-Méthylthio-5p-méthoxyphényl-
1,2-Dithiolylium contre ion (I") (C1)

La réaction de la 5-p-méthoxyphényl-1,2-dithiole-3-thione avec 1’iodure de méthyle

conduit au dérivé C1 (sel de sulfarlem) avec un rendement de 95 % cette étape a lieu a une
température de 30 °C.

L'éguation de la réaction est la suivante :

H3CO
Schéma 1.1 : Mécanisme de synthése de sel C1

Spectre UV-visible

On a réalis¢ un spectre d’UV-visible de sel de sulfarlem en utilisant comme solvant

I’eau saturé en octanol. Deux bandes sont apparues a (A=454nm et A=272nm)

" B8 .8

AR ]
s i)

1 L

8.5

&8 e

Figure 1.15 : Spectre UV-visible de sel de sulfarlem C1

Spectre IR

Les bandes d’absorptions les plus importantes sur le spectre IR (pastille de KBr) de la
molécule du sel de sulfarlem (Fig. 1.16) sont regroupées dans le tableau 1.3 :
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Tableau 1.3 : Les bandes d'absorptions dans le spectre IR du sel de sulfarlem

Valeur de nombre d'onde

Type de liaison

(624cm™ —692cmt)
835cm!

1033,8 cm™!
1245,9cm’t

1427,2cmt

1598,9cm’?
3006cm?

indique qu’il y a une liaison C-S d’élongation
indique qu’il y a un cycle aromatique
commutable en position para
indique qu’il y a une liaison C-O-C aromatique
indique qu’il y a une liaison C-O-R aromatique
d’¢longation non symétrique
indique qu’il y a une liaison C-H vibration de
déformation
indique qu’il y a une liaison C=C
indique qu’il y a une liaison C-H dans le cycle
aromatique d’élongation

Remarque

En comparant entre le spectre de sulfarlem et son sel correspondant nous avons

remarqué la disparition de la bande a 1195 cm ce qui indique qu’il y a une liaison C=S.
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Spectre IR de sel de sulfarlem
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I.2.2. Détermination de |'activité antioxydante in vitro

Le pouvoir antioxydant ne peut étre mesuré qu’indirectement a partir de ses effets. La
plupart des méthodes de mesure de 1’activité antioxydante sont basées sur I'utilisation de
systemes générant des radicaux trés variés. Ce sont principalement des méthodes dites
"d’inhibition " dans lesquelles une espece chimique capable de générer des radicaux libres
est utilisée avec une substance capable de détecter ces especes. L’échantillon dont on
souhaite mesurer le pouvoir antioxydant est capable d’inhiber la génération des radicaux.
Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation, il n’existe pas de méthode unique
qui permettrait de refléter le profil antioxydant d’un échantillon. C’est pourquoi, on effectue
différents tests de mesure du pouvoir antioxydant.

L'un des objectifs dans ce travail de thése a consisté a apprécier I'activité antioxydante des
composés dithioliques et phénoliques avec deux techniques d’analyse dont l'une est
physicochimique (spectroscopie d’absorption UV-Vis notamment) en utilisant différentes
tests :

e Le pouvoir réducteur sur le ferricyanure de potassium

e L'activité chélatrice des ions de Fe?*

e DPPH*
e ‘OH
° OE_

L'autre méthode est la méthode électrochimique par génération de I'anion superoxyde 03~

puis lui neutraliser afin de détermininer les valeurs de Clso.

La structure des composés étudiés
Les composés dithiolethiones, phénoliques et leurs dérivés étudiés dans ce travail sont
représentés dans le tableau 1.4 et le tableau 1.5 respectivement suivant et nous avons utilisé

I'acide ascorbique (Vitamine C) comme standard.
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Tableau 1.4 : Les structures et les abréviations des dérivés dithioliques

Structure

Nom
[abréviation]

Structure

Nom
[abréviation]

CHsz

4-phényl-1,2-
dithiole-3-
thione
p.f=120°C
[A]

4-p-tolyl-1,2-
dithiole-3-
thione
p.f=130°C
[B]

3-méthylthio-
4-phényl-1,2-
dithiolylium
contre ion (I")
p.f=224°C
[Al]

3-méthylthio-
4-p-tolyl-1,2-
dithiolylium
contre ion (I)
p.f=234°C
[B1]

HaCO

CH3

3-méthylthio-4-
phényl-1,2-
dithiolylium
contre ion
(CH3SOy)
p.f=218°C
[A2]

3-méthylthio-4-
p-tolyl-1,2-
dithiolylium
contre ion
(CH3SOy)
p.f=230°C
[B2]

5-p-méthoxy

phényl-1,2-
dithiole-3-thione
p.f =109 °C [C]

3-méthylthio-5-
p-méthoxy
phényl-1,2-
dithiolylium
contre ion (I")
p.f=228°C
[C1]
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Tableau 1.5 : Les structures des composés phénoliques

Structure Nom Structure Nom
el 10T T”3 o 3,5-di-tert- i 3-tert-
e butyl-4- butyl-4-
He cre hydroxy hydroxy
toluéne (BHT) CHs anisole
CH3 (BHA)
CH, OCHs CHs
OH
on épicatéchine Quercétine
“/om
OH
"o " Acide caféique " acide p-
coumarique
HO HO
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Suite de tableau 1.5

Structure Nom

OH

HO OH
OH
HO
(0] OH .
HO o} Acide
O;QJI\ o tannique
(0] OH
OH W ""/,

OH

HO

OH

HO, A
Acide
HO gallique
OH
HO
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I.2.2.1. Activité réductrice sur le ferricyanure de potassium

Le pouvoir réducteur d'un composé est associé a son pouvoir antioxydant. L'activité
réductrice des dithiolethiones et les composeés phenoliques sont déterminées selon la
méthode de CHEN H. Y. et YEN G. C. [46], basée sur la réaction chimique de réduction du
Fer(I11) présent dans le complexe KsFe(CN)s en Fer (Il). La réaction est révélée par le
virement de couleur jaune du fer ferrique (Fe**) en couleur bleu vert du fer ferreux (Fe?*),
I'intensité de cette coloration est mesurée par spectrophotometre a 700 nm.

Une augmentation de lI'absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des
composés testes. La chimie des analyses fer peut étre résumée avec I'équation de la réaction

suivante :

Fe(CN)s* + Antioxydant —— Fe(CN)s* + Antioxydant oxydé
Fe(CN)e* + Fe®* —  Fe[Fe(CN)e]

Résultats et discussion

L’activité antioxydante est mesurée selon un nouveau terme appelé AEAC (Ascorbic Acid
Equivalent Antioxidant Capacity). On définit I'AEAC comme la concentration molaire
de la solution d'acide ascorbique qui posséde un pouvoir réducteur équivalent a

solution de concentration 1 M de composé étudie.

— pente((Vitamine C) ]

| AEAC — pente (Antioxydant) X (1M) + intercepte (Antioxydant)
a pente (Vitamine C)

L’évolution de I’activité antioxydante de nos produits est comparée par rapport a I’acide

ascorbique (vitamine C) et cela en tragant une courbe d’étalonnage de ce dernier.

10

Abs = 2412.97 C + 0.00199
08{ RZ=0.99

Abs a 700 nm

T T T T T ]
0.0000 0.0001 0.0002 0.0003 0.0004 0.0005
C (M)

Figure 1.17 : Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique (vitamine C)
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Figure 1.18 : Courbes représentants le pouvoir réductrice de quelques dithiolethiones et

composés phénoliques étudiés

Les différents produits sont traités de la méme fagon que ceux des solutions standards

de I’acide ascorbique. Nous avons tracé les courbes représentant la variation du pouvoir

réducteur exprimée en absorbance en fonction de la concentration.
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Analyse statistique
Le coefficient de détermination des propriétés antioxydante a été déterminé en utilisant
les programmes Origine 8.

On résume les résultats des tests du pouvoir réducteur dans le tableau 1.6 :

Tableau 1.6 : Les résultats de test du pouvoir réducteur (AEAC)

Echantillons Activité antioxydante AEAC (M)
A 0,460
B 0,057
C 0,135
Al 0,301
A2 0,999
B2 0,244
B1 0,460
C1 0,670
BHA 1,401
Quercétine 3,319
Acide tannique 3,440
Acide gallique 2,508
BHT 8,701
Acide caféique 2,308

Acide p-coumarique 3,132 x 10

(—)-épicatéchine 4,674

La réduction de Fe (I11) est souvent employée comme indicateur de I'activité de donne
électron, qui est un mécanisme important d'action antioxydante [47]. En analyse d'activité
réductrice, la présence des antioxydants dans les échantillons aurait comme conséquence la
réduction de Fe3* en Fe?* en donnant un électron. La quantité du complexe de Fe?* peut étre
alors soit surveillée en mesurant la formation du Perl's bleu Prussien a 700 nm. La croissance
d'absorbance a 700 nm indique une augmentation des capacités réductrices.

On a constaté que les activités réductrices de tous les dithiolethiones et les composés

phénoliques étudiés ont également augmenté avec I'augmentation de leurs concentrations.
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Nos composeés ont montré une bonne activité réductrice qui était comparable a I'acide

ascorbique. L’efficacité de la réduction du fer est directement proportionnelle a la valeur

AEAC, elle est dans I’ordre croissant selon le classement suivant :

Réduction de Fe3+

\

OHNwhmm\IOOW

LA W

Figure 1.19 : Classification de la capacité réductive selon les valeurs d’AEAC

Les résultats obtenus dans le tableau 1.6 montrent que les composés étudiés posseédent
une activité antioxydante tres variée et les valeurs d'AEAC sont entre 0,0313 M et 8,701M.
Les valeurs de I'AEAC les plus faibles sont signalées pour le 4-tolyl-1,2-dithiole-3-thione B
et l'acide p-coumarique (0,057 M et 3,132 x 102 M respectivement).

En effet, I'AEAC la plus élevée est enregistrée pour le BHT, I'(-)-épicatéchine et I'acide
tannique (8,7012 M, 4,674 M et 3,44 M respectivement).

De ces résultats, nous remarguons que l'acide caféique possede une capacité réductrice

tres importante par rapport a l'acide p-coumarique qui donne une faible activité réductive
(AEAC = 0,0313 M).

Pour le classement de la capacité réductrice de Fe3* en Fe?* nous avons constaté une

nette contradiction entre nos résultats concernant de BHT, qui est considéré comme le

meilleur réducteur mais les études de GULCIN 1. et Coll. [97] prouve que le BHT est moins
réducteur que I'acide tannique.
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En géneral, I'interprétation de cette variance entre les valeurs d'’AEAC des composés
étudiés est attribué au potentiel d'oxydation de chaque compose, ou I'on trouve une relation
inverse entre les valeurs de capacités réductives AEAC et le potentiel d'oxydation Epa (voir
le tableau 1.7)

En réalité, les groupes donneurs des électrons comme (OH, OCHgs, alkyle) minimisent le
potentiel rédox des polyphénols et augmente leurs capacités antioxydantes.

A partir des valeurs de potentiels d'oxydation (tableau 1.7) I'introduction d'un second groupe
hydroxyle au niveau de I'acide p-coumarique conduit a la réduction significative du potentiel

d'oxydation comme dans le cas de I'acide caféique (Epa = 0,45 V).

Tableau 1.7 : Les potentiels d'oxydation

Composés étudiés Epa (V)
BHT 0,736V(ECS)= 0,690V (Ag/AgCl) [48]
BHA 0,540V(ECS)= 0,494V (Ag/AgCI) [48]
acide p-coumarique 0,670V (Ag/AgCl) [49]
Acide caféique 0,450V (Ag/AgCl) [49]
Quercétine 0,250V (Ag/AgCl) [50]
(—)-épicatéchine 0,356V (Ag/AgCl) [50]
Acide gallique 0,433V (Ag/AgCl) [50]
Acide tannique 0,310V (ECS) = 0,264V (Ag/AgCI[61]

3-méthylthio-5p-méthoxyphényl-1,2- 0,190V (ECS) = 0,144 V(Ag/AgCD[98]
dithiolylium contre ion (I') C1

Le potentiel d'électrode de calomel (KCI saturé) = 0,2444V vs ENH a 25 °C[99].
Le potentiel d'électrode de AgCI/Ag (KCI saturé) = 0,1989V vs ENH a 25 °C[99].

Nous avons trouvé une bonne corrélation entre les valeurs d'AEAC et le potentiel
d'oxydation Epa pour les composés phénoliques avec un coefficient de détermination
R? = 0,74 (voir le figure 1.20).

Nous rappelons que les composés entrant dans cette corrélation sont : les composés

phénoliques sauf le BHT.
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Figure 1.20 : La relation d’AEAC et le potentiel d'oxydation Epa

FIRUZI et Coll. [49] ont utilisé la voltamétrie cyclique pour la mesure du potentiel
d'oxydation et ont observé une corrélation assimilée entre les potentiels d'oxydation et la
capacité de réduction des ions ferriques.

Enfin, pour les dithiolethiones nous trouvons que le composé 4-phényl-1,2-dithiole-3-
thione A a une grande capacité réductrice, cependant le composé Al donne une faible
AEAC. On peut expliquer ces résultats par le potentiel d'oxydation des composés étudiés,
c'est a dire si le dérivé dithiolique posséde un potentiel d'oxydation faible, il donnera des
électrons pour participer a la réduction des ions ferriques Fe(l11), ce qui conduit a une bonne
activité réductrice.

Nos études montrent que les dérivés dithioliques comme les sels sont des agents
réductifs plus important que les composés neutres correspondant a cause de la grande
solubilité dans I'eau de ces derniers.

Encore, un autre critére pris en considération pour l'activité réductrice : c'est le
potentiel d’ionisation (PI) d’une molécule & laquelle correspond 1’énergie minimale qu’il
faut lui fournir pour lui arracher un électron. Plus un composé aromatique est substitué par
des groupements donneurs d’électrons, plus son PI est faible et plus son caractére réducteur
est éeleve. Il peut alors subir une oxydation mono-électronique qui conduit au radical

correspondant.
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Donc, pour rechercher s'il ya une corrélation entre le potentiel d'ionisation des produits
étudiés et l'activité réductive, nous utiliserons les valeurs des P1 des composés phénoliques
qui sont trouvés dans la littérature et pour les dithiolethiones nous utilisons les valeurs de
(-HOMO) (Highest Occupied Molecular Orbital). Ces derniers sont obtenus dans notre
laboratoire (voir le chapitre 4). Par ailleurs les valeurs de Pl pour le BHA et le BHT sont
déterminées par la relation I.5.

De plus, nous rappelons que le potentiel d'ionisation et calculé par la relation suivante :

[ PI = —Eyomo (1.5 ]

Les valeurs de PI sont regroupées dans le tableau 1.11.

AEAC (M)

120 140 160 180 200 220
Pl (Kcal/mol)

Figure 1.21 : La relation d' AEAC avec le potentiel d'ionisation

Nous rappelons que les composés entrant dans cette corrélation sont : tous les dérivés
dithioliques et les composés phénoliques sauf le BHA. Pour le BHT qui donne une meilleur
capacité réductive AEAC= 8,07M, nous attribuons ce résultat au faible potentiel d'ionisation
Pl= 132,136 Kcal/mol.

En conclusion, selon la figure 1.21 (corrélation AEAC vs PI), nous pouvons dire que presque
tous nos dithiolethiones et polyphénols sont des composeés réducteurs. Mais les polyphénols
ont un pouvoir réductif plus important que celui des dithiolethiones, sauf pour I'acide p-

coumarique.
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I.2.2.2. Chélation du fer ferreux

Les ions métalliques a double équivalence jouent un réle trés important comme des
catalyseurs d’oxydant, ils provoquent la formation des radicaux hydroxyles et la séparation

de I’eau oxygéné selon les réactions de FENTON :

[ Fe* + H, O, ——> Fe* + HO + HO’ ]

Les procédés Fenton

Historique

En 1894 FENTON Henry J. remarque qu’il est possible d’activer H2O avec les sels
de Fe(II) et de cette maniére d'oxyder 1’acide tartrique. Ce n’est que plus tard, en 1934, que
HABER et WEISS émettent 1’hypothése que le radical hydroxyle est responsable de cette
oxydation. Par la suite, le mécanisme dans lequel la formation de HO® est I’étape clé nommée
aujourd’hui le Fenton « classique », elle est développée et approfondie.
Au cours de cette derni¢re décennie, I’importance de la réaction de FENTON est la plus
reconnu notamment pour les réactions environnementales, les systemes biologiques et le
traitement des déchets. Les ions de Fe?* sont capables de donner des radicaux libres, ces
radicaux provoquent des maladies allant de 1’athérosclérose au cancer tout en passant par les

maladies inflammatoires, cardiovasculaires, neurodégénératives et le diabéte [52,106].

Une méthode colorimétrique a été utilisée pour le dosage du Fe(ll). La technique est
basée sur I’utilisation d’un complexant du Fe(II) : I’ortho-phénanthroline. La phénanthroline
est une base de LEWIS : ses électrons libres, portés par les 2 atomes d’azote, peuvent étre
partagés avec le Fe(ll) qui se comporte comme un acide de Lewis. En présence de ces 2
especes, il se forme un complexe stable rouge-orange de Fe (1) coordonné par trois ligands

de phénanthroline

™ >Fe2+

)3

Schéma 1.2 : La chélation de Fe?* avec la phénanthroline (Amax = 510 nm) [102]
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La capacité des dithiolethiones/polyphénols a chélater le Fe (I1) est déterminée suivant
une méthode modifiée comme décrit par PUNTEL et coll. [53].

Résultats et discussion

Les valeurs des pourcentages de chélation obtenues ont permis de tracer des courbes

ayant une allure droite.
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Figure 1.22 : Activité chélatrice des quelques composés phénoliques et dithioliques

Nous avons calculé la concentration Clsg pour déterminer la capacité chélatrice des tous les

produits testée (tableau 1.8) :
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Tableau 1.8 : La concentration de chélation de Fe?* (Clso) des dithiolethiones et

polyphénols
Les produits étudiés Clso (mM)
A 0,510
B 0,507
C 1,158
Al 1,240
A2 0,470
Bl 2,064
B2 0,753
C1 0,758
V.C 2,452
BHT 5,019
acide caféique 0,749
BHA 4,125
acide p-coumarique 2,952
(—)-épicatéchine 0,296
acide gallique 3,656
Quercétine 0,991
acide tannique 0,155

A partir de ces courbes, nous pouvons déterminer les pourcentages de chélation
obtenus en fonction des concentrations utilisées ainsi que la valeur de Clso de chaque
composé étudié. L’efficacité de chélation de Fe?* est inversement proportionnelle a la valeur
de Clso.

La chélation des ions ferreux a été estimée selon la méthode de PUNTEL R. L. et coll.
[53] dont laguelle la phénanthroline peut quantitativement former un complexe avec le fer
(Fe?*-phénanthroline) [(C;,HgN,)sFe]?*; chromophore rouge ayant un maximum
d’absorption a 510 nm. En présence d'agents chélateurs, la formation de ce complexe est
perturbée aboutissant a une diminution de la couleur rouge qui est suivie

spectrophotométriqguement.
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Les résultats obtenus montrent que les différents composés étudiés ainsi que le
standard interférent d’une maniére dose dépendante avec la formation du complexe (Fe?'-
phénanthroline), suggérant qu’ils possédent une activité chélatrice tout en capturant 1’ion
ferreux avant qu’il soit complexé avec la phénanthroline.

Ce test va nous permettre de quantifier les résultats precédemment obtenus. On pourra
ainsi définir les Clso de ces composés. Ceux-ci représenteront la concentration nécessaire en
composé pour que 50 % de la quantité totale de Fe?* présent dans le milieu soit piégé. Ces
résultats vont déterminer un ordre du potentiel chélateur.

A partir de nos résultats, on remarque que le composé B2 a la moindre valeur de Clso
c'est-a-dire plus chélateur des ions de ferreux, par contre le composé Bl a une activité

chélatrice moins importante.

Chélation

Figure 1.23 : Comparaison de potentiel chélateur des dithiolethiones/polyphénols selon
Clso

Nous expliquons ce cas par la charge sur I’atome d’iode, qui est plus faible que celle
sur I’atome d’oxygéne donc, les sels du sulfates ont souvent intéressantes activités chélatrice

plus par rapport aux sels d’iode.
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Selon la nature du substituant sur la position 4, le composé 4-p-tolyl-1,2-dithiole-3-
thione B est plus actif que le 4-phényl-1,2-dithiole-3-thione A car il donne une forte
couverture d'ions de fer.

Les dithiolethiones polaires sont solubles dans I'eau et ces derniers sont capables de
former des chélateurs avec les ions ferreux.

L'importance du moment dipolaire est due a la présence du groupe méthyle sulfate
(CH3SOy).

Selon la littérature, les composés phénoliques s’averent comme de bons chélateurs des
ions métalliques [54]. Cependant, dans la présente étude sauf les composés phénoliques
comme l'acide tannique, I'(-)-épicatéchine et la quercétine sont plus chélateurs mais les
autres ont de Clso plus élevés c'est-a-dire moins chélateurs par rapport aux dithiolethiones.

C'est pourquoi, nous suggérons que l'acide tannique peut chélate des ions ferreux avec
I'nydroxyle et carboxylate groupes. Il a été rapporté que les composés avec des structures
contenant deux ou plusieurs des groupes fonctionnels suivants : -OH,-SH,-COOH,-POzH>,-
C=0,-NR2,-S- et -O- dans une configuration favorable structure-fonction peut montrer
d'activité chélatrice de métal [97].

Les composés contenants le nitrogene sont généralement des chélateurs plus puissant
que les composés phénoliques [55]. De plus, la capacité chélatrice d’un composé phénolique
dépend de la disponibilité d’un certain nombre de groupements fonctionnels
convenablement orientés.

Les études menées par VAN ACKER et ses collaborateurs [56] sur la chélation du fer
par certains flavonoides, ont pu ressortir les sites potentiels pour la chélation des ions
métalliques (Figure 1.24) ; (i) un noyau catéchol sur le cycle B, (ii) les groupes 3-hydroxyle

et 4-oxo du cycle C, et (iii) les groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycles A et C.

N /
N
Mé"*

Figure 1.24 : Flavonoides et leurs sites proposés pour la chélation des ions métalliques
[57]
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Cette explication est appliquée sur les deux composés I'(-)-epicatéchine et la
quercétine, a cause des groupes hydroxyles qui comportent des doublets libres d'électrons

capables de former des complexes avec Fe?*,

Nous remarquons que le BHT est moins chélateur que le BHA et nous pouvons
expliquer ce résultat par la différence au niveau de la structure, ou le BHT possede un seul
groupe hydroxyle et ce groupe existe entre deux groupes volumineux tertio butyle alors il ya
un encombrement stérique empéchant de former un complexe avec les ions ferreux, c'est
pour ¢a que la valeur Clso est de 5,019 mM. Cette remarque présente des analogies avec celui
des études de GULCIN 1. et Coll.[97].

La capacité chélatrice est trés importante, au fait qu’elle réduit la concentration des
métaux de transitions catalyseurs de la peroxydation lipidique. En effet, le fer peut stimuler
I’oxydation des lipides par la réaction de FENTON, et accélere également cette oxydation
en décomposant les hydroperoxydes en radicaux peroxyles et alcoxyles qui peuvent a leur
tour entretenir la réaction en chaine. Il a été rapportés que les agents chélateurs qui forment
une liaison de type ¢ avec les métaux sont actifs comme antioxydants secondaires car ils

réduisent le potentiel redox et stabilisent la forme oxydée de I’ion métallique [58].
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I.2.2.3 Application du test du DPPH"

Principe

Pour étudier I’activité antiradicalaire des différents composés étudies, nous avons opté pour
la méthode qui utilise le DPPH* (1,1-diphényl-2-picryl-hydrazyl) comme un radical libre
relativement stable, selon le protocole décrit par MANSOURI et Coll. [59]. Dans ce test les
antioxydants réduisent le DPPH* ayant une couleur violette en un composé jaune, le diphényl
picryl-hydrazyl, dont l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité

des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons [60]. (\Voir le Schéma 1.3)

o E f H
O2N N——N O,N N——N

NO, NO>

Schéma 1.3 : Réduction du radical libre DPPH"

Les conditions de realisation de ce test sont :

- le solvant peut étre le méthanol ou 1’éthanol.
-lepH estde 7,4

- la concentration en DPPH" doit étre égale & 500 uM
- ’absorbance est mesurée a 517 nm.

- la durée totale de réaction est généralement fixée a 30 minutes.

Résultats et discussion

Dans notre travail, nous avons étudié 1’activité anti radicalaire des différents
dithiolethiones et polyphénols afin de déterminer et localiser le composé le plus actif.
Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes droites (figure 1.25) qui signifie la
réduction presque totale du DPPH" en sa forme non radicalaire.
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Figure 1.25 : Effet piégeur du radical DPPH" par quelques composé phénoliques/

dithiolethiones

A fin de comparer les activités antiradicalaires des composés étudiés, nous calculons
les indices Clso, la concentration inhibitrice a 50% a partir de I'équation correspondant de

chaque courbe. Les résultats obtenus a partir de ce test sont regroupés dans le tableau 1.9.
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Tableau 1.9 : Les valeurs Clso pour tous les composés étudiés (Inhibition du DPPH")

Composé étudié Clso (MmM)
A 2,0100
B 2,2630
C 1,6387
Al 0,0647
A2 0,8221
Bl 0,1184
B2 0,3760
Cl 0,0385
Acide p-coumarique 2,1730
Acide cafeique 0,8360
Acide tannique 0,1669
Quercétine 0,2510
BHA 0,5727
BHT 0,7988
V.C 0,0210
Acide gallique 0,5390
(-)-épicatéchine 0,3760

Nous notons que c’est lI'acide ascorbique qui est le plus efficace (Clso = 0,021 mM),

par la donation d'un H" radical d'hydrogene selon la réaction suivante :

C|:H20H CH,0H
H—C——OH H—C——OH
o o
o} o
(DPPH) + = ——— > (DPPH):H + _—
HO OH -0 OH
C|)H20H CH,0H
H—C—OH H—C—OH
o o
o} o}
(DPPH) + W= —— (DPPH)H +
.0 OH o 0

Figure 1.26 : La réaction de DPPH" avec I'acide ascorbique [62]
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La valeur de Clso de Vitamine C obtenue est en parfait accord avec celle donné par
EBRAHIMZADEH M. A. et Coll.[96].

Pour les dérivés de dithiolethiones on trouve que les dithiolethiones neutres (4-phényl-
1,2-dithiolethione A, 4-p-tolyl-1,2-dithiolethione B et la sulfarlem C) enregistrent une Clsg
plus importante par comparaison avec les sels dithiolylium. Nous expliquons ce résultat par
le contre ion des sels (iode ou méthyle sulfate) qui stabilise le radical dithiolylium.

Cette stabilisation est plus appliquée dans les sels iodés ou le contre ion est I'iode (A1,
B1, C1). La plus grande influence de I'ion iodure est souvent attribuée a son grand rayon
ionique, hydrophobicité élevée et sa faible électronégativité par rapport a d'autres
halogénures et a I'oxygéne de I'ion méthyle sulfate [63].

Pour les composés polyphénols, nous remarquons que l'acide tannique est le meilleur
donneur de H' a cause du grand nombre de groupes hydroxyles qu'il porte I’efficacité
d'inhibition de DPPH" est inversement proportionnelle a la valeur Clsp, elle est dans 1’ordre
décroissant selon le classement suivant :

Acide tannique> querceétine > (-)-épicatéchine > acide gallique >BHA>BHT > acide

caféique > acide p-coumarique

3/\
DPPH-

Figure 1.27 : Classification de la capacité d'inhibition du DPPH" selon les valeurs des
Clso
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Nous remarquons que les résultats obtenus sont similaires a ceux obtenus par
SANCHEZ-MORENO et son équipe [64] : I’acide gallique s’est révélé avoir une activité
anti radicalaire intermédiaire (Clso= 0,539 mM).

Aussi, le BHA est plus actif que le BHT, ce résultat est en accord avec les travaux
d'HUSSEIN M. et Coll. [100].
En analysant tous ces résultats concernant la capacité des flavonoides a piéger les radicaux
libres, la communauté scientifique a pu conclure que les composés les plus actifs sont ceux
qui regroupent les trois critéres suivants :

1. La structure ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol) qui confere la

stabilité au radical flavonoxy et participe a la délocalisation des électrons.
2. Ladouble liaison C2-Cs en conjugaison avec la fonction 4-oxo.

3. Laprésence du groupe 3-OH en combinaison avec la double liaison C2-Cs.

Figure 1.28 : Eléments essentiels pour I'activité antioxydante des flavonoides

A titre d’exemple, la quercétine satisfait a tous ces critéres et par conséquent, elle est
le composé le plus actif de la famille des flavonoides (figure 1. 28).
La valeur de Clsg de la quercétine est identique a celle calculée dans le travail de
TOMASSOLI 1. [65].
Selon la littérature, le radical DPPH" est lipophile [67], donc nous avons fait une corrélation
entre les valeurs de Clsg et le coefficient de partage 1og P n-octanolieau pOUr tous les composés
étudiés, mais il est étonnant de noter que I'hydrophobicité présente une faible corrélation
avec l'efficacité d'inhibition du DPPH" (Voir la figure 1.29).
Par exemple : I'acide gallique a une valeur de log P inférieure a celle du composé le plus
hydrophobe BHT, et les deux composés ont presque la méme valeur de Clso.

Les valeurs du coefficient de partage sont regroupées dans le tableau 1.13.
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Figure 1.29 : La relation entre I'activité anti radicalaire de DPPH" et le 10g Pn-octanol/eau

Les composés phénoliques sont des inhibiteurs reconnus des radicaux libres. L’activité
de ces molécules est reliée a leur structure. Ainsi, elle dépend de la capacité du phénol a
ceder un atome H qui peut étre quantifiée par 1’énergie de dissociation homolytique de la
liaison OH (bond dissociation energy, BDE), de la délocalisation électronique du radical
phénol et de ’encombrement stérique des groupements substituant des atomes d’hydrogéne

du noyau aromatique [68].

Plus 1a BDE d’un phénol est faible, plus son caractére donneur d’hydrogéne est eléve.
Depuis le pH optimal de la méthode DPPH" est proche de celui physiologique (7,4), il n'y
aurait pas de risque de sous-estimation (dans des conditions acides) ou surestimation (sous
conditions de base) de I'activité antioxydante, en raison soit de la protonation d'antioxydants

ou de la dissociation de proton des composés phénoliques, respectivement.

OH o
tBu H Bu

OCHs3 OCHg
BDE = 77,20 Kcal/mol

Figure 1.30 : La dissociation de la liaison O-H dans le BHA
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Tableau 1.10 : Les BDE de quelques composés étudiés

Composé etudie BDE (Kcal/mol)
acide ascorbique (V.C) 69,00 [69]
Quercétine 72,30 [70]
acide tannique 75,50 [71]
BHT 80,00 [66]
(-)-épicatéchine 73,70 [70]
L'acide caféique 73,60 [70]
acide p-coumarique 83,00[78]
acide gallique 72,20[70]
BHA 77,20 [69]

2.5

2.0 1

1.5 4

1.0 4

Cl,, (mM) DPPH

0.0 H

BDE(Kcal/mol)

Figure 1.31 : La relation entre I'activité anti radicalaire de DPPH" et le BDE

Nous avons trouvé une bonne correélation entre I'activité d'inhibition du radical DPPH"
et I'énergie de dissociation de la liaison O-H avec un coefficient de détermination R?=0,91
(voir la figure 1.31).

Nous rappelons que les composés entrés dans cette corrélation sont : la vitamine C et les
composés phenoliques sauf le BHA et le BHT.
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En regardant les résultats reportés dans la figure 1.32, nous pouvons remarquer que
non seulement les composés phénoliques ont la capacité d’inhiber le radical DPPH™ mais
également les diothiolethiones possédent une capacité d'inhibition plus importante.

Nous attribuons l'efficacité des dithiolethiones comme inhibiteurs de DPPH" au mécanisme
(ET) selon VILLANO D. et Coll. [73] qui montre que la réaction entre les ArOH et le
nitrogene central dans le radical DPPH" résulte par deux mécanismes différents :

(i) L'abstraction directe de I'atome H* (HAT)

(i) Transfert d'électron a partir de ArOH ou ArO- vers DPPH® (ET)
La contribution de I'un ou des deux mécanismes dépende de la nature du solvant et/ou les

potentiels rédox d'ArOH.

Généralement, les solvants polaires, comme le méthanol ou I'éthanol, sont capables de
former une forte liaison hydrogéene avec le ArOH, donc, les mécanismes (ET) deviennent

importants.

R R R R R 7]
AN -
-é,
—_— > - -
P
OH L o o o) 1
R R R ]
-é,H*
—_
R ey e R = COOH ou CH=CHCOOH
e °

Figure 1.32 : L'oxydation électrochimique des composés phénoliques [49]

Les activités anti radicalaires des dithiolethiones sont attribuées a leur potentiel
d'ionisation. Le potentiel d’ionisation est le facteur déterminant du pouvoir piégeur
d’électrons. Un potentiel bas implique un arrachement facile d’électron et en conséquence

une réaction avec le radical libre.
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Donc, pour rechercher s'il ya une corrélation entre le potentiel d'ionisation des produits
étudiés et la capacité d'inhibition de DPPH" nous utilisons les valeurs de Pl qui sont
regroupés dans le tableau 1.11.

Le potentiel d'ionisation est calculé selon la relation (1.5):

[ PI = —Eqomo ]

Cette relation a été utilisé pour déterminer les valeurs des potentiels d'ionisation des

dithiolethiones étudies, nous rappelons que les valeurs d'HOMO sont donnés au chapitre V.

Le facteur de conversion est le suivant :

[ 1 ev = 23.0605 Kcal/mol ]

Nous avons trouvé une faible corrélation entre la capacité d'inhibition du radical DPPH" et

Pl avec un coefficient de détermination R? = 0,21 (Fig. 1.33).

Tableau 1.11 : Les valeurs de PI de composés phénoliques et dithioliques

Compose étudie Pl (Kcal/mol)
L'acide gallique 189,100[70]
L'acide caféique 181,100[70]
(-)-épicatéchine 170,800[70]

Quercétine 170,800[70]
L'acide p-coumarique 182,000[78]
BHT 132,136[72]
BHA 118,070[72]

A 206,114

B 205,469

Al 198,919

Bl 198,435

A2 209,966

B2 208,236

C 204,223

C1 190,064
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Figure 1.33 : Larelation entre I'activité anti radicalaire de DPPH" et PI

Nous rappelons que les composés entrés dans cette corrélation sont : I'acide caféique,
I'acide gallique, I'(-)-épicatéchine, la quercétine et tous les dithiolethiones.
Le potentiel d’ionisation a été aussi corrélé avec les données expérimentales de l'activité
antiradicalaire mais d’une maniére moins précise [51,94]. Il semblerait donc que le

mécanisme par transfert d’atome d’hydrogéne soit la voie prépondérante dans I’activité
antioxydante des composés étudiés.
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I.2.2.4. Piéegeage du radical hydroxyle ‘OH

Le "OH est le radical libre, extrémement réactif, formé dans les systémes biologiques
a partir d’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne ; en présence des ions métalliques
comme : le fer et le cuivre, suivant la réaction de HABER-WEISS [52]. Ce radical possede
un électron libre avec un potentiel de réduction plus élevé (2,310 V) qui lui permet de réagir
avec les lipides, les protéines les polypeptides et I’ADN particuliérement la thiamine et la
guanine [74].
L'activité d'ébouage du radical hydroxyle des échantillons a été mesurée selon la méthode
de JIN et Coll [75] avec quelques modifications. Dans ce systeme, des radicaux d'hydroxyle
ont été produits par la réaction de FENTON. Les radicaux d'hydroxyle pourraient oxyder
Fe2* en Fe®*, et seulement Fe?* pourrait étre combiné avec phénanthroline, afin de former un
composé rouge (Fe?*-phénanthroline) avec une absorbance maximale & 536 nm. La
concentration du radical d'hydroxyle a été reflétée par le degré de décoloration de la solution
de réaction.

Résultats et discussion

Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes ayant une allure droite.
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Figure 1.34 : Effet piégeur du radical "OH par quelques composés étudiés

A partir de ces courbes nous pouvons déterminer les pourcentages d’inhibition obtenus

en fonction des concentrations utilisées et ainsi la valeur de Clso de chaque composé étudié.
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Tableau 1.12 : Les résultats d'inhibition de "OH de tous les composés étudiés

Composé etudie Clso (MM)
A 12,35
B 4,976
C 01,450
Al 04,515
A2 0,2273
C1 0,5019
Bl 0,8221
B2 0,8930
BHT 0,4099
Acide gallique 0,7161
Acide caféique 2,5199
Acide p-coumarique 3,4080
Acide tannique 0,1858
V.C 3,1730
BHA 2,3240
(-)-épicatéchine 0,4006
Quercétine 0,3359

Le radical hydroxyle ("OH) est une molécule qui se composé d’un atome d’oxygene et
d’hydrogene possédant un €lectron non apparié (€lectron célibataire) sur son orbital externe.

Contrairement aux ions, les radicaux hydroxyles sont produits a partir d’une rupture
homolytique d’une liaison covalente, c’est a dire que les deux électrons mis en jeu, lors de
cette liaison, sont également partagés : un électron pour chaque atome. Cette caractéristique
lui conféere un caractére fortement polaire et, par voie de conséquence, il est tres réactif vis-
a-vis de nombreux composés organiques (aromatiques et aliphatiques), inorganiques et
bactériens. Il s’agit d’especes hautement réactives caractérisées par une demi-vie de 1’ordre

de 10° sec [77].
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A partir de cette définition, nous expliquons nos résultats en commencgant par l'acide
tannique présentant une Clso = 0,1858 mM. Ce composé est le meilleur inhibiteur d*OH par
la sa tolérance de sa solubilité dans I'eau, par contre le composé hydrophobe la 4-phényl-
1,2-dithiole-3-thione A (10g Peaun-octanoi= 3,23) posséde une activité d'inhibition d"OH tres
faible.

En comparaison avec la vitamine C, presque la majorité des dithiolethiones et
polyphénols testés s’averent plus actifs que ce standard. La vitamine C est 14 a 2 fois moins
active que les dithiolethiones et 17 & 1,26 fois moins active que les polyphénols.

Nous avons trouvé une moyenne corrélation entre le coefficient de partage
log P eaun-octanol €t les valeurs de Clso ou généralement la relation est directe. Nous avons
choisi les composés suivants : l'acide tannique, la quercétine, I'(-)-épicatéchine, I'acide

gallique, l'acide p-coumarique, le BHA, l'acide caféique, A, B, C1, Al, B1, B2 et A2.

14

10

g R*=0.44

Cl_(mM) OH
(0]

log P

n-octanol/eau

Figure 1.35 : La relation entre I'activité d'inhibition "OH et la lipophilie
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Tableau 1.13 : Le coefficient de partage de tous les composés étudiés

Composés étudies l0g Pn-octanol/eau

L'acide ascorbique (V. C) -2,340[77]
L'acide tannique -0,19[111]
Quercétine 0,250[79]
(-)-épicatéchine 1,175[80]
BHT 4,870[81]
L'acide gallique -0,530[80]
BHA 1,900[84]
L'acide caféique 1,290[82]
L'acide p-coumarique 1,600[80]

Al 1,947

A2 0,450

Bl 2,353

B2 1,240

C1 2,250

A 3,230

B 3,490

C 3,820

Dans notre travail, le classement de la capacité des polyphénols et dithiolethiones a
piéger le "OH est comme suit :

I'acide tannique > A2 > la quercétine > I'(-)-épicatéchine > BHT > C1 > l'acide gallique >

B1>B2> Al > C > BHA > l'acide caféique > Vitamine C > l'acide p-coumarique > B > A
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Figure 1.36 : Classification de la capacité d'inhibition de "OH selon les valeurs de Clso

Dans la série de dithiolethiones le 5-p-méthoxyphényl-1,2-dithiole-3-thione (C) donne
une activité antioxydante plus importante que les dithiolethiones substitués en position 4
comme A et B a cause du faible potentiel d'oxydation qui méne a une facilité de donner des
électrons, l'augmentation du potentiel d'oxydation s'accompagne d'une diminution de
capacité d'inhibition du radical ‘OH .
Suite a la comparaison entre les sels et les dithiolethiones neutres, on trouve que les sels sont
plus efficaces dans I'inhibition de ‘OH a cause de leur faible hydrophobicité de ces derniers.

La deuxiéme série représentant les polyphénols montre que ces composés sont
capables de piéger les radicaux libres oxygénés en particulier les radicaux peroxydes
(ROO), alkoxyles (RO"), superoxydes (03 ) et les hydroxyles ("OH), grace a la mobilité de
I’hydrogene phénolique.

La réduction (transfert d’atome H ou d’¢lectron) des radicaux alkoxyles et peroxyles
par les phénols (ArOH) est généralement rapide en raison de la stabilisation par
délocalisation électronique des radicaux aryloxyles (ArQ°) ainsi produits.

Parmi les polyphénols, ceux qui possédent un noyau catéchol, sont typiquement de
bien meilleurs antioxydants, en raison de la stabilité relative de la semiquinone formée lors

de la réduction des radicaux (stabilisation par effet électronique et liaison H
intramoléculaire) [109].
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Les antioxydants les plus efficaces sont ceux qui possedent les énergies de liaisons les

plus faibles au niveau du groupe donneur d’hydrogéne.

OH

OH

Schéma 1.4 : Mécanisme de la réaction de radical *OH avec le catéchol

Selon le mécanisme de la réaction du radical ‘OH avec le catéchol, nous avons trouvé
que l'acide tannique enregistre une bonne activité antioxydante avec (Clso= 0,18588 mM),
par une moyenne BDE dans la série des composés phénoliques (BDE= 75,5 Kcal/mol) [71].
De plus, I'acide p-coumarique est classé comme dernier inhibiteur des radicaux hydroxyles
avec BDE = 83 Kecal/mol [78]. Ainsi, l'activité antioxydante des composés phénoliques
étudiés dépendent spécialement de BDE sauf le faible antioxydant acide cafiéque qui donne
Clso = 2,5199 mM malgré la faible valeur de BDE = 73,6 Kcal/mol (voir le tableau 1.10).
En conclusion, les valeurs de BDE qu’un bon antioxydant de synthése doit posséder
devraient étre comprises entre 68,5 et 77 kcal/mol[86].
Dans notre étude, les résultats obtenus (Figure 1.37) montrent que la corrélation entre les

valeurs de Clso et BDE est positive avec un R? = 0,27.
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Figure 1.37 : La relation entre I'activité inhibitrice de ‘OH et la BDE

Les composés qui sont entrés dans cette corrélation sont tous les composés phénoliques
étudies.

La capacité a céder un atome d’hydrogene peut également étre prédite par le potentiel
d’oxydoréduction. Tout composé qui a un potentiel redox plus faible que le potentiel de
réduction d'un radical libre (ou d’une espece oxydée) est capable de céder un hydrogene a
ce radical tant que la réaction est possible.

Par exemple, des antioxydants comme le catéchol (E° =0.530 V) a un potentiel redox

inferieur au radical hydroxyle "OH (E° "OH/H20 =2,31V) [74,114], et vont donc facilement
céder un hydrogene a ce radical pour former I'eau.
Dans les conditions physiologiques, le potentiel de réduction standard des flavonoides est
proche de celui d’importants couples rédox biochimiques, et leur énergie d’activation, pour
la libération d’électrons est basse. Ainsi, les flavonoides sont des donneurs efficaces
d’¢électrons et neutralisent les especes réactives formées lors des processus physiologiques.

Donc, pour vérifier cette hypothéese, nous avons fait une corrélation entre la capacité
d'inhibition des radicaux ‘OH et les potentiels d'oxydation et nous avons obtenu une
corrélation moyenne avec R? = 0,77 (Fig. 1.38).

Nous rappelons que les composés qui sont entrés dans cette corrélation sont : BHA, l'acide
caféique, la quercétine, I'(-)-épicatéchine, l'acide p-coumarique, l'acide tannique, l'acide

gallique et C1.
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EPa(V)

Figure 1.38 : La relation entre I'activité antioxydante pour "OH et le potentiel

d'oxydation

Nous avons trouvé une faible corrélation entre l'activité antioxydante pour *OH et le potentiel
d'ionisation avec R? = 0,307 (Fig. 1.39).
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Figure 1.39 : La relation entre l'activité antioxydante pour ‘OH et le potentiel

d'ionisation
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Nous rappelons que les composés qui sont entrés dans la corrélation entre I'activité
antioxydante pour ‘OH et le potentiel d'ionisation sont : la quercétine, I'(-)-épicatéchine,
I'acide p-coumarique, l'acide gallique, I'acide cafiéque et tous les dithiolethiones sauf A2,
B2.

En conclusion, nous pouvons dire que le mécanisme d'inhibition de "OH est le transfert
d'électron (ET) et I'abstraction directe de I'atome H* (HAT) selon les réactions suivantes :

. e +HT
HO®' —5 H,0

En effet, une corrélation linéaire positive et significative R?> = 0,67 a été mise en
évidence entre la capacité antioxydante du DPPH* et la capacité antioxydante *OH  (Figure
1.40), cela laisse supposer que le mécanisme de piéger les radicaux du DPPH* et *OH est
attribuée partiellement au transfert d'hydrogene.

Nous rappelons que les composés qui sont entrés dans la corrélation entre I'activité
antioxydante pour ‘OH et l'activité antioxydante pour DPPH" sont : tous les composés

phénoliques et tous les dithiolethiones sauf Al, A.

25+
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Figure 1.40 : La relation entre I'activité inhibitrice d"OH et de la DPPH"
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I.2.2.5. La capacité d'inhibition du radical anion superoxyde

Les réactions des radicaux libres sont souvent tres complexes. 1l n'est pas aisé de savoir

quel est le radical présent et a quel moment de la réaction il intervient. La méthode classique
consiste a ajouter un composé capteur dans un systéme ou une réaction faisant intervenir des
radicaux libres. Le probléme se posant dans ce cas-la est la non spécificité des capteurs des
radicaux libres.
La mesure directe de la présence radicalaire par I'enregistrement des signaux de résonance
paramagnétique électronique (RPE) est une bonne solution, mais I'équipement nécessaire
n'est généralement pas disponible dans la plupart des laboratoires. C'est pourquoi on fait
appel a des technigques de dosages, dites indirectes, comprenant une source de production
d'anions superoxydes (03 ) en solution aqueuse et une molécule détectrice qui est soit
oxydée, soit réduite par I'anion (03").

Systémes de production de |'anion (057)

Dans notre travail, I'anion (03") peut étre généré par deux méthodes : l'une chimique et

I'autre électrochimique.
a. Méthode chimique

L’autooxydation du pyrogallol (ou le benzene-1,2,3-triol) sera utilisée comme source d'anion

(037). L'autoxydation du pyrogallol est inhibée par la SOD. Cette méthode est basée sur

I'inhibition de l'autoxydation du catéchol des composés tels que I'adrénaline, la 6-

hydroxydopamine ou le pyrogallol. Leur forme anionique comme le phénolate en milieu

alcalin est oxydé et donne la quinone accompagnés par la consommation d'oxygéne. Voir

la schéma 1.3 [88]:
o

HO O

7? 7? — Produits

H,0,

Schéma 1.3 : L'autoxydation du pyrogallol.

Résultats et discussions

Nous tracons lI'absorbance en fonction du temps et a partir de ces courbes nous déduisons la

pente qui exprime la vitesse de I'autoxydation du pyrogallol.
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Figure 1.41 : Les courbes concernant la vitesse d'autoxydation du pyrogallol en présence

d'antioxydant

72




L 'activité antioxydante

Les courbes obtenues concernant les résultats de la capture de radical anion
superoxyde par les différents composés choisis précédemment sont regroupées dans la figure
1.41.

De méme que pour le DPPH?", ce test va permettre I'évaluation de I'activité antioxydante de
ces classes de composés. Les radicaux libres évalués sont différents. On ne sera pas étonné
que l'ordre obtenu pour ce test soit différent de celui obtenu avec le test au DPPH".

Nous avons ; pour chaque compose, évalué le pourcentage d'inhibition de I'anion superoxyde
pour une concentration en molécules testées de 4,85x10* M. Les résultats sont répertoriés
dans le tableau 1.14.

Tableau 1.14 : Le pourcentage inhibiteur du radical-anion superoxyde des composés

étudiés

Composes etudiés Pourcentage d'inhibition %
A 38,81
B 25,01
C 01,71
Al 06,91
A2 00,90
Bl 01,59
B2 79,53
C1 79,20
Quercétine 22,02
BHT 23,47
BHA 14,05
acide ascorbique 64,25
acide gallique 28,72
(-)-épicatéchine 25,33
I'acide p-coumarique 04,58
L'acide caféique 29,25
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L'activité de l'acide tannique n'a pas pu étre évaluée en raison d'un probleme de
stabilité. PULIDO et Coll. [92] ont également rapporté que I'absorption de I'acide tannique
ne s'est pas stabilisée durant la période de mesure du protocole FRAP (4 min), et elle
s'augmentait lentement méme apres plusieurs heures de temps de réaction.

Le composé, qui a été pris en référence, est I'acide ascorbique. Rappelons que ce test permet
d'évaluer le potentiel de nos composés a piéger les radicaux (03").

Cependant les composés B2 et C1 ont un pourcentage d'inhibition supérieur a la référence
vitamine C.

Pour quelques composés a titre d'exemple est le composeé A2, nous avons remarque que son
activité envers les radicaux (03 ) est presque nulle 0,9%. Les composés B1 et Al ont des
faibles pourcentages de piéger les radicaux (037) (1,59 % et 6,91% respectivement). Ceci
pourrait s'expliquer par la structure voisine des composés B1 et Al.

A la comparaison de B1 et B2, on remarque que B2 enregistre un pourcentage d'inhibition
supérieure que celui de B1 bien que la différence entre les composés B1 et B2 est au niveau
du contre ion (I) ou (CH3SOy).

D'apres la figure 1.42, nous constatons que dans nos conditions opératoires, le composé
le plus actif est I'acide caféique, parmi la série des composés phénoliques. lls inhibent
29,25% de radicaux superoxydes produits par l'autoxydation du pyrogallol a une
concentration de 4,85x10* M. Ceci peut étre expliqué par la diminution du potentiel
d'ionisation qui est egale 73,7 Kcal/mol (cf le tableau 1.11).

Dailleurs, malgré la différence de structure entre I'acide gallique et I'acide caféique
ces composes donnent un méme pourcentage d'inhibition d'environ 29%.
Ceci peut étre expliqué par la présence de la double liaison dans I'acide caféique qui prend
le méme rble de troisieme groupe hydroxyle dans I'acide gallique.
Cette affirmation est plus entendu dans l'acide p-coumarique qui ne possede qui un seul
groupe hydroxyle avec le groupe CH=CH-COQH, pour cette raison l'acide p-coumarique
posséde un pourcentage d'inhibition inférieur & celui de I'acide caféique et I'acide gallique.
WANASUNDARA et Coll. [62] ont montré que la participation de la liaison C=C est

importante a la stabilisation de radical d'antioxydant.
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A partir des résultats reportés dans le tableau 1.14 une représentation graphique peut
étre faite afin de classer les composés du moins antioxydant au plus antioxydant (cf le
Fig. 1.42).

80 - M.l
70 '

5O -
40
30 48
0 §
10

Figure 1.42 : Classification du pourcentage d'inhibition du (05) & concentration de
4,85x10* M

En comparant ces différentes structures, nous pouvons conclure que l'acide p-
coumarique et I'(-)-épicatéchine sont moins actifs que la I'acide caféique.
Nous pouvons constater que la quercétine et le BHA possédent I'activité de capture la plus
importante parmi la série des polyphénols (50% de radicaux superoxydes inhibés).
Selon la réaction suivante 1.5 [93], nous nous attendons a ce qu'il existe une relation entre la
Clso et BDE.

205" + 2H* - H,0,+ 0, (Eq.1.5)

L’énergie de dissociation de liaison (BDE) de la liaison O-H est un parametre important pour
évaluer I’activité antioxydante [95]. En effet, plus cette liaison est faible, plus la réaction

avec le radical libre sera facilitée.
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Figure 1.43 : La relation entre I'activité antiradicalaire de 05 et le BDE

Nous avons trouvé une bonne corrélation entre I'activité d'inhibition du radical 05 et
I'énergie de dissociation de la liaison O-H avec un coefficient de détermination R? = 0,62
(voir le figure 1.43) ; nous rappelons que les composés entrés dans cette corrélation sont : le
standard V.C et les composés phénoliques sauf I'acide tannique.

Dans les études de JOVANOVIC V. et Coll. ont supposé que le site d’attaque préférentiel
des radicaux superoxydes sur les flavonoides est le cycle B. Les résultats enregistrés a partir
de cette étude ont permis a JOVANOVIC et ses collaborateurs [90] de proposer le
mécanisme réactionnel des flavonoides avec ces radicaux oxygénés (Schéma 1.5). Ces
réactions conduisent a la formation du peroxyde d’hydrogene et des radicaux flavonoxy. On
déduit que I’inhibition des radicaux superoxydes par les flavonoides, se fait par un transfert

d’¢électron et également par un transfert de proton.

Schéma 1.5 : Mécanisme proposé pour I’inhibition du radical superoxyde
par les flavonoides. D’apres (JOVANOVIC) [90]
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Un potentiel d'oxydation (Epa) peut étre affecté a chaque couple oxydant/reducteur
impliqué, le couple possédant le potentiel élevé pouvant théoriquement oxyder ceux ayant
des potentiels plus faibles.

D’aprés ce concept, nous avons fait une corrélation entre le potentiel redox et le pourcentage
d'inhibition de 03 et nous avons trouvé une bonne corrélation entre l'activité d'inhibition du
radical 03 et le potentiel d'oxydation avec coefficient de détermination R? = 0,706 (voir le
figure 1.44) ; nous rappelons que les composés entrés dans cette corrélation sont : le C1,
I'acide p-coumarique, I'acide caféique, la quercetine, I'(-)-épicatéchine, I'acide gallique et le
BHA.

Donc, le pouvoir réducteur d’un composé peut servir comme un indicateur significatif de

son activité antioxydante potentielle.
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Figure 1.44 : Larelation entre l'activité antiradicalaire de 03 et le potentiel d'oxydation
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Les antioxydants lipophiles sont particulierement importants contre les radicaux libres,
tells que (COH, ONOO" et 057, etc) qui sont physiologiquement trés réactif [108]. Donc,
nous avons fait une corrélation entre les valeurs de pourcentage d'inhibition du radical 03~
et le coefficient de partage log P n-octanoleau, Mais nous avons trouvé une faible corrélation
avec coefficient de détermination R? = 0,244 (voir le figure 1.45) ; nous rappelons que les

composeés entres dans cette corrélation sont tous les composés étudies sauf le A2, B2 et C1.

10;%
8

log P

n-octanol/eau

Figure 1.45 : Larelation entre l'activité antiradicalaire de 05 et 10g Pr-octanol/eau
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b. Méthode électrochimique
b. 1. Détermination de la capacité inhibitrice du radical anion

superoxyde par la voltamétrie cyclique

La voltamétrie cyclique consiste a faire varier linéairement le potentiel de 1’¢lectrode
de travail au cours du temps en effectuant des allers-retours entre deux valeurs limité.
Pendant ce balayage, le potentiostat mesure le courant résultant des réactions
¢lectrochimiques qui se produisent a la surface de 1’¢électrode de travail. On obtient alors un
voltamogramme cyclique, qui représente la réponse en courant en fonction du potentiel
appliqué (Figure 1.47).

Pour faire varier le potentiel de 1’¢lectrode indicatrice, il faut qu’elle soit associée a une
autre électrode pour constituer une cellule d’électrolyte. Les électrodes sont connectées a un
circuit extérieur (potentiostat) permettant d’imposer un courant d’électrolyse et de contrdler
le potentiel de I’électrode. Chaque technique électrochimique étant différenciée par le
régime de transport diffusionnel (modalités expérimentales employées), nous présenterons
tout d’abord les rapports théoriques nécessaires a la compréhension de la méthode utilisée
dans ce travail. Nous appliquerons, dans un premier temps, cette méthode a 1’étude du
comportement électrochimique de radicale 03 et I'étude du comportement électrochimique

des composés dithiolethiones avec ce radical.

b.1.1. Matériels utilisés

Les voltammogrammes sont obtenus a l'aide d'un appareil Potentionstat-Galvanostat
PGZ301 voltalab 40 piloté par un logiciel de travail voltamaster 4 de I’analytique radiométre,
une cellule électrochimique de 10 mL qui contient les electrodes :

1-Electrode de travail (ou s’effectue la réaction redox) : est une électrode de carbone vitreux
de diametre de 3 mm attaché a une tige. L'électrode a été polie mécaniquement par du papier
abrasif. La qualité du polissage a été vérifiée avant chaque expérience en voltammétrie
cyclique. Une désinfection a l'acétone a été effectuée avant chaque enregistrement.
2-Electrode auxiliaire : est une électrode de platine.

3-Electrode de référence : électrode au calomel saturé (ECS). 1l a été conservé dans une

solution de KCI saturée.
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A B C

Figure 1.46 : Les électrodes utilisées dans cette étude : (A) électrode de travail en
carbone vitreux, (B) électrode de référence au calomel saturée, (C) électrode auxiliaire en

platine

B.1.2. Le milieu utilisé
DMF (0,05% d’eau) est utilisé pou trois raisons principales :
a- sa constante diélectrique élevée qui lui permet de dissoudre plusieurs sels supports.
b-la stabilité du radical d’05"
c-la bonne réponse électrochimique avec les dérivés dithioliques.
L’électrolyte de support Tetra (n-butyl) ammonium Hexafluorophosphate nBusN*PFe
(C16HzsFsNP) avec concentration C=0,1M.

La désoxygénation des solutions est assurée par un barbotage d’azote.
b.2. La méthode

b.2.1. Voltamétrie cyclique sans oxygéne

Avant de commencer 1’étude d'activité antioxydante de nos dithiolethiones nous
avons précisé le domaine d’¢électro activité d’électrolyte support [-20, -1200mV] avec une
vitesse de balayage 0,1V.s aprés barbotage d’azote pendant 5 min dans un systéme fermé

et nous avons obtenu le voltammogramme suivant :
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Figure 1.47 : Voltammogramme de 1’électrolyte support [milieu DMF - nBusN* PFg”
0,1M ; électrode CV ; vitesse de balayage 0,1V.s7]

b.2.2 Voltamétrie cyclique d'oxygene
b.2.2.1. Voltamogramme d'oxygéne en absence des dithiolethiones

. Systeme 02/05

Conditions expérimentales

Electrode de carbone vitreux

DMF/ nBusN* PFg 0,1M ; 25°C ; v=0,1V.s?

La solution a été agitée pendant 10 minutes en présence d’air avant enregistrement. Dans ces

conditions, la concentration de 1’oxygene en solution est de 0,94 mM [87].
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Figure 1.48 : Voltamogramme de I'oxygéne [milieu DMF - nBusN* PFs” 0,1M ;
électrode CV ; vitesse de balayage 0,1V.s]

b.2.2.2. Voltamogramme d'oxygene a la présence des dithiolethiones

Nous rappelons que les dithiolethiones utilisées dans cette partie électrochimique sont :
la 4-phényl-1,2-dithiole-3-thione (A), la 4-p-tolyl-1,2-dithiole-3-thione (B), la sulfarlem (C)
et la 5-p-fluorophényl-1,2-dithiole-3-thione (D).
On ajoute a 10 mL de solution (DMF + électrolyte support), a chaque fois, des quantités de

dithiolethiones, puis on enregistre le voltammogramme aprés chaque addition.

Les résultats obtenus sont les suivants :
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Figure 1.49 : Voltammogramme de l'oxygéne a la présence des dérivés dithioliques

[milieu DMF - nBusN* PFs” 0,1M ; électrode CV ; vitesse de balayage 0,1V.s™]
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Figure 1.50 : Le rapport de (ipas/ipa0) €n fonction de la concentration des dithiolethiones

(A, B, C,D)

La technique de voltamétrie cyclique est utilisée pour générer le radical anion

superoxyde 05 dans la couche de diffusion de I’électrode CV par la réduction de l'oxygéne

a un électron dans le DMF (Fig. 1.48 pic C). La présence d' 05 est facilement détectée par

son oxydation anodique actuelle mesurée a I'électrode au cours du méme revers scan

(Fig. 1.48 pic A). La réduction d'Oz est une réaction réversible, et il est connu que le radical

03 est stable en milieu aprotique comme le DMF sec [91].

Dans le développement de la procédure, le voltammogramme a été tout d'abord en

I'absence de substrat pour déterminer la valeur ipao (la densité de courant anodique de

I’oxydation de 057).

Le potentiel de réduction du 0,/05 est -0,93 V vs ECS, et le potentiel d'oxydation du

0, /0, est-0,77V vs ECS.
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Les voltamogrammes de la réduction de O, a été enregistrée en présence d'un
antioxydant (dithiolethiones) en vue d'évaluer la capacité antioxydante de la molécule a la
recherche lors de sa réactivité envers 0;~. L'augmentation de la concentration du substrat
antioxydant conduit & une diminution de concentration de O3~ qui correspondant une

diminution de densité de courant anodique (ipas) Selon la relation de Randles-Sevcik [103 ]:

3\ 1/2
ipq = 0.4463 <ﬁ> 132, D2 Cpoqvtl?

Ce qui donne a 25°C :

ipq = (2.69 X 105).n3/2.D;(/32- Creav™/?

OU : 0l Dreq est le coefficient de diffusion de I'espéce Red, exprimé en cm?.s%, R la constante
des gaz parfaits (R= 8,314 J.K1.mol?), T la température absolue (en K), n le nombre
d'électrons échangés au cours du transfert électronique, v la vitesse de balyage en mV/s, F
la constante de Faraday (F = 96500 C.mol™).

Ipas diminue de fagon progressive avec l'addition des dithiolethiones et disparait pour
une concentration de =~1.1mM pour la 4-p-tolyl-1,2-dithiole-3-thione. Pour une
concentration supérieure de sulfarlem (C=0,5mM), le pic de réduction de ce dernier apparait.
Tandis que la densité du courant cathodique O n'est pas significativement modifiée comme

indiqué dans la (Fig. 1.49).

La diminution du pic de densité de courant anodique de 03 suggére que le substrat

dithiolethiones réagit de maniere réversible avec 0;".

Pour chagque composé antioxydant, une série de valeurs ipas est déterminé pour des
concentrations croissantes antioxydant (Fig. 1.50). Tous les substrats antioxydants ont

démontré un effet similaire sur la réduction d’Oa.
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b.3. Capacité antioxydante

Nous préférons caractériser la réactivité des substrats antioxydants par la concentration
inhibitrice d'antioxydant ; nous déterminons un indice Clso qui se définie par la concentration
en mM d'antioxydant et qui est capable de consommer de 50% du radical-anion superoxyde.
iPaO - iPas

1% = 100

lpaO

— > 150 = %pas =0.5
p
Avec :
1% : pourcentage d’inhibition
Is0 : pourcentage d’inhibition a 50%
ipa0 : densité du courant anodique en absence de substrat.

ipas: densité du courant anodique en présence de substrat.

Les valeurs de Clsg a été calculé a partir des courbes ipas/ipao €n fonction de concentration de
dithiolethiones (Fig. 1.49).

Tableau 1.15 : Les résultats de Clso obtenue pour les dithiolethiones

Dithiolethiones Clso (mM)
A 0,318
B 0,358
C 0,483
D 0,634

D'apres les valeurs de Clso regroupés dans le tableau 1.15, nous pouvons dire que le
compose le plus actif est la 4-phényl-1,2-dithiole-3-thione A, par contre la 5-p-flurophényl-
1,2-dithiole-3-thione D enregistre une grande valeur de Clso, ce qui donne une faible activité.
Le classement des ces composés selon I'activité antioxydante est le suivant : A>B>C>D.

Nous avons trouvé une Clso= 0,483 mM pour le composés C.
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LE BOURVELLEC C. et Coll. [85] ont travaillé sur la détermination de la capacité
antioxydante des flavonoides pour inhiber le radical anion superoxyde par voie
électrochimique et ont trouvé des valeurs de Clso de l'acide ascorbique (0,64 mM), la
quercétine (0,46 mM) et la rutine 1,24 mM.

La figure 1.51 illustre les valeurs de Clso pour les dithiolethiones, les flavonoides et le

standard : vitamine C.

OH

O-rutinoside
OH (0]

Figure 1.51 : La structure de la rutine

La glycosylation du groupement 3-OH de la quercétine (cas de la rutine) réduit
I’activité antioxydante a 1,24 mM (figure 1.51).
Par exemple, la rutine est presque trois fois moins active que la quercétine.
Ceci démontre I’importance du groupe 3-OH adjacent a la double liaison C»-Cs et a la

fonction 4-oxo.
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Figure 1.52 : Classification de la capacité d'inhibition du 03~ selon les valeurs Clso
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On remarque d’aprés ces résultats que les dithiolethiones A, B et C ont un pouvoir
antioxydant supérieur a celui de 1’acide ascorbique.

Par contre, aucune variation significative de Clsp n’est constatée chez la 5-p-
fluorophényl-1,2-dithiole-3-thione D car sa valeur (0,634 mM) n’est pas significativement
différente de celle du standard vitamine C. La quercétine donne une faible activité

antioxydante par a rapport aux dérivés dithioliques A et B.

Les dithiolethiones étudiés ont activités antioxydantes importantes (inhibition de
I'anion superoxyde 057).
De ce fait, chaque fois que les substituant sur les positions 4 et 5 sont des groupements
donneurs, les résultats seront meilleurs.
La discussion de ces resultats est basée sur la structure chimique des dérivés dithioliques.
On remarque que le Clso de A et le Clso de B sont proche, ce résultat revient au fait que les
transitions électroniques se ressemblent dans les deux composés, malgré la présence de

groupement méthyle (-CHa) a la position para de B qui donne un effet inductif donneur.

Pour la comparaison entre la sulfarlem (5-p-méthoxyphényl-1,2-dithiole-3-thione) C
et la 5-p-fluorophényl-1,2-dithiole-3-thione D, les deux composés ont un substituant
donneur dans la position 5, mais le sulfarlem a donné un meilleur résultat par rapport au
composé D parce que le groupement méthoxy dans la position para (-OCHz) posséde un effet
mésomere tres donneur. Ce dernier favorise I'accumulation des charges autour des atomes
de soufres et spécialement le soufre du groupe (C=S) ce qui a facilité la libération d’un

électron ou deux électrons.
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Schéma 1.5 ; Délocalisation des électrons dans les dithiolethiones

Ainsi d'apres la structure électronique de plusieurs dériveés, ces calculs permettent de

déduire que 1’atome de soufre de la fonction thione est chargé négativement.

Une faible corrélation est trouvée entre les valeurs de Clso pour piéger les radicaux

03 et le coefficient de partage 10g Pr-octanatieau (R? = 0,24), nous expliquons ce résultat par

la valeur de coefficient de partage pour le composés D (substitué en position 5 par le groupe

fluoro phényle) est erroné par ce que ce dernier est determiné théoriquement par la méthode

de calcul. Il faut impérativement déterminer ce coefficient expérimentalement pour le

comparer avec la valeur théorique.

Les composés qui sont entrés dans cette corrélation sont : les dithiolethiones A, B, C

et D (Fig. 1.53).
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Figure 1.53 : La relation entre I'activité inhibitrice du radical anion superoxyde

0, et le coefficient de partage 10g Pn-octanol/eau

En fin, en comparant les valeurs de l'activité antioxydante obtenues, soit par voie
chimique ou électrochimique, nous trouvons une bonne corrélation avec R? = 0,979. Les
composés qui sont entrés dans cette corrélation sont : les dithiolethiones A, B et C
(Fig. 1.54).
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Figure 1.54 : La relation entre le pourcentage inhibitrice (UV-Vis) et l'activité

inhibitrice (eélectrochimie) du radical anion superoxyde 03
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I.2.3. Comparaison des cing méthodes

Quoiqu’il en soit, la réaction du DPPH" est semblable au mécanisme d'inhibition
d"OH et on imagine automatiquement que si le processus DPPH" est facile, le processus "OH
doit I’étre aussi.

Cependant, dans le cas présent, nous avons obtenu des mesures de Clso du DPPH" et de Clso
d"OH généralement cohérentes.

Pour le test de réduction des ions ferriques et les valeurs de Clso d'inhibition *OH sont
généralement cohérentes avec R? = 0,22.

Aussi, une autre corrélation a été obtenue entre la capacité réductrice de Fe®* et la chélation
des ions ferreux avec R? = 0,30.

Par contre, une faible corrélation a été obtenue entre I'activité de chélation et la capacité
d'inhibition de I'anion superoxyde. Cette contradiction est due certainement aux types des

tests utilisés et le mécanisme des réactions mises en jeux.
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Conclusion

En conclusion, il semble que d’une maniére générale, la réactivité du noyau dithiole
est la plus meilleure réactivité qui se traduit notamment par des rendements d'activité
antioxydante plus importants.

Nous pouvons dire que les composés testés sont des forts antioxydants. Ces résultats
montrent I’apport non négligeable d’une fonction dithiole et thione dans les propriétés
antioxydantes.

I1 en est de méme pour les composés phénoliques. La présence d’une fonction hydroxyle
directement liée aux phényles augmente les propriétés antioxydantes ; les valeurs obtenues
sont tout a fait comparables a celles du composé de référence la vitamine C.

L’activité antioxydante observée qui serait due a leur potentiel d'oxydation, potentiel
d'ionisation et I'énergie de dissociation de liaison O-H dans les composés phénoliques
pourraient expliquer 1’usage de ces composés dans le traitement des affections liées a
I’activité antioxydante, en particulier I’'usage de dithiolethiones dans le traitement comme le
sulfarlem utilisé en tant que cholérétique et sialagogue. Une étude récente a mis en évidence
son effet chez I'nomme dans la prévention des Iésions précancéreuses du poumon chez le
fumeur [104].

Dans ce travail nous remarquons généralement que les dithiolethiones sont des bonnes
inhibitrices des radicaux superoxydes, des bonnes chélatrices des ions ferreux et des bonne
réductrices des ions férriques, par contre les polyphénols sont des bons réducteurs des

radicaux DPPH" et d"OH soit par donnation d'un électron ou d'un atome d'hydrogeéne.

En somme de cette étude in vitro, les différents résultats montrent, une plus grande

efficacité des dérivés dithiolethiones et polyphénols quel que soit le test.

93



L 'activité antioxydante

I.2.4. TECHNIQUES EXPERIMENTALES

a. Solvants et réactifs
Les solvants sont pour I'analyse et devraient étre anhydres dans certaines réactions.
L’ensemble des réactifs utilisés, lors des expériences, est rassemblé dans le tableau 1.16 et

tableau 1.17.

Tableau 1.16 : Réactifs et matériels nécessaires dans le chapitre |

Réactifs

Réactifs

Ethanol 95% (BIOCHEM Chemopharma)
Acide trichloroacétique (BIOCHEM
Chemopharma)

Diméthylformamide (BIOCHEM Chemo
pharma)

Hydroxyde de sodium (BIOCHEM
Chemopharma)

Méthanol (BIOCHEM Chemopharma)
Acide chlorhydrique 37% (BIOCHEM
Chemopharma)

Chlorure de sodium (Fluka)

Acide sulfurique (Sigma -Aldrich)
1,1-diphényl-2-picryl-hydrazyl (DPPH")
(Sigma -Aldrich)

Ferricyanure de potassium (Prolabo)

Sodium-dihydrogénophosphate (BIOCHEM

Chemopharma)

Di-sodium-hydrogénophosphate (BIOCHEM

Chemopharma)

Héxane (BIOCHEM Chemopharma)
Chlorure de fer (Fluka)

Toluéne (BIOCHEM Chemopharma)

Acide gallique (Sigma -Aldrich)

Sulfate de sodium (BIOCHEM
Chemopharma)

Magnesium sulfate (Ph. Eur)

lodure de méthyle (BIOCHEM
Chemopharma)

Ferrous Sulfate hepta-hydrate (Riedel-
de Haén)

Tris (hydroxyméthyl amino méthane)
(Sigma -Aldrich)

Ortho-Phénanthroline (Sigma -Aldrich)
Pyrogallol (Sigma -Aldrich)

Acétone (BIOCHEM Chemo pharma)
Chlorure de potassium (Fluka)

Tetra (n-butyl) ammonium
Hexafluorophosphate (Aldrich)
Qurceétine (Sigma -Aldrich)
3,5-di-tert-butyl-4-hydroxytoluéne
(BHT) (Sigma-Aldrich)

Acide caféique (Sigma -Aldrich)

(-)-épicatéchine (Sigma -Aldrich)
Acide p-coumarique (Sigma -Aldrich)
3-tert-butyl-4-hydroxyanisole (BHA)
(Sigma-Aldrich)

Eau oxygénée H202 30% (BIOCHEM
Chemopharma)

Acide tannique (Sigma-Aldrich)
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Tableau 1.17 : Matériels nécessaire dans le chapitre |

Matériels

Centrifugeuse (SLW Centrifuge Ultra 8-Place)
Spectrometre UV (Spectro Scan 80DV)

Agitateur magnétique (TMA)

Potentionstat-galvanostat PGZ301 (Radiometre analytical)
Electrode carbone vitreux (Radiometre analytical)
Electrode de platine (Radiometre analytical)

Electrode de calomel saturé de KCI (Radiometre analytical)
Fusionomeétre (Gallenkamp)

Spectrométre SHIMADZU IR A20913700919

b. Enregistrement des spectres et mesures physico-chimiques

Les spectres d'absorption infrarouge ont été enregistrés avec un spectrophotométre
SHIMADZU.

Les spectres d'absorption UV-Vis ont été enregistrés avec un spectrophotomeétre Spectro
Scan 80DV.

Les points de fusion ont étés mesurés en tube capillaire, & I'aide d'un appareil a point du
fusion (Gallenkamp).

I.2.4.1. Partie expérimentale

I.2.4.1.1. La synthése

a. Récupération de la 5-p-méthoxyphényl-1,2-dithiole-3-thione (C)
Mode opératoire :

On dissout 30 comprimés dans 50 mL de toluéne apres la dissolution compléte du
composé, filtrer la solution, puis laver avec 50 mL de I’eau distillée 3 fois, on élimine les
traces d’eau par MgSQOgs et apres 1’évaporation de toluene et la recristallisation dans 1’héxane,
on obtient des cristaux rouges —orangés aiguillés.

Le rendement obtenu la valeur de 70 %, cette valeur est calculée par 1’utilisation de la

relation suivante :

m (la masse du sulfarlem recupéré)

~ mo (lamasse de 30 comprimé du sulfarlem)
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Facteur de rétention R¢

Nous avons utilisé la chromatographie sur couche mince CCM, phase stationnaire gel de
silice la phase mobile est le toluéne et nous avons obtenu un seul spot avec R¢ = 0,64.

Point de fusion

La détermination de point de fusion de sulfarlem donne la valeur :
pf (sulfarlem synthétisé) = 109 °C
pf (sulfarlem récupérée) = 109 °C

b. Synthése de la 3-Méthylthio-5p-méthoxyphényl-1,2-Dithiolylium contre
ion (I°) (C1)
Mode opératoire :

Le sel C1 est préparé par alkylation de sulfarlem correspondante. A la 0,59 de
sulfarlem dissoute dans le minimum de toluene, on ajoute un exces d'iodure de méthyle puis
la solution est chauffée au bain-marie sous la température de 30°C pendant 4 heures. Apres
refroidissement, nous avons filtré puis laisser le produit a 1’aire pour sécher.

Le rendement est 95%.

La détermination de point de fusion de C1 donne la valeur 228°C.

I.2.4.1.2. Activité antioxydante
a. Test de réduction de Fe (IIT)

On prépare des solutions d’acide ascorbique (vitamine C) de concentrations allant de
0,01 jusqu’a 0,1 g/L. ImL de chaque solution est introduit dans un tube a essai et mélangés
avec 2,5mL d’une solution de K3Fe(CN)s (1%) et 2,5mL d’une solution tampon phosphate
(200 mM, pH 6,6). Le mélange est incubé a 50°C pendant 20 min. Aprés refroidissement,
2,5 mL d'une solution d'acide trichloroacétique (10 %) est ajouté. Ensuite, la solution est
centrifugée pendant 5 min a 1000 tour. 2,5mL du surnageant est ajouté a 2,5mL d’cau
distillée et 0,5mL de la solution de FeCl3 (0,1%) [46].
L’absorbance de chaque solution a été mesurée a 700 nm contre un blanc, ces lectures ont
permis de tracer la courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique. Les différentes concentrations
des dithiolethiones/polyphénols ont été traitées de la méme fagon pour tracer les courbes
représentantes de la variation du pouvoir réducteur exprimée en absorbance en fonction des

concentrations.

96



L 'activité antioxydante

b. Test de chélation des ions ferreux

ImL d’échantillons (dithiolethiones/phénoliques ou standard dissout dans I'éthanol)
sont mélangeés avec 150uL de FeSO4.7H20 (2mM) et a été ajouté a un mélange de la réaction
contenant 186uL de Tris-HCI (0,1M, pH=7,4) et 218uL saline (0.9 % NaCl). Le mélange de
réaction a été incubé pendant 5 min, avant I'addition de 13pL de la phénanthroline 0,25%
(poids/volume).
La complexation du fer résiduelle et la formation d’un chromophore rouge (Fe (II) —
phénanthroline) ayant un maximum d’absorption a 510 nm dans un spectrophotometre. Par
ailleurs, le contréle négatif contient tous les réactifs a 1’exception de I’échantillon a tester
qui est remplacé par un mL de I'éthanol.
L’effet séquestrant des échantillons vis-a-vis du fer est exprimé en activité de chélation selon

1I’équation suivante :

Abs 510;ontrote négative — Abs 510;chantition

Activite de Chélation = x 100

Abs 510ontrote négative

c. Test de DPPH"

ImL d’échantillons (dithiolethiones/phénoliques ou standard) dilué dans le tampon
Tris (100 mM, pH=7,4) est additionné a 1mL d’une solution de DPPH" (500uM) préparé
dans le méthanol ou 1'éthanol, le mélange est laissé a ’obscurité pendant 30 min et la
décoloration par rapport au contrble négative contenant la solution de DPPH" et 1 mL de
tampon Tris est mesurée a 517 nm.

L’activité anti radicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous :

Abs 517controle négative — Abs 517échantillon % 100

Activité antiradicalaire =
Abs 517controle négative
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d. Test d'OH’

Dans un tube a essai, contentent (ImL a concentration de 1,865x10° mol/L) de
phénanthroline nous additionnons (2 mL, 0,2 mol/L, pH 7,4) de PBS et (1 mL) des
échantillons (dithiolethiones/phénoliques ou standard) a différents concentrations. Puis nous
ajoutons 1mL de FeSO4 (1,865x10° mol/L). La réaction a été lancée quant en ajoutant 1mL
de H202 (0,03% v/v). Apres l'incubation & 37°C pendant 60 minutes au bain-marie,
I'absorbance du mélange de la réaction a été mesurée a 536 nm. Le mélange de la réaction
sans antioxydant a été employé comme négative, et celui sans H20O; a été employé comme

blanc. L'activité d'ébouage du radical d’hydroxyle a été calculée par la formule suivante :

(As_Ab)]
1% = |————| x 100
T @, -4y

Ou:
e A est I'absorbance de mélange avec les antioxydants etudies
e A, I'absorbance de controle

e Ay l'absorbance de blanc

e. Test de radical anion superoxyde 03

4,5 mL de la solution tampon de tris/HCI (pH=8,2) a été ajoutés dans un tube contenu
des échantillons phénoliques/dithioliques (0,5 mL) a concentration (4,85.10% M). La
réaction a été lancée en ajoutant (10 pL, 45 mM) de pyrogallol, I'absorbance du mélange de

la réaction a été mesurée a 320 nm chaque 30 seconde [89].

Le pourcentage d'inhibition de l'autoxydation de pyrogallol est calculé par I'utilisation de

I'équation suivant :

 _Do—ba
=——X
AA,

Ou:

e AAp est la vitesse de I'autoxydation de pyrogallol en absence d'antioxydant

e AA est la vitesse de I'autoxydation de pyrogallol en présence d'antioxydant
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L'activité anti-hémolyse

IT.1. DONNEES PUBLIOGRAPHIQUES

Dans le but de relier I'activité biologique mise en évidence par les tests antioxydants
décrits précédemment, et la structure chimique des composés considérés, nous avons choisi

d'étudier I'activité anti hémolyse des dérives de dithiolethiones.

Selon nos connaissances, aucun résultat de I'activité anti-hémolyse de dithiolethiones
n'est donné dans la littérature. Pour la détermination de l'activité anti-hémolyse, nous avons
choisi d'étudier les propriétés et les constituants de sang humain, et plus particulierement les
globules rouges qui sont impliqués dans les processus hémolyse en biologie.

Les éléments figurés sanguins sont répartis en cellules de la lignée rouge (hématies,
réticulocytes), de la lignée blanche (lymphocytes, granulocytes, monocytes) et plaquettes.

Dans les conditions physiologiques, la proportion de chaque type cellulaire est
comprise dans un intervalle déterminé pour chaque espece. La quantité absolue ou relative
des différents types cellulaires peut varier suite a I’exposition a un milieu toxique ou dans

les conditions pathologiques.

IT.1. Erythropoiése et durée de vie des hématies dans les
conditions physiologiques

L’hématopoiése est physiologiquement limitée a 1’dge adulte a la cavité médullaire des
os du squelette axial et de I’épiphyse des os longs, mais en cas d’augmentation de la demande
en cellules, une hématopoicse qualifiée d’extra- médullaire peut s’étendre au foie, a la rate
et aux nceuds lymphatiques.
Une population de cellules souches multipotentes non déterminées, les Colony Forming Unit

spleen (CFU-s), est a l’origine de la production des érythrocytes, mais aussi des

mégacaryocytes, granulocytes et monocytes.

Ces cellules ont des capacités d’auto-renouvellement, de prolifération et de
différenciation et sont a 1’origine des différents types cellulaires sous l’influence du

microenvironnement et des facteurs de croissance. Excepté les lymphocytes, les cellules
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sanguines ont une durée de vie limitée et sont incapables de se régenérer. La présence de
précurseurs viables est une condition nécessaire au remplacement des cellules consommées

ou lésées [1].

1

Lymphoide
7=

Précurseure CFU E CFU- Mega

de lacellule P

O

Megacaryocytes
v
Neutrophile Monocyte Eosinophile Basophile Mastocytes Erythrocytes Plaquettes Lymphocytes

Figure 11.1 : Diagramme de la différenciation des cellules sanguines [2]

Légende:

CFU-GM=Colony Forming Unit Granulocyte Macrophage
CFU-EO=Colony Forming Unit Eosinophile
BFU-E=Burst Forming Unit Erythrocyte
CFU-Mega=Colony Forming Unit Mégacaryocyte

II.1.1 Les globules rouges

Les globules rouges, aussi appelé hématies ou érythrocytes sont des cellules sanguine
responsable du transport des gaz du sang (O2, CO2). C'est une cellule trés simplifiee
incapable d'effectuer toute synthese protéique de par I'absence de noyau et d'organites
cytoplasmiques. Sa forme de disque biconcave lui permet d'offrir une surface d'échange
maximale, et sa déformabilité lui permet de franchir des capillaires dont le diamétre (3um)

est bien inférieur au sien (7um)[3].
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e Le contenu de I'érythrocyte est caractérisé par :
- une faible teneur en H2O (60% environ) par rapport aux autres cellules.
- une forte teneur en hémoglobine (Hb) est en quasi-saturation ; sa concentration
corpusculaire moyenne en Hb est de 35%.
- une forte pression osmotique colloidale (ou pression oncotique) due a sa forte teneur en
hémoglobine.
- un équilibre entre les ions Ca?* et Mg?* régulant la déformabilité cellulaire.
e Sa membrane est constituée de :
- 44% de lipides dont 65 a 70% de phospholipides, 25% de cholestérol essentiellement sous
forme libre, d'acides gras et de glycolipides.
- 49% de protéines.
- des glucides membranaires pour la plupart liés aux protéines (93%) et aux lipides.

Le modeéle structural membranaires proposé est celui de la mosaique fluide de
SINGER et NICHOLSON (analogue a celui de la majorité des cellules) [4]. La membrane
est formée d'une double couche de phospholipides a choline séparé par un espace virtuel du
feuillet interne (phospholipides a sérine et éthanolamine). Les protéines membranaires sont
soit intrinséques transmembranaires dont les protéines 3 est la principale, soit extrinséques

(spectrine, actine, protéine). Ces derniéeres constituent le squelette membranaire (Fig. 11.2).

Structures antigéniques
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Figure 11.2 : Schéma de la membrane érythrocytaire
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La durée de vie des globules rouges en circulation, qui est normalement de 120 jours,
est nettement diminuée. La destruction accélérée des globules rouges (hémolyse) est due a
la présence anormale dans le sang du malade de certains anticorps (substances fabriquées
par le systéme immunitaire de défense de 1’organisme). Ces anticorps sont des « auto-
anticorps » car ils sont dirigés contre les propres globules rouges du malade. Du fait du role

majeur de ces « auto-anticorps », on parle d’anémie hémolytique «auto-immune » [5].

IT.1.2. Les hématies face a I'oxydation et I'hémolyse

La toxicité hématologique d’origine oxydative sur les globules rouges survient plus
fréquemment que les dommages oxydatifs dans d’autres tissus. En effet, par leur role de
transporteur d’oxygene, les hématies sont continuellement exposées a des radicaux libres
oxygénés. Le sang étant le vecteur des xénobiotiques oxydants aprés leur absorption, les
hématies sont également soumises a un stress oxydatif. L’oxydation qui en résulte peut

concerner ’hémoglobine ou la membrane érythrocytaire [1].

L'hémolyse est la lyse (destruction) des globules rouges. Il s’agit de soumettre un
échantillon de sang ou une suspension d’hématies a une agression radicalaire linéaire et
progressive dans des conditions strictement contrélées et standardisées. Tous les systemes
enzymatiques et chimiques de 1’échantillon se mobilisent pour protéger 1’intégrité des
cellules jusqu’a leur lyse. Pendant phénomene, I'érythrocyte ce passe de sa forme de disque

biconcave a une forme de sphere [2].
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IT.2. TRAVAUX EXPERIMENTALS

Notre objectif est d’évaluer I’activité anti-hémolyse des dithiolethiones. Pour cela,
nous avons maintenu en incubation dans un premier temps les cellules érythrocytes avec les
dithiolethiones en présence d'eau oxygénée H20> et dans un deuxiéme temps en évaluer la

libération d’hémoglobine en mesurant I’absorbance du surnageant a 540 nm.

Tableau 11.1 : Réactifs et matériels nécessaire dans le chapitre I

Réactifs Matériels

Ethanol (BIOCHEM Chemopharma) Spectrometre UV Spectro Scan
80DV

Eau oxygénée H.O, (BIOCHEM Chemopharma) Centrifugeuse (SLW
Centrifuge Ultra 8-Place)

Hydroxyde de sodium (BIOCHEM Chemopharma)  Agitateur magnétique (TMA)

Acide chlorhydrique (BIOCHEM Chemopharma)

Chlorure de sodium (Fluka)

Sodium-dihydrogénophosphate (BIOCHEM

Chemopharma)

Di-sodium-hydrogénophosphate (BIOCHEM

Chemopharma)

Chlorure de potassium (Fluka)

IL.2.1. Test in vitro de la résistance des globules rouges humains prétraités

par les dithiolethiones a I'attaque radicalaire

Les tests d'activités anti-hémolyse des dithiolethiones synthétisés ont été effectués sur
une suspension a 4% d'érythrocytes d'homme dans du PBS.

La résistance des érythrocytes prétraités par les dithiolethiones a 1’attaque radicalaire
est évaluée selon le protocole décrit par MANNA et Coll. [7] avec quelques modifications.
Le sang humain utilisé dans ce test est obtenu par prélevement veineux d'un volontaire non
fumeur. Le sang collecté dans un tube hépariné est centrifugé a 1500g/5min, aprés
élimination du plasma, le culot est lavé trois fois par 5 volumes de tampon phosphate (PBS
sans potassium, pH 7,4 et 0,1 M).

Pendant chaque lavage, la suspension est homogénéisée par un simple retournement
du tube, le surnageant et la couche d’interface est éliminée juste aprés la centrifugation. A

I’issue de la derniere centrifugation le culot cellulaire obtenu est dilué avec le méme tampon
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phosphate pour obtenir un hématocrite de 4%. Deux millilitres de la suspension
d’érythrocytes sont mélangés avec 5 mL de solution de PBS.

L’attaque radicalaire est induite par 1’addition de 0,5 mL du H20> a la suspension
érythrocytaire préalablement incubée (15 min) avec 1 mL des dithiolethiones a une
concentration de 4,85x10“ M. Aprés deux heures d’incubation avec le H20; & 37C°, le
mélange réactionnel est centrifugé a 1500g/10min et I’hémolyse (libération d’hémoglobine)
est évaluée en mesurant 1’absorbance du surnageant a 540 nm.

La concentration de H.O. dans le mélange réactionnel a été ajustée pour provoquer
90% d'hémolyse des globules rouges aprés 2 h d'incubation.

La résistance du sang a 1’attaque radicalaire est exprimée par le pourcentage d'inhibition :

Abs 540 sle — Abs 5404 i
%inhibition d'hémolyse = COIXZOSIGS m Cchantillon o 100
controle

Résultats et discussion

Dans le but d’évaluer les propriétés antioxydantes des dithiolethiones, nous avons

évalué leur activité anti-hémolytique vis-a-vis des globules rouges.

Les érythrocytes constituent un modele cellulaire trés adéquat pour 1’é¢tude du stress
oxydant. En raison de la richesse de leurs membranes en acides gras polyinsaturés et la
concentration cellulaire élevée en oxygene et en I’hémoglobine, ces cellules sont
extrémement susceptibles aux endommagements oxydatifs [8]. L’exposition des
érythrocytes a une attaque radicalaire conduit donc a la rupture de leurs membranes

plasmiques avec libération du contenu cellulaire mesurable a 540 nm.

Il a été démontré que l'interaction de I'némoglobine avec H.O> produit des espéces
réactives de I'oxygéne et induit la peroxydation lipidique [9].

Pour ce faire, nous avons examiné l'oxydation de I'némoglobine, a l'intérieur de
I’érythrocyte, induite par des molécules en absence d'H2O2 et ce apres 2 heures a

concentration de 4,85.10 M.
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Les résultats obtenus a partir de ce test sont regroupes dans le tableau I1.2.

Tableau 11.2 : Les pourcentages d'inhibition d'hémolyse

Composes étudiés pourcentage d'anti-hémolyse %
A 59,73
B 61,29
C 57,86
Al 35,71
A2 39,66
B1 44,04
B2 43,33
C1 50,95
V.C. 33,00

De ce tableau nous avons tracé I'histogramme suivant qui montre bien I'ordre

décroissant de la capacité anti-hémolyse des dithiolethiones :

Inhibition d'hémolyse

Figure 11.3 : Classification de dithiolethiones selon le pourcentage d'inhibition

d'’hémolyse

Les dithiolethiones étudiés présentent des capacités inhibitrices importantes que le
standard vitamine C. Nous observons que la 4-tolyl-1,2-dithiole-3-thione B présente un fort
pourcentage d'inhibition d'hémolyse (plus de 1,85 fois de V.C), par contre le faible inhibiteur
est la vitamine C. Cette remarque s'explique par l'influence du facteur de lipophilie. L'activité

antioxydante semble étre liée a plusieurs parameétres physico-chimiques.
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Elle est dépendante de la structure moléculaire, en particulier la lipophilié des
molécules. La lipophilié corrélée au nombre d'atomes polarisés (OH et NH>), capable de
former des liaisons hydrogenes avec des molécules d'eau ; augmenté leur solubilité dans les
solvants polaires (I’eau dans notre cas). Les études précédentes de la partition de molécules
relativement petites dans les globules rouges en particulier les molécules organiques
cationiques, anioniques et non-électrolytiques ont montré que la lipophilié, la taille
moléculaire et les caractéristiques chirales de molécules influencent leur pénétration dans
les globules rouges [10].

Donc, nous devons établir une relation entre le pourcentage d'inhibition et le

coefficient de partage log P (Fig. 11.4).
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Figure 11.4 : La relation de pourcentage anti-hémolyse et log P
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La plupart des composés actifs ont une lipophilie dans l'intervalle de 2,3 a 4. Des
études précédentes ont genéralement mis I'accent sur I'importance de la lipophilie pour une

bonne capacité inhibitrice [11].

Choline

Echangeur CI/HO; Nucléoside

Sucres
GLUT-1
GULT-5

Echangeur
Na®/H*

\ Acides aminés

[K']= 140 mM
[Na']= 6mM
[CI]=48 mM
[€a2']=0.1 pM

Monocarboxylate

Cotransport
K-Cl

Canal cardos

g l Cotransport

Na-K-2Cl

K, Na, [K]=5mM
G Canaux Na' [Na'].= 145 mM
anioniques [CI=105 mM

[Ca2'].=2mM

Figure I1. 5 : Représentation schématique des principales voies de transport a travers la

membrane des érythrocytes
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A cause de la nature de la membrane des érythrocytes, I'effet de la lipophilie est trés
important permettre de diffuser les inhibiteurs d’hémolyse a travers de celle ci.
Ainsi, les composés lipophiles pénétrent dans les globules rouges en se dissolvant dans les
bicouches lipidiques membranaires tandis que les composes de petite taille hydrophiles
entrent dans les globules rouges par des canaux aqueux. Cela laisse suggerer que, les
composés A, B et C, qui sont lipophiles, pourraient pénétrer dans la membrane des globules

rouges, expliquant ainsi leur importante propriété anti-hémolyse.

L’anéthol dithiolethione (Sulfarlem®) est une molécule lipophile utilisée en
thérapeutique qui associe des propriétés anti radicalaires et antioxydantes a une bonne
diffusion tissulaire et une bonne tolérance pour inhiber I'hémolyse des érythrocytes.

Le coefficient de partage 10g Peaun-octanol de A est inférieur a celui de B (3,23 contre 3,49
(voir le chapitre 1)), ce qui indique que B peut avoir une affinité plus grande pour des
lipides des globules rouges comparée a A. Nous avons observé que A, dont le log P est plus
grand que 1, réduit significativement I'némolyse des globules rouges induite par H205.

Seules les molécules avec log P relativement élevee peuvent prévenir I'némolyse des
globules rouges. Mais les molécules avec des valeurs de log P relativement faible (Al ; 0,45,
acide ascorbique -2,34) sont inefficaces pour protéger le globule rouge de I'némolyse, ou

faciliter les radicaux a induire des dommages plus importants

Dans les conditions de ce test, les radicaux libres sont générés dans le milieu aqueux
et réagissent avec les lipides membranaires des érythrocytes durant ’hémolyse. Néanmoins,
les antioxydants lipophiles sont les plus efficaces, en effet les antioxydants hydrophiles
agissent de facon significative mais ils ne peuvent pas protéger directement la membrane
des hématies. En outre, les composés hydrophobes qui s’inseérent dans la double couche
lipidique ou indirectement regénérent d'autres antioxydants et/ou entrent dans divers

processus enzymatiques [12].

L’acide ascorbique s'est avéré l'antioxydant primaire dans le plasma [13] il est classé
parmi les antioxydants les plus puissants connus, or si ’on se base sur la concentration
utilisée (4,85.10* M), on constate que tous les dithiolethiones sont plus efficace contre
I’oxydation des lipides dans la membrane d'érythrocyte que l'acide ascorbique. Cette
différence d’activité pourrait étre due a ’effet de la solubilité¢ des composés dans le milieu

réactionnel.
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Puisque I’acide ascorbique (vitamine C) est classé comme un composé hydrosoluble,
il peut agir alors contre la propagation radicalaire dans la phase aqueuse. Or nos
dithiolethiones montrent des activités a I’encontre des radicaux libres plus efficaces que celle
observée pour 1’acide ascorbique, ce qui nous amene a déduire que ces substances peuvent

s’insérer dans la membrane érythrocytaire pour se défendre contre I’agression radicalaire.

Un déséquilibre dans le statut I'oxydant / antioxydant d'un globule rouge avec un exceés
de radicaux libres a conduit a la formation d'un stress oxydant, qui semblent causer plusieurs
maladies [14].

Les radicaux libres peuvent modifier les propriétés chimiques et physiques des membranes
cellulaires des érythrocytes en modifiant la composition, la protection et la distribution de
leurs lipides. Ceci aboutit a une altération structurale de la membrane cellulaire ce qui se
manifeste par une réduction de sa fluidité qui peut modifier 1’activité des protéines

membranaires [15].

Une certaine quantité de méthémoglobine se forme physiologiquement lors de
I’autoxydation de 1’hémoglobine mais les différents systeémes de réduction endogenes la
maintiennent a 1’état réduit de sorte qu’elle ne dépasse pas 1 a 3% chez les individus sains.

La méthémoglobine donne une coloration marron au sang qualifiée de brun- chocolat
[16]. Elle est chargée positivement par rapport a I’hémoglobine comme elle a une affinité
élevée pour les anions comme les cyanures, les fluorures ou les chlorures (CN°, F, CI").

La réaction affecte également la capacité de I’hémoglobine a transporter 1’02 et le CO»,
conduisant a ’hypoxémie ; les symptomes peuvent varier de la tachypnée et 1’acidose au

coma ou a la mort.

Ce systéme cellulaire aurait pu étre tres utile pour 1’étude de I’effet protecteur des
dithiolethiones contre I’hémolyse oxydative induite par 1’eau oxygénée H20x.

Enfin, les dithiolethiones trouvé pour inhiber efficacement I'hémolyse d'érythrocytes
induite par H20., révélant sa capacité a piéger la plupart des radicaux libres générés. Les
dithiolethiones ont également montré leur potentiel a améliorer la résistance des globules

rouges au stress oxydatif, in vitro.

115



L'activité anti-hémolyse

Il est possible qu'un autre mécanisme de protection d'érythrocytes a hémolyse par les
dithiolethiones. Ces derniers peuvent également chélater les ions de fer intra-érythrocyte qui

sont libérés de I'némoglobine sous des conditions d'oxydation.

FERRALI M. et Coll. ont constaté que I'effet inhibant de la peroxydation les lipides
par la quercétine et le kaempferol est corrélé aussi bien a la capacité chélatrice de fer [17],
donc nous avons fait une corrélation entre les valeurs de Clso de la capacité chélatrice et les

pourcentages d'anti-hémolyse pour toutes les dithiolethiones étudies et la vitamine C.

65
601 . R®=0.63
55 o

50

45

pourcentage anti-hémolyse %

: : T :
0.5 1.0 1.5 2.0 25
Cl, (mM) chélation

Figure 11.6 : Larelation entre l'activité chélatrice et des pourcentages d'anti-hémolyse

Nous avons trouvé une moyenne corrélation entre I'activité chélatrice les pourcentages
d'anti-hémolyse avec coefficient de détermination R?> = 0,63 (voir le figure 11.6 ; nous
rappelons que les composés entrés dans cette corrélation sont : le standard Vitamine C et les
dithiolethiones sauf I'Al et I'A2.
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Conclusion

L’évaluation de Dl’activité anti-hémolyse en utilisant le test du H2O2 comme test
biologique, a révelé une réponse anti-hémolyse variable d’un échantillon a un autre et toutes
les dithiolethiones possedent une activité anti-hémolyse plus importante que la standard
vitamine C.

Les résultats montrent que le classement des dithiolethiones en fonction de leur
pouvoir anti-hémolyse dépend de la lipophilie et la capacité de dithiolethiones pour chélater
les ions ferreux.

Nous avons trouve une corrélation linéaire entre les valeurs de pourcentages anti-

hémolyse et le coefficient de partage (R?=0,68).
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Coefficient de partage 10g P n-octanol/eau

ITI.1.DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

III.1.1. Une bréve vue d'ensemble historique de hydrophobicité

Avant le tournant du 20 éme siécle, I'importance des interactions hydrophobes dans
des phénomenes biologiques en particulier I'activité de drogue, a été identifiée par le travail
de MEYER et dOVERTON [1,2]. En 1937, BULTER a montré un rapport linéaire entre la
chaleur d’hydratation et I'entropie de I'hydratation [3]. Il a estime les énergies de l'interaction
de différents groupes fonctionnels avec de I'eau comme il a prouvé que les chaleurs

d'hydratation sont additives en nature.

Il a également expliqué que la chaleur d'hydratation ne détermine pas I'énergie libre
des interactions, mais qu'il y a une proportionnalité directe entre elles. Les origines de ces
phénomeénes étaient peu claires a ce moment la, mais on I'a présumé que I'entropie pourrait
dépendre de la taille de la “cavité” qui contient la molécule. L'importance de liaison
hydrogene a été également brievement discutée pendant que la formation de liaison
hydrogene entre les parties polaires causent une augmentation de I'entropie, qui favorise la

dissolution d'une molécule autrement non polaire.

FRANK et EVANS, au milieu du 20°™ siécle, ont décrit la formation des “icebergs”
de I'eau autour des parties non polaires de molécules [4]. Leurs résultats ont été basés sur la
déviation de I'entropie de la vaporisation pour certaines substances une fois dissous dans les
solutions aqueuses et non aqueuses. La structure des molécules d'eau entourant des parties

non polaires a été expérimentalement validée avec la cristallographie [5].

KAUZMANN a inventé, pour la premiére fois, le terme de "la liaison hydrophobique™
en 1959, qui a attrapé l'attention de beaucoup de scientifiques alors ; cette notion a été
soutenue par un certain nombre d'investigations de recherches [6]. Le travail de NEMETHY

et Coll. a également soutenu l'utilisation de ce terme [7,8].

Cependant, la stabilité¢ des protéines dépend non seulement de ces "liaisons
hydrophobiques”, mais également de liaisons hydrogenes. Ceux-ci ont un comportement

inverse, d'une autre facon, ils deviennent plus faibles avec I'augmentation de la température.
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Ainsi, a mesure que la tempeérature augmente, les interactions hydrophobes
diminueraient dans la force et les liens d’hydrogéne seraient prédominants en maintien de

structure de protéine.

En 1970, HERMANN R. a publié une série de trois articles sur "la théorie de liaison
hydrophobe™ [9,10] ou la grande entropie négative de diviser une molécule hydrophobique
dans un solvant non polaire a été expliquée par la perte d'ordre en molécules d'eau en contact
direct avec la surface hydrophobe. L'arrangement commandé des molécules d'eau sur la
surface d'une molécule est d0 aux interactions de dipdle - dipble avec la prochaine couche
immédiate des eaux. En effet, ce phénomene est surface-tension semblable ou la premiére
couche s‘arrange afin de réduire le contact avec de I'air hydrophobe, alors que moins d'ordre

existe dans la seconde et les couches qui se suivent.

Depuis les travaux de COLLANDER a la fin des années 1950 [11], puis ceux du
groupe de HANSCH quelgues années plus tard [12,13], le coefficient de partage log P d’une
molécule dans un systeme biphasique constitué de deux solvants non miscibles (le plus
souvent le systeme octanol/eau), est reconnu pour sa faculté a mimer le passage de cette
molécule a travers les membranes biologiques. Pour des solutions diluées, ce coefficient de
partage octanol/eau est le rapport de la concentration d’une molécule de soluté dans 1’octanol

sur sa concentration dans I’eau lorsque le systéme biphasique est en équilibre :

C
logP=log< 2““""’) (Eq.111.1)

H,0

En fait, comme les valeurs de P mesurées s’étendent sur au moins douze unités de
grandeur, on utilise de préférence les logarithmes décimaux
Pendant plusieurs années, le coefficient de partage d'une substance entre I'eau et I'octanol
(lIog Pnoctanoleau) @ €émergé comme informations extrémement utiles en sciences
pharmaceutiques et environnementales. 10g P n-octanoleau, S'€St avéré un des parameétres
principaux dans des études quantitatives de la relation de structure—activity/property
(QSAR/QSPR) [14].
Puisque la plupart des drogues en partie ou en grande partie sont ionisées au pH
physiologique, une compréhension de I'nydrophobie de leur forme neutre et ionique est
importante [17].
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Quand plus d'une espéce électrique est présente en solution, comme peut étre le cas
avec les composés ionisables, le rapport observe des concentrations est le coefficient de
distribution (D), qui tient compte du lipophilie intrinseque du présent électrique différent
d'espéce et de leurs concentrations relatives. A un pH donné, la lipophilie d'un composé

ionisable est ainsi décrit par Eq. 111.2,

logDP" = log[fyPN + Z(f,.P’)] (. 111.2)
Ou fy et f; sont les fractions molaires des formes neutres et ionisés.

Le PNet les P! sont les coefficients de partage des espéces neutres et ionisés, respectivement.

Apres la définition de log P n-octanolreau, la question qui se pose est: quelles sont les

méthodes qui permettent de déterminer le coefficient de partage ?

Pour répondre a cette question nous essayons de mentionner quelques méthodes que

nous avons trouvé dans la littérature :

III.1.2. Les techniques expérimentales

Beaucoup de méthodes expérimentales sont disponibles pour mesurer les coefficients
de partage eau/n-octanol, chacune d'elle présentant des avantages et des inconvénients.

Seulement quelques unes, principalement employées, seront présentées ici.

IIT.1.2.1. La méthode par agitation en flacon "“Shake-flask"

La méthode par agitation en flacon est un procédé standard pour déterminer
expérimentalement les valeurs de 10g Pr-octanolreau. A raison que cette methode n'exige aucuns
matériaux standards pour le calibrage [19]. C'est une méthode classique pour mesurer
le Ph-octanolreau QUi a été employé beaucoup dans les décennies passées [20]. Elle implique a
dissoudre dans la phase octanolique une quantité exactement connue de soluté ; a mettre en
contact cette phase avec la phase aqueuse et a réaliser I'équilibre de partage par agitation
mécanique. Cette solution doit étre conservée dans des conditions qui assurent sa stabilité.
Cependant, plusieurs parameétres doivent étre pris en considération pour que la mesure soit
valide. La Pré-saturation des deux solvants est essentielle pour obtenir des nombres précis
pour le volume de chaque phase. L'agitation peut étre faite manuellement ou a l'aide d'un

agitateur magnétique pendant 30 minutes, approximativement.
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Depuis la forme d'octanol et d'eau une émulsion, les deux phases doivent étre séparées
par centrifugation. De préférence, celle-ci est faite a la température de I'essai.
Malheureusement, les micros gouttelettes pourraient encore étre présentes dans chaque
phase qui peut présenter une grande erreur dans les mesures finales particuliérement pour
les composés hydrophobes. N'importe quel genre de technique peut étre employé pour

analyser les deux phases.

III.1.2.2.La méthode du brassage lent

Cette technique a été développée en raison des erreurs présentées dans la mesure par
I'émulsion se produisant entre l'octanol et I'eau particulierement pour les composés
hydrophobes [21].

Echantillon de composé

dizsont dans I'octanel i .
Echantillon de composé dissont dans

= lean

phase de I'octanol

L I—

hase id'ean
J —r

Figure I11.1 : L'appareil d'agitation du brassage lent pour la mesure de coefficients de

partage n-octanol/eau

Comme représenté sur la figure I11.1, I'appareil du brassage lent se compose d'une fiole
en verre de 40 mL avec un barreau magnétique. 15 mL d'eau saturée avec I'octanol sont
introduit. Puis, 15 mL d'octanol saturés avec de I'eau contenant également les échantillons
qui sont soigneusement introduits sur la phase de I'eau, en évitant n'importe quelle création
d'émulsion.

La fiole est scellée avec un chapeau, a couvercle serti de vis et un septum faits de deux
couches, du premier de teflon et puis du second de la silicone sur lui. Un tube de teflon est
utilisé pour prendre des échantillons de la phase d'eau sans passer par la phase d'octanol,
évitant n'importe quelle contamination. Un septum en caoutchouc est employé pour sceller
le tube pour gu'aucune évaporation des solvants n'est permise. Des seringues en verre avec
des aiguilles d'acier inoxydable sont utilisees pour prendre des échantillons des deux phases.

Le teflon, le verre et le métal sont employés parce qu'ils ne sont pas dissous par I'octanol.
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III.1.2.3. La méthode potentiométrique

La technique potentiométrique permet la mesure des constants d'ionisation et des
valeurs de 1og P n —octanolreau des corps dissous ionisables exclusivement [22]. Cette méthode
est basée sur I'observation quand un composé ionisable dans la solution aqueuse est titré en
présence d'une phase organique, la courbe de titrage décale vers la droite pour des acides et
vers la gauche pour des bases.

Ce decalage est lié au rapport de phase et au lipophilicité des deux especes électriques
du corps dissous [23]. Dans le cas simple d'une drogue monobasique B, le pKa apparent
(pKa?P) de la substance mesurée en présence de la phase organique est donné par Eq. 111.3 :

r.PE +1

pK"" = pK, — log(

Ou le PB et le PBH* sont les coefficients de partage du neutre et du composé protoné,
respectivement, et le r est le rapport de volume de phase. Ainsi la détermination des valeurs
de log P du (mono-acide) ou d'un composé monobasique exige la connaissance de son pKa
et deux titrages au minimum en présence de deux rapports différents de volume de phase,
rapportant deux valeurs de pKa®®.

En supposant que le PB™* est une constante, la résolution du systéme donné par Eq. I11.4
(2 équations, 2 paramétres inconnus) rapporte alors le P et les valeurs de la PBH*):

( aopl Tl.PB+1
KPP = pK, — log| ——=7——
Pla Pla =708 r.PPHT 41

B
2 Tz.P +1
lngpp = pK, —log <r2.PBH+ N 1)

L'avantage de la méthode de potentiométrie est la possibilité d'employer un grand

(E,.111.4)

ensemble de solvants et de mesurer une gamme étendue des valeurs de log P.

Néanmoins sa limitation principale vient de I'hypothése que le PB™* est une constante
puisque Eqg. I11.4 montre clairement la dépendance de la PBH* a des conditions
expérimentales, et en particulier des volumes de phase.

Quelques considérations générales doivent étre prises en compte lorsqu'on analyse les
résultats :
e quand le PB > > PBH* décalages de pKa obtenus par Eq. 111.4, ne dépendent pas de la
PBH* et de la méthode potentiométricue rapporte des teneurs fiables en PB.
e quand PB™* ne peut pas étre négligé relativement au PB, les résultats donnés par des

titrages potentiométriques doivent étre considéré avec prudence.
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III.1.2.4.Voltamétrie cyclique a |'interface entre deux solutions

d'électrolytes non miscibles

Voltamétrie cyclique a été réecemment introduit en chimie médicinale pour déterminer la
lipophilie des ions et d'étudier leurs mecanismes de transfert & I'interface [24]. Cette méthode
exige l'utilisation d'une interface polarisable qui est disponible avec un systeme de solvant
tel que le 1,2-dichloroéthane/eau, a I'exclusion du systeme (n-octanol/eau). Le solvant
classique utilisé dans les études de partage, le n-octanol, ne peut étre pas utilisé dans ces
études, par ce que les électrolytes ne peuvent pas étre dissous dans ce solvant [25].

Le principe d'expériences de voltamétrie cyclique est décrit dans la référence [26]. Le
principal avantage de cette méthode est doit fournir des valeurs standard de log P pour des
ions, indépendantes des conditions expérimentales sauf la température et les solvants [24].
Le partage des sels peut étre décrit par un systéeme du deux phases non-miscible (par exemple
I'eau et 1,2-dichloroethane) et contenant des n ions X; [27] :

o phase (Vo) Y XE

B phase (VP) n xF

l

OU V.« et Vg sont les volumes de deux phases. A I'équilibre, le potentiel électrochimique de
chaque ion X est le méme dans les deux phases :
ag=pf (B, 1L5)

Le potentiel électrochimique de I'ion X; est la somme de terme chimique et électrique :

A = uf + 2. FO*  (E,.111.6)
le pi* est le potentiel chimique de I'ion X dans la phase a, le z; est la charge de I'ion X, F
est la constante de Faraday (9.65-10* C-mol™) et d« est le potentiel de Galvani du la phase
a en volt.
Le potential chimique est défini par :

pd = pud® + R.T.Inaf (E,.111.7)

K% et a* sont les potentiels chimique standard et I'activité Xi dans le de phase o
respectivement, R est la constante de gaz (8,31 J-K*-mol™) et T est la température en Kelvin.

A partir d'Eq. 111.5, nous obtenons :

0.8 B

upt-u® (RT 9
Agp=¢° — ¢F = P + (ZL—F) n (F) (Eq.111.8)

3
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Le A r*® est la différence de potentiel de Galvani entre les deux phases o et 3.
Eq. 4,8 peuvent étre écrits comme :

ASP=03? + (R;)ln(Z—ﬁ> (E,.111.9)

4

Az2®{? est le potentiel standard de transfert de I'ion Xi entre les deux phases o et B. En
supposons que les transferts d'ion sans formation de n'importe quelle ion-paire et sans
n'importe quelle réaction chimique ou redox, Ag*®i® peuvent étre exprimés par :
(0] o, O,Q—)ﬁ
w? — e BGy]
Zi.F Zi.F

AZp? = (E,.111.10)

AGY27F est I'énergie standard de Gibbs du transfert de l'ion X a partir du o au R. le

tr,i
coefficient de partage 1,2-dichloroethane/eau de I'ion Xi (log Puce') entre les deux phases est
dépendant de potential est donné par Eq. I11.11 :

g
log Pl,, = log (%) = - ZtE_ pago AT ey g i1
ce a? R.T.In10""#7" " R.TIn10 "F

Log Pace? représente le coefficient de partage de X quand l'interface n'est pas polarisée et
dépend seulement de la structure chimique de X et de la température. Le coefficient
standard de partage est donné par :

logP% = ——2"_peg0 (g,.111.12)
R.T.In10
Cette propriété physico-chimique pu étre mesurée, mais ces mesures sont
généralement longues et codteuses. Par conséquent, différentes méthodes de prédiction du
l0g Pn-octanolreas ONt €té mises au point, et il existe un nombre important de logiciels de
prédiction de cette propriété. Ceux-ci s'appuient aussi bien sur des méthodes de contribution
de groupes (ACD/Log P [28], KowWin [29], CLog P [30]...).

127



Coefficient de partage 10g P n-octanol/eau

IIT.2. TRAVAUX EXPERIMENTALS

ITT.2.1. Introduction

La solubilit¢ d’une molécule dépend de sa capacité a créer des interactions fortes
intermoléculaires avec 1’eau. Elle nécessite d’abord de rompre les interactions hydrogéne
entre les molécules d’eau de fagon a créer des « cavités » pour les molécules. Les molécules
doivent ensuite créer des interactions avec les molécules d’eau (solvatation), en
« concurrence » avec les liaisons hydrogene des molécules d’eau entre elles. Les molécules
organiques qui présentent des structures polaires capables de créer des liaisons hydrogéne
(de type O-H) seront donc plus facilement solubilisées que des structures apolaires qui
interagissent avec leur environnement par des interactions plus faibles dip6le-dip6le de type
Van der Waals. Les molécules organiques sont donc d’autant moins solubles dans 1’eau
qu’elles sont trés apolaires, condensées et de grande taille. A 1’inverse, ces molécules seront
facilement miscibles dans un solvant organique peu polaire (alcanes, ou n-octanol par

exemple).

Le n-octanol possédant des propriétés structurales analogues aux tissus lipidiques des
organismes, P n-octanolieau PEFmMet une estimation du caractere lipophile du contaminant [31],
et donc indirectement de sa capacité a étre accumulé dans les tissus lipidiques des organismes

vivants.

Puisque 1,2-dithiole-3-thiones sont des composés fortement liphophiles [32], et
puisqu'un lipophilicité trop haut peut avoir comme conséquence une basse perméabilité, il y
a un besoin d'un point de vue biopharmaceuticale de synthétiser des dithiolethiones ionisés
et de déterminer leurs coefficient de partage log P afin d'éviter le bas et I'absorption

fortement variable généralement vus avec un tel produits.
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III.2.2. Détermination expérimentale de log Pn-octanol/eau

Chaque fois que cela sera possible, le 10g Peaun-octanol d’une molécule fera 1’objet
d’une détermination expérimentale. La méthode dite des flacons agités ou «shake-flask»,
utilisée dans notre étude est la plus ancienne. Elle reste cependant la méthode de choix pour
des molécules organiques originales et de ce fait, elle est préconisée comme procédure
standard de caractérisation par I’OCDE (Organisation de Coopération et de Développement

Economiques) [33].

En effet, on a vu précédemment que ce coefficient de partage est donné par la
relation (111.1) :

C
logP = log< E“’;‘”) (E,.111.1)
2

Remarquons que :

- Si 109 Ph-octanoleau > 0, alors Coct > Cag, le compose a une tendance hydrophobe

- Si 109 Ph-octanotreau < 0, alors Coct < Cag, le composeé a une tendance hydrophile

- Si 10g Pn-octanolreas = 0, alors Coct = Caq, le composé se répartit de maniere égale entre les
deux phases.

Résultats et discussion

Nous avons pour chaque composé de dithiolethiones évalué le coefficient de partage.
D'apres les courbes d'étalonnage nous avons estimé les valeurs de coefficient pour les
dithiolethiones étudiés.

Les résultats sont répertories dans le tableau 111.2.
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Figure 111.2 : Courbes d'étalonnage de quelques dithiolethiones pour déterminer les

valeurs de coefficient de partage

Le coefficient de partage de certains dithiolethiones n'existe pas dans la littérature,

donc nous I'avons déterming, pour la premiére fois il est trés important de verifier les valeurs
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expérimentales de ce coefficient par des valeurs théoriques calculées avec la méthode des
fragments de REKKER (Version révisée) [16].

Nous admettons donc que toute dithiolethione :

S S
\
R, S
Ry
Se décompose en trois fragments constitutifs
S S
\
S
wubuuun , R1 , R2

IIT.2.2.1. Méthode théoriques de calcul de REKKER

Etant donne la structure des substituants R1 et R2 constituant les dithiolethiones étudiés (cf

tableau 111.2), les constantes dont nous avons besoin pour nos calculs sont :

Tableau I111.1 : Valeurs des fragments

Substituant x fx

fegHs 1,902 [16]

fF aromatique 0,444 [16]

fi 0,204 [16]

fcH5-0 aromatique 0,274 [16]

fi aliphatique 0,570 [16]

constante magique Cw 0,219 [16]

fcH, 0,724 [16]

s aliphatique -0,558 [16]
fo aromatique -0,450 [16]
fso4 aromatique -2,070 [16]
fscH3 aliphatique 0,166 [16]

log P exp (dithiolethione parent) 1,580 [15]

fi- aromatique 0,570 [16]

fs aromatique 0,099 [16]
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S S

X

S

T

S

10-(1,3-dithiolan-2-ylidene)-4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15-decahydro-
cyclododeca[c][1,2]dithiole-3-thione (C12)

H3C\
S S N \
S
S:<
\
S (e}
H O
E

5-p-fluorohényl-1,2-dithiole-3-thione (D) 3-méthyl-5-(4-phényl-3-thioxo-1,2-
dithiole-5-yl) benzo oxazole-2-thione(NOS)

S

Figure 111.3 : Les structures des dérivés de dithiolethiones : C12, D et NOS

La lipophilie d'un composé peut étre estimée par la somme de la lipophilie de ses fragments

et de termes de corrections.

n m
log P = Z afi + z biF, (Eq.111.13)
i=1

i=1
Ou: fi= constante de lipophilie du fragment f;
ai= nombre de fragments fi
Fj= facteur de correction de correction F;
bj= nombre de facteurs de correction F;

Termes de correction proportionnels a une constante :

Facteur de correction (Fi) = K, . Cm

Ou: Cwm = constante magique = 0,2109.

kn= entier caractéristique de chaque facteur de correction.
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A: R1= CsHs, Ro=H

log Pa =109 P (exp de DTT parent) — f + fC6H5
log Pa=1,58-0,204 + 1,902
log Pa = 3,278

B: Ri=p-CH3C¢Hs, R2=H

log P B =109 P (exp de DTT parent) — f + [fegHs + foHg— fH)
log Ps=1,58-0,204 + 1,902 + 0.724 — 0,204
log P8 =3,798

C: R1=H, R2= p-CH30CsH4

log P c =10g P (exp de DTT parent) — [f1 + Cm (H porté par un groupement électro attracteur
groupe (5-[1,2-dithiole-3-thione]-yl) [15]] + [fcgHs- fr + fcHg-0 aromatique] + Cm (COnjugaison)
log Pc =1.58 — (0,204 + 0,219) + (1,902 — 0,204 + 0,274) + 0,219

log P c =3,348

Al: Ri= H, R>= CgHs, le contre ion I

log Pa1 = 2fs aiiphatique +f scHs + f 1 + ficens) + 3fc + (i)
=2(-0,558) +0,166 +0,204 + 1.902 + 0,333 + 0,57
log Pa1 =2,059

A2: R1= CsHs, Ro=H, le contre ion CH3SO4

log Pa2 = 2fs aliphatique +f scHz + T 1 + f(cems) + 3fc + fs aromatique + fTOCH3 aromatique + 3f0 aromatique
=2(-0,558) +0,166 +0,204 + 1,902 + 0,333 + 0,099 + 0,274 -0,45x3
log Pa2 = 0,512

B1: Ri= H, Ro= p-CH3C¢Hg4, le contre ion I

log P2 = 2fs aliphatique + scH3 + f 1 + fcens) + 3fc + f(1) + fonz —fH
=2(-0,558) +0,166 + 1,902 + 0,333 + 0,57 + 0,724
log Ps2 =2,579

B2: R1= p-CH3Cg¢H4, Ro=H, le contre ion CH3SO4

log Pe2 = 2fs aiiphatique +T scHs + T 1 + f(cens) +3fc - fu+ fchs + fsaromatique + focHs

aromatique + 3fo aromatique
= 2(-0,558) +0,166 + 1,902 + 0,333+ 0,724 +0,099 + 0,274 — 0,45x3
log P2 =1,032

C1: Ri=H, Ro= p-CH30C¢Hj4, le contre ion I

log Pc1 = 2fs aliphatique +f scHz + T 1 + (1) + fcems) — T 1 +F cH30 aromatique + 3fc
=2(-0,558) +0,166 +0,204 + 0,57 + 1,902 — 0,204 + 0,274 + 0,333
=2,129

D: Ri=H, Ro= p-F-CsH4

log Po=10g P (exp de DT parent) — [fH + Cm (H porté par un groupement électro attracteur groupe
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(5-[1,2-dithiole-3-thione]-yl) [15] + fcghg — fr + fr aromatique + Cm (effet de conjugaison)
log Po =1,58 —[0,204 + 0,219] + 1,902 — 0,204 + 0,444 +0,219
log Po = 3,518

NOS:

log P nos = 10g P (exp de DTT parent) — [fH + Cwm (H porté par un groupement électro attracteur
groupe (5-[1,2-dithiole-3-thione]-yl) [15]] + 2X fcgHs- 3xfu + fn + fchs + fo + fs + fc + Cwm
(conjugaison)

log Pnos = 1,58 — (0,204 +0,219) +2x1,902 - 3x0,204 — 2,074 +0,724 -1,545 -0,558 + 0,111
+0,219

log Pnos = 1,226

Ciz:
log Pci12=10g P (exp de DTT parent) — [fn + Cm (H porté par un groupement électro attracteur
groupe (5-[1,2-dithiole-3-thione]-yl) [15]] - fu +2xfs + 11xfch2 +2xfc
log Pc12 = 1,58 — (0,204 +0,219) — 0,204 + 2(-0,558) +11x0,519 +2x0,111 = 5,768
A fin d'analyser les erreurs de nos résultats pour le coefficient de partage calculé, I'erreur
absolue AE de log P est calculé par la relation suivante :
AE = Alog P = |log P.qi — log Pexp|
Tableau I11.2 : Valeurs de 10g Pn-octanoieau €Xpérimentales et calculées des

dithiolethiones étudiés

Dithiolethiones log P (UV-Vis) log P calcule REKKER AE

A 3,23 3,278 0,048
B 3,49 3,798 0,308
C 3,82 3,348 0,472
Al 1,947 2,059 0,112
A2 0,45 0,512 0,062
B1 2,353 2,579 0,226
B2 1,24 1,032 0,208
c1 2,25 2,129 0,121
D ) 3,518
NOS 1,078 1,226 0,148
C12 ) 5,768

(") Le coefficient de partage du composé (C12) n'a pas pu étre évaluée en raison d'un
probléme de solubilité, mais pour le composé, 5-p-fluorophényl-1,2-dithiole-3-thione (D) le

probleme est l'insuffisance de quantité.
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Le coefficient de partage est une mesure de la solubilité différentielle de composés

chimiques dans deux solvants, et pour la discussion on se base sur la structure.

En comparant les composes neutres substutuées a la position 4, on trouve que (B) plus
hydrophobe que la (A) cela revient a la différence entre les deux structures (tolyl et le
phényle).

L'accroissement de lipophilie présenté avec les 4-aryl-1,2-dithiole-3-thiones peut
s'expliquer probablement par la proximité du substituant en position 4 et du groupement
thiocarbonyle selon l'augmentation de la taille d'aryle.

Le sulfarlem (C), a cette étude, est plus hydrophobe (log Pn-octanoieau = 3,82) parce qu'il
possede le groupement méthoxy (-OCHz) qui augmente la proprieté hydrophobique.
L'accroissement de lipophilie lié a des phénomeénes de conjugaison, est bien connu [15]
comme le cas de 5-p-méthoxyphényl-1,2-dithiole-3-thione (sulfarlem).

On remarque que les sels des composés dithiolique ont des 10g Pn-octanolreau PlUS petit
que leurs composes neutres, cela est di a la nature ionique (faible solubilité dans la phase

organique).

La présence parfois d’hétéro atome (O, N) diminue considérablement la valeur de
l0g Pn-octanoleau @ cause des liaisons hydrogéne avec 1’eau [23], comme le composé NOS qui

possede un coefficient de partage 1,078.

Tous les dithiolethiones, considérés dans ce travail, sont hydrophobes, mais les petites
variations de leur structure moléculaire peuvent causer les changements considérables de
leur affinité a la solution aqueuse, ces propriétés moléculaires sont commandes par la taille
structurale du composé par exemple: I'iodure a masse moléculaire 127g/mol par contre
I'anion méthyle sulfate posséde une masse moléculaire égale 111g/mol, donc en peut
attribuer la grande lipophilie des sels iodurés par rapport aux sels sulfates a la masse

moléculaire élevé de contre ion et son grande hydrophobicité [18].

Prenons I’exemple de 1a B2 et de la B1. Leurs formules éclatées sont sensiblement les
mémes (cf tableau 1.2). La seule différence est la présence d’une CH3SO4 dans la B2. Ce
groupement sulfate est connu pour avoir des propriétés fortement hydrophiles. La B2 sera

donc plus « a I’aise » dans la phase PBS et donc en concentration plus importante dans cette
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phase que dans la phase octanol. La B1 aura donc plus d’affinité avec la phase octanol et sa
concentration dans cette phase sera plus importante que sa concentration dans la phase PBS.

Cela explique que le coefficient de partage de la B2 soit plus faible que celui de la B1.

La détermination du 10g Pn-octanoieau par méthode de REKKER est rapide. Le principal
probleme rencontré est le choix des fragments aromatiques ou aliphatiques selon le type de
dithiolethione étudié. Ainsi, une valeur de fragment obtenu par REKKER peut étre sur
estimée, donc les valeurs estimées de 10g Pr-octanoleau peuvent étre nettement différentes et

variées de plusieurs unités de log.

De plus, les propriétés moléculaires ne sont pas intégrées au calcul. En effet, pour le
coefficient de partage de composés de « grande » taille (composés de longue chaine
hydrophobes par exemple), la méthode de calcul trouve un log Ph-octanolreauthéorique différent
de celui trouvé expérimentalement (cf Tableau I11.2). Nous avons pensé que ceci peut
s’expliquer par la formation de micelles, agrégats sphéroidaux de molécules possédant une
téte polaire hydrophile dirigée vers le solvant et une chaine hydrophobe dirigée vers
I'intérieur. C'est I'nydrophobie des chaines qui entraine ce regroupement des molécules et la
mise en place de structures sphériques visant a éliminer le solvant. Ces agglomérats ainsi
formés n’ont pas les mémes propriétés lipophiliques (et hydrophiliques) que les molécules
isolées. lls peuvent donc perturber la bonne solubilité du dithiolethione et modifier la
concentration du composé dans les solvants. Ce phénomene peut expliquer la différence

entre le 10g Pn-octanoleau théorique et expérimental.

Nous remarquons gue le coefficient de partage de dithiolethiones NOS (substitué en
position 4 et 5) est moins lipophile par rapport la sulfarlem C (substitué en position 5 par
méthoxy phényle). Une explication possible est que le substituant phényle en 4 diminue la
conjugaison entre le noyau phényle en 5 et le noyau dithiole.
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B uVv-Vis

[ REKKER

Figure 1. 4 : Les valeurs de coefficient de partage obtenues par la méthode

expérimental (UV-Vis) et la méthode théorique (REKKER)

L'encombrement stérique du substituant en 4 entrainerait la rotation du reste phényle
les noyaux phényle et dithiole ne seraient plus coplanaires. Cette explication est confirmée,
comme nous l'avons vu, par nos calculs semi-empiriques qui donnent dans la conformation

la plus stable un angle diedre entre les noyaux dithiole et phényle de 90°.

En outre, il peut étre intéressant de remarquer qu’une propriété moléculaire aussi
complexe que la lipophilie est calculée principalement sur la base de valeurs de fragments
ou d’atomes déterminées de facon empirique et en faisant abstraction des processus
impliqués dans le phénomeéne de solvatation et des propriétés moléculaires qui les affectent.
D’ailleurs, nous avons rencontré un certain nombre de difficultés a dissoudre la C12 dans
l'eau et nous n’avons pas été en mesure de calculer expérimentalement leur coefficient de
partage. Cela a mis en évidence que les propriétés fondamentales de certaines molécules
telles que leur miscibilité avec I'eau entrainent des difficultés a établir le comportement plus
ou moins lipophile de certaines molécules. Cet exemple montre que la méthode « shake

flask » a aussi ses limites.
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En effet, cette méthode expérimentale de détermination de log P souffre de plusieurs
inconvénients. Tout d’abord leur domaine d’application est relativement étroit (domaine de
mesure étroit de 1’ordre de —2 a +4). Ensuite la durée d’étude est longue (temps de repos de

24h).

Malgré ses imperfections, elle reste cependant la méthode de choix pour des molécules
organiques originales. La méthode « shake flask » est recommandee lorsque la valeur de
log P est comprise entre —2 et +4. Elle ne s’applique qu’aux substances pratiquement pures,
solubles dans I’eau et 1’octanol.

Nous avons calculé la déviation entre les valeurs de coefficient de partage expérimentales et

théoriques, est de 0,048 a 0,472. Ce dernier reste pratiquement accepte.

La méthode de REKKER semble étre un bon outil pour prédire le coefficient de
partage de composés simples, mais il est évident que le calcul expérimental reste le plus
fiable.

Ces travaux ont fait I'objet d'une publication sous titre :

"Experimental and Theoretical Study on Lipophilicity of Novel 1,2-Dithiole-3-thiones
Synthetic™

Asian Journal of Chemistry; Vol. 25, No. 16 (2013), 9159-9163.
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Conclusion

Notre travail montre des difficultés expérimentales dans la détermination
du log P n-octanolreau de dithiolethiones et leurs derivés, un de ces difficultés proviennent du
fait qu'ils sont tres hydrophobique.

En effet, La chimie des dithiolethiones est caractérisée par deux principales propriétés
physico-chimique : (i) ils sont des composés aromatiques, (ii) le groupe 3-thioxo-1,2-
dithiole-5-yl est tres attracteur d'électrons. Ces deux propriétés sont importantes pour la
lipophilie des dithiolethiones.

Afin d’approfondir la compréhension des différentes activités antioxydante de certains
de nos composés, leur mécanisme d’action et dans le but d’établir des relations structure-
activité, nous présentons dans le chapitre suivant les résultats issus de deux études théorique :
la premicre concerne 1’é¢tude de modélisation moléculaire et 'obtention des plusieurs
parametres physico-chimiques. La seconde est couramment utilisée dans le domaine
pharmaceutique, notamment dans ce que 1’on appelle le « Drug Design ». En effet, il s’agit
d’une étude dite de QSAR (Quantitative Structure Activity Relationship) : elle a pour
principe de déterminer les paramétres moléculaires (lipophilie, structure électronique ...)

impliqués dans I’activité a partir d’un panel de composés testés expérimentalement.
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III.3. TECHNIQUES EXPERIMENTALES

a. Solvants et réactifs

Tableau 111.3 : Réactifs et matériels nécessaires pour la détermination du log P

Réactifs Materiels

Hydroxyde de sodium (BIOCHEM Spectrométre UV (Spectro Scan 80DV)
Chemopharma)

Sodium-dihydrogénophosphate Centrifugeuse (SLW Centrifuge Ultra 8-
(BIOCHEM Chemopharma) Place)

Chlorure de potassium (Fluka) Agitateur magnétique (TMA)

Acide chlorhydrique 37% (BIOCHEM

Chemopharma)

Chlorure de sodium (Fluka)
Di-sodium-hydrogénophosphate
(BIOCHEM Chemopharma)
n-octanol (BIOCHEM Chemopharma)

b.Préparation

L’expérience doit étre effectuée a température, pression et pH constants. En raison des
équilibres multiples impliqués, cette méthode d'essai ne peut pas étre appliquée aux
composés ionisables sans appliquer une correction. C’est pourquoi on utilise une solution
tampon de PBS (Phosphate Buffer Saline : solution saline a pH physiologique) a la place de
I’eau. A ce pH, la dissociation de tous les dithiolethiones est négligeable et on mesure le
coefficient de partage vrai. Nous adoptons le mode opératoire suivant : dissoudre dans
un 5 mL d'octanol (saturé en eau) une guantité exactement connue de soluté, aprés
I'obtention des solutions octanoliques homogenes, celles-ci sont mises en contact dans une

ampoule a deécanter avec 25 mL (V,,) d'eau, (préalablement saturé en octanol). On agite

pendant quelques minute chaque ampoule est laissée décanter d’au moins 24 heures pour
que les phases se separent. Une fois, le systéme biphasique est a 1’équilibre, on va prélever
une petite quantité de chaque phase. La concentration dans les deux phases séparées est alors
déterminée par spectrophotomeétrie.
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c. La Spectrophotométrie UV-Vis

Cette méthode d'analyse est intéressante car elle permet de travailler sur de faibles
quantités de substances non destructrices vis-a-vis I'échantillon. Pour des études d'UV-Vis,
une longueur d'onde correspondant aux maximums des absorptivités molaires ont été
choisies pour chacun composé. Dans tous les cas, la concentration d'échantillon a été
déterminée par comparaison a une courbe d'étalonnage construite avec quatre a huit
concentrations connues dans I'eau saturée par le n-octanol. Nous nous assurons de la
linéarité de la gamme d'étalonnage en étudiant les parametres statistiques de la régression
linéaire : Absorbance Abs en fonction des concentrations des solutions (mol.L™), en
rappelant a et b sont respectivement la pente exprimée en L.mol™ et I'ordonnée a l'origine de

la droite. La concentration aqueuse apres partage est donc :

(Abs, — b)
W=

Ou Absy est I'absorbance de composé étudie
De plus, cette simple relation linéaire, entre 1’absorbance, la concentration et la facilité
relative de mesure de la lumiére UV-Vis vont nous permettre de mesurer aisément le

coefficient de partage des dithiolethiones étudiés.
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Chapitre 1V :

Modélisation moléculaire et
etude de QSAR




Modélisation moléculaire/étude de la QSAR

Nous avons dans un premier temps cherché a déterminer les paramétres des
dithiolethiones mis en jeu lors de I'activité chélatrice et anti-hémolyse puis dans un second
temps établi une corrélation entre les activités chélatrice, anti-hémolyse et les propriétés des
dithiolethiones. Ces études theoriques ont été réalisées par une étude QSAR (Quantitative

Structure-Activité Relationships).

IV.1.DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

IV.1.1. Introduction

Le développement d'un médicament demande généralement entre 10 et 15 ans de
recherches. Il s'agit en effet de trouver une molécule qui doit a la fois présenter des propriétés
thérapeutiques particuliéres, et posséder le minimum d'effets secondaires indésirables. Le
prix de revient d’un médicament est essentiellement dd a ces synthéses longues, colteuses
et finalement inutiles. Pour cette raison, l'industrie pharmaceutique s'oriente vers de
nouvelles méthodes de recherche, qui consistent a prédire les propriétés et activités de
molécules avant méme que celles-ci ne soient synthétisées. Deux disciplines de la « chimie
computationnelle » se sont développées en réponse a ce besoin : les relations structure-
activité ou QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships), et les relations structure-
propriété ou QSPR (Quantitative Structure-Property Relationships). En 1868, CRUM B. et
FRASER publiaient une équation considérée comme la premiere formulation générale en
QSAR [1].

Elles consistent essentiellement la recherche de similitudes entre molécules dans de
grandes bases de données de molécules existantes dont les propriétés sont connues. La
découverte d'une telle relation permet de prédire les propriétés physiques et chimiques et
I'activité biologique de composés, de développer de nouvelles théories ou de comprendre les
phénomenes observés. Elle permet également de guider les synthéses de nouvelles
molécules, sans avoir a les réaliser, ou a analyser des familles entiéres de composés. Les
relations entre les structures des molécules et leurs propriétes ou activités sont genéralement

établies a I'aide de méthodes de modélisation par apprentissage statistique.
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Modélisation moléculaire/étude de la QSAR

La modélisation moléculaire est un outil informatique maintenant indispensable aux
chimistes pour concevoir de nouvelles molécules et essayer de faire des prédictions sur
I'activité biologique de composés nouveaux.

Les techniques usuelles reposent sur la caractérisation des molécules par un ensemble
de descripteurs, nombres réels mesurés ou calculés a partir des structures moléculaires. Il est
alors possible d'établir une relation entre ces descripteurs et la grandeur modélisée.

Dans ce chapitre, nous présenterons les principales méthodes de modélisation moléculaire
permettant la conception et 1’étude de nouvelles molécules, ayant comme objectif final la
prédiction d’activité chélatrice des ions ferreux et l'activité anti-hémolyse.

Les méthodes de calcul modernes donnent une description quantitative meilleure que
celles de la théorie de champ cristallin et de la théorie de champ des ligands. Elles consistent
a appliquer I'équation de Schrddinger en prenant en comptes toutes les interactions entre les
particules constituant les systemes étudiés. Ces méthodes peuvent surtout étre nécessaires
qguand on a besoin de précision quantitative assez élevee ou bien de mesurer ou de prédire
des parametres physiques.

Mais en pratique il n'est pas possible ici d'utiliser de telles méthodes, simplement parce que
leur temps de calcul est loin d'étre raisonnable [2].

Dans les méthodes de la fonctionnelle de la densité (DFT), la corrélation électronique est
incorporée implicitement (de fagcon moyenne). Les méthodes DFT ont montré leur efficacité
pour le calcul de complexes de grande taille, comportant quelques centaines d'électrons. Ces
méthodes donnent dans des temps de calculs relativement raisonnables des résultats assez
corrects de mesures de plusieurs grandeurs physico-chimiques.

Les méthodes de calcul de chimie quantique étant bien décrites dans de nombreux ouvrages
scientifiques, nous n‘allons pas en donner ici une description compléte, mais nous allons
nous arréter sur certaines notions qui nous seront utiles pour l'interprétation de certains de

nos résultats.
IV.1.2. Les outils de la Chimie Théorique

Je présente dans ce chapitre les méthodes de la Chimie Théorique qui ont été utilisées
au cours de ma these. La Chimie Théorique comprend plusieurs aspects : la Chimie
Quantique (basée sur la mécanique quantiqgue MQ), la Mécanique Moléculaire MM (basée
sur la mécanique classique) et la Dynamique Moléculaire. La taille du systeme, la
problématique, et les moyens de calcul disponibles imposent le choix de la méthodologie a

employer.
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Modélisation moléculaire/étude de la QSAR

Utilisation des méthodes de la Chimie Quantique : le systeme moléculaire ne doit pas
dépasser plusieurs centaines d'atomes, autres que les atomes d'hydrogene, car les temps de
calculs deviennent trés grands et la capacité des disques durs, pour le stockage des fichiers
temporaires lors du calcul, sont limités. Par contre, pour des études de réactivité, il est
indispensable d'utiliser ces méthodes afin de bien décrire les cassures et les formations des
liaisons chimiques. La Chimie Quantique permet de traiter explicitement les électrons et
d'avoir acces a des informations précises notamment pour obtenir les propriétés moléculaires
et électroniques du systéeme étudié.

MM est basée sur la MQ classique plus I'approximation de Born-Oppenheimer.

Les électrons sont plusieurs milliers de fois plus Iégeres que les noyaux et en conséquence
se déplacent beaucoup plus vite. L’approximation de Born-Oppenheimer stipule que le
mouvement des électrons peut étre découplé de celui des noyaux, conduisant a deux
équations séparées. On ignore donc les électrons et les atomes sont traités comme des points
de masse chargés avec une taille définie. Le mouvement des électrons dépend donc
paramétriqguement des positions des noyaux.

Parmi les avantages de la mécanique moléculaire citons le prix de calcul. En effet, le colt
d'un calcul ab initio varie avec n* oli n est le nombre de fonctions de base (orbitales) ; cette
méthode est donc réservée aux molécules de petites dimensions. Les méthodes semi-
empiriques nécessitent un temps de calcul proportionnel & n? ou a n®, tandis que le temps de

calcul en mécanique moléculaire est en fonction de m? oi m est le nombre d'atomes.
IV.1.3. Les méthodes de HARTREE-FOCK (HF)

La méthode de champ self-consistent proposée en 1927 par HARTREE D. R. est un
des meilleurs procédés de résolution des problemes de chimie quantique. Son principe
consiste en ce que l'intéraction de chaque électron de l'atome avec tous les autres est
remplacée par l'intération avec un champ moyen crée par le noyau et la totalité des autres
électrons[28].

L'état électronique d'un systeme a n électrons est décrit par la fonction d'onde
multiélectronique W(x1, x2,..., xn) qui est la solution de I'équation de Shrodinger a plusieurs
électrons. xi est le produit de la coordonnée spatiale ri par la coordonnée de spin si = +1/2.

Une des premiéres approximations faites pour le calcul de la fonction d'onde d'un
systéme a n particules a été proposée par HARTREE. Le produit de HARTREE consiste a
multiplier simplement les fonctions d'onde monoélectroniques pour obtenir la fonction

d'onde a n électrons [2].
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Y=y (1D)Y,(2)..¥,(n) ... (Eq.IV.1)

Cependant, on a rapidement constaté que la fonction d'onde qui en découle n'est pas
antisymeétrique et ne respecte pas la regle de PAULLI. Pour ceci, on construit le déterminant
dit déterminant de Slater qui mene a une fonction d'onde antisymétrique et qui respecte la
régle de PAULI [2,28].

Y1) %@).. ¥Mm
W(x1, X9, ey Xpy) = \/—_| V(1) Y,(2).. WY,(n)
Tle, () W) .. ¥.(m)

Ou (n!)2 est le facteur de normalisation.

L'énergie totale dans I'approximation HF est une fonctionnelle de la fonction d'onde.
Elle correspond au résultat de I'application de I'opérateur de FOCK sur la fonction d'onde du
systeme étudié. L'opérateur de FOCK se décompose sur des termes monoélectroniques qui
sont I'énergie cinétique et I'attraction coulombienne électron-noyau, et des termes
biélectroniques qui sont la répulsion coulombienne j et le terme d'échange k entre deux
électrons de méme spin. L'équation de HARTREE-FOCK [9] s'écrit :

A _
—ﬁv2 + Uy + V(1) — kOO P;(0) = &W,(x) ... (Eq.1V.2)

Ou h est la constante de Planck h divisée par 2, & est I'énergie d'une orbitale i

. . . . . Zge?
Usi est I'attraction coulombienne électron i —noyau N U,; = — Y —X—
4meg (rin)
. . . 'z . 1 2
Vi (1) est la répulsion coulombienne entre I'électronietj Vi(r) = —=Y—

2% ameo(ri))

Cette équation sera résolue d'une facon auto-cohérente SCF (Self Consistent Field), i.e
on se donne une fonction d'onde de départ Wo, la résolution de I'équation de HF appliqué sur
Yo nous donne une nouvelle fonction W1. On répéte le processus jusqu'a I'obtention d'une
fonction d'onde auto-cohérente, c'est a dire ¥n = Wn-1[8].

L'énergie totale est donc la somme d'un terme d'énergie cinétique et de trois termes d'énergie

potentielle.
IV.1.4. Méthodes Post HARTREE-FOCK

La fonction d'onde HARTREE-FOCK ne prend pas en compte la corrélation qui existe entre
le mouvement des divers électrons de spin opposé, I'énergie calculée est nécessairement
supérieure a la valeur exacte. La différence d'énergie entre la valeur exacte non-relativiste et
la valeur limite HARTREE-FOCK porte le nom d'énergie de corrélation.

Le but des méthodes Post HARTREE-FOCK est d'estimer cette énergie de corrélation.
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On définit alors I'énergie de corrélation comme la différence entre I'énergie HF dans
une base d'orbitale atomique infinie, appelée limite Hartree-Fock et notéeEfL: | et I'énergie
exacte E exacte associée a la fonction d'onde électronique exacte :

Ecorr = Eexacte = Elim - (Eq.1V.3)

D'autres méthodes Post HARTREE-FOCK dites "d'interactions de configuration"
existent, parmi lesquelles on peut trouver la méthode Coupled-Cluster.

Il existe également une autre famille de méthodes qui prend en compte la corrélation
électronique appelées méethodes de la fonctionnelle de la densité (DFT). Ces méthodes sont
fondées sur des équations dans lesquelles la fonctionnelle énergie est exprimée en fonction

de la densité électronique totale du systeme moléculaire.

IV.1.5. Calcul de |'énergie potentielle dans |'approximation de
Born-Oppenheimer

IV.1.5.1. Calcul de |'énergie potentielle en Chimie Quantique [4]
[5]

Tout état d'un systeme constitué de N particules ponctuelles est complétement décrit
par une fonction mathématique ¥ (la fonction d'onde), qui dépend des coordonnées de
chacune des particules.

La fonction d'onde ne posséde aucune signification physique. Par contre, la quantité | ¥ |2

permet de déterminer la probabilité de présence des particules dans un élément de volume a

un instant donné. De plus a chaque grandeur physique mesurable sur un systéme correspond

a un opérateur mathématique linéaire et hermétique. Ainsi, l'opérateur Hamiltonien H est

associe a I'énergie E.

La fonction d'onde exacte est une fonction propre a de I'opérateur Hamiltonien complet :
AY = EV ...(Eq.1V.4)

Pour un systéeme multiélectronique, cette équation ne peut se résoudre qu'en effectuant un

certain nombre d'approximations.

Expression de I'Hamiltonien total en considerant I'équation de Schrodinger :

Pour une molécule quelcongue constituée de K noyaux et de j électrons, I'Hamiltonien s'écrit

en unités atomiques :

Hy =Ty + T, + Voy + Voo + Vyy ... (Eq.1V.5)
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N
b ZZZKe e
_ C — . Al
My = 2m, £ L 4me, Ryi 4-71'80 1
1 N ZgZe?
+7 2 e .(Eq.IV.6)
M& &~ TkL

A est I'opérateur Laplacien du K et i défini de la maniére suivante :
0?2 09?2 097

+—=+
d0x? 0dy? 0z?

Les deux premiers termes représentent respectivement les opérateurs associés aux

A=

énergies cinétiques des noyaux et des electrons, et les trois derniers, les opérateurs associés
aux interactions électrostatiques entre électrons et noyaux, entre électrons, et entre noyaux.
Avec,

Zk : numéro atomique du noyau K

Z, : numéro atomique du noyau L

Mk : masse du noyau K

rkL : distance qui sépare le noyau K du noyau L

Rki : distance du noyau K d'un point représentant la position de I'électron i

rij : distance séparant deux points représentant les positions des deux électronsi et j

IV.1.5.2. Calcul de |I'énergie potentielle en Mécanique

Moléculaire

Le calcul de I'énergie potentielle se fait ici de facon classique. Ce calcul utilise des
fonctions mathématiques simples paramétrées, ne mettant en jeu que les coordonnées
nucléaires. Ces parameétres ont été préalablement choisis pour reproduire les résultats
expérimentaux ou théoriques (calculs ab initio). Cet ensemble est appelé "Champ de
Forces' et il est représenté par une fonction analytique et un ensemble de paramétres qui lui
sont propres.

Les atomes sont considérés comme des points matériels, et les liaisons sont représentés par
des ressorts, qui ne peuvent étre rompus.
Afin de mieux comprendre le calcul de I'énergie potentielle, nous allons détailler la fonction

énergie potentielle pour un champ de forces pris dans son état le plus simple.
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IV.1.5.3. Concept de Surface d'Energie Potentielle (SEP)
a. Définition de la Surface d'Energie Potentielle (SEP)

Comme nous avons décrit précedemment a I'approximation de Born-Oppenheimer, on
consideére que les électrons peuvent s'ajuster trés rapidement a chaque changement de la
position des noyaux et I'énergie potentielle de la molécule peut étre considérée comme une
fonction ne dépendant que des coordonnées nucléaires pour un état électronique donné (la
masse des électrons étant beaucoup plus faible que celle des noyaux (le rapport de la masse
de I'électron sur la masse du proton est d'environ 1/1800)).

L’Hamiltonien devient :
H =T, +Voy + Voo ... (Eq.1IV.7)

A chaque position nucléaire correspond une énergie potentielle (énergie électronique
+ énergie nucléaire de répulsion) de la molécule, appelée point représentatif. L'ensemble des
points représentatifs, pour un état électronique donné, définit une Surface d'Energie
Potentielle.

Pour un systeme a N atomes, le systeme moléculaire est défini a I'aide de 3N coordonnées
cartésiennes. Certaines modifications de ces coordonnées engendreront une variation sur
I'énergie potentielle et d'autres non. Lorsque tous les atomes se déplacent dans la méme
direction, ou lorsqu'ils tournent autour d'un méme axe, le changement des positions
nucléaires n'affecte pas la valeur de I'énergie potentielle. Par conséquent, la Surface
d'Energie Potentielle est représentée a l'aide de (3N-6) degrés de liberté pour les systéemes
non-linéaires et (3N-5) pour les systemes linéaires.
L'énergie potentielle pour N atomes peut-étre représentée par la fonction :

E(xq, x5, %3, ., Xp) ... (Eq.1V.8)

Avec n = (3N-6) ou (3N-5)

Le calcul d'une grille de points représentatifs de la SEP d'un systeme contenant beaucoup de
degrés de liberté est impossible a I'heure actuelle, compte tenu de la puissance limitée des
ordinateurs (puissance des processeurs, capacité de stockage sur disque dur). Heureusement,
pour la plupart des études, il n'est pas nécessaire de calculer de nombreux points
représentatifs car seuls quelques-uns de ces points ont une signification chimique.
L'exploration de la SEP nous donne, par exemple, des informations sur la structure

moléculaire, ainsi que sur la réactivité des différentes especes.
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b. Points d'intéréts chimiques sur la SEP

Sur la SEP, il existe un ou plusieurs points représentatifs qui ont la particularité d'avoir
une derivee premiere de I'énergie potentielle nulle par rapport a tous les degrés de liberté du

systéeme moléculaire.

i

aE(xl,xZ,X3,
axi

x") =0V x..(Eq.IV.9)

JE

Ces points représentatifs sont appelés "points stationnaires".

La nature du point stationnaire est définie par le calcul des dérivées secondes de I'énergie
potentielle par rapport a tous les degrés de liberté du systeme moléculaire, formant le Hessien
dont un élément est exprime par :

Ho— 62E(x1,x2,x3, ...,xn))
v axlax]

..(Eq.1V.10)
k#(ij)

Aprés diagonalisation de cette matrice Hessien, nous obtenons les valeurs propres
(correspondant aux constantes de force d'un oscillateur harmonique).
Le nombre de valeurs propres négatives nous permet de connaitre la nature du point :
- aucune valeur propre négative : le point stationnaire est un minimum sur la SEP (réactif,
produit, complexe, intermédiaire de réaction)
- une valeur propre négative : le point stationnaire est un point selle d'ordre 1 (état de
transition).
- pour un nombre de valeurs propres négatives supérieures strictement a un : le point
stationnaire est un point selle d'ordre supérieur
(Remarque : les points stationnaires ayant plus d'une valeur propre négative ne sont pas des
points d'intéréts chimiques)

IV.1.5.4. Minimisation d'énergie

Nous avons rappelé comment calculer I'énergie potentielle de fagon quantique et de
facon classique (utilisation d'un champ de forces) pour un systéeme moléculaire. Or sur la
SEP, seuls quelques points ont un intérét chimique. Ce sont les minima sur la SEP et les
points selle d'ordre 1 (état de transition). Il est important de connaitre ces géométries pour

pouvoir calculer les différentes propriétés intéressantes.
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Pour trouver les minima, des algorithmes de minimisation d'énergie potentielle
(d'optimisation de geomeétrie) ont été développés. A partir d'une géométrie initiale fournie
par l'utilisateur, ces algorithmes déplacent les atomes du systeme moléculaire de maniere a
converger progressivement vers la structure du point stationnaire la plus proche de la
géométrie initiale. En d'autres termes cela consiste a rechercher un jeu de coordonnées d'un
minimum de I'énergie potentielle sur la SEP.

La résolution de ce probleme ne conduit pas a une solution unique (cela étant da a la
dimension de la SEP) et mene en général au minimum le plus proche de la géomeétrie initiale.
Des méthodes sont basées sur le calcul du gradient de I'énergie, et elles utilisent cette
information pour se diriger sur la SEP.

D'autres méthodes sont basées sur le calcul supplémentaire des dérivées secondes de
I'énergie potentielle (par rapport aux degrés de liberté de la molécule) et se servent de la
courbure pour se déplacer sur la surface.

Les principaux algorithmes utilisés sont :

La méthode de la plus grande pente "Steepest Descent" [6] : Ce premier programme de
minimisation pouvant effectuer une optimisation de géométrie est di a WIBERG (1965).
Apres le calcul des gradients, l'algorithme suivra la direction imposée par les forces
interatomiques.

Cette méthode est trés efficace lorsque le systeme est loin de sa position initiale, mais

elle devient vite inadaptée lorsque le systéme se rapproche d'un minimum sur la SEP ou
lorsque la région devient plate (phénomenes oscillants, remontée en énergie).
Le gradient conjugué [6] : cet algorithme est fondé sur le méme principe que le "Steepest
Descent" mais utilise a chaque nouvelle itération le gradient calculé au nouveau point de
référence, et les gradients calculés aux points précédents. La prise en compte de cet
historique permet de déterminer plus finement la direction et le pas, et permet une
convergence accélérée vers un minimum de I'énergie potentielle.

En regle générale, la minimisation commence par quelques pas en "Steepest Descent"
pour se rapprocher tres vite du minimum, et pour finir par des pas en "gradient conjugué”
pour caractériser le minimum d'énergie potentielle.

Newton-Raphson [6] : cet algorithme reprend le méme principe mais ici, la courbure
(Hessien) est utilisée pour s'orienter sur la surface. Cette technique est plus gourmande, en
temps de calcul, car a chaque point, les dérivées secondes de I'énergie potentielle par rapport

aux degrés de liberté doivent étre calculées ou estimées
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Le procédée de Polak-Ribiére [7] : cet algorithme est une méthode conjuguée de
gradient en utilisant des recherches unidimensionnelles, comme il améliore d'autres
méthodes semblables (telles que Fletcher - Reeves l'algorithme) en considérant également la
direction conjuguée précédente. Cette technique n'exige pas de remettre a zéro la direction
conjuguée mais elle exige legérement plus de mémoire tend a converger plus rapidement
que la méthode de Fletcher-Reeves.

Nous avons vu que ces différents algorithmes fournissent une géométrie d'équilibre
(correspondant a un minimum sur la surface d'énergie potentielle) a partir d'une géomeétrie

initiale fournie par l'utilisateur. Sur la SEP, il y a différents minima dont un minimum global.

a. Utilisation de la Mécanique Moléculaire

Lorsque le nombre d'atomes devient trés important (plusieurs milliers d'atomes), il
n'est plus possible d'utiliser les méthodes de la Chimie Quantique. 1l est indispensable d'avoir
recours aux methodes basées sur la mécanique classique. La Mécanique Moléculaire permet
de déterminer la conformation des molécules et leurs propriétés thermodynamiques. Avec
cette méthode, nous ne traitons pas explicitement les électrons et nous ne pouvons pas
modeéliser correctement des phénomeénes impliquant des variations importantes de densité
électronique mais ce sont des méthodes rapides adaptées aux gros systemes moléculaires.
Quoi gu'il en soit, ces méthodes présentent un inconvénient majeur car elles ne peuvent pas
décrire les cassures et formations des liaisons chimiques.

Pour bien pallier cet inconvénient, des méthodes mixtes, notées QM/MM [3] ont été
développées et permettent de traiter le cceur du probléme au niveau ab initio et

I'environnement au niveau classique.

IV.5. 1. Utilisation de la Dynamique Moléculaire

La Dynamique Moléculaire consiste a simuler I'évolution du systéeme dans le temps.
La simulation génére une trajectoire d'un ensemble fini de particules en intégrant de fagon
numerique les équations classiques du mouvement. Les trajectoires ainsi déterminées sont
utilisées pour évaluer les propriétés statiques et dynamiques par des moyennes temporelles.
L'énergie potentielle peut étre calculée de fagcon quantique, pour de petits systemes
moléculaires ou de facon classique en utilisant un champ de forces, pour les plus gros

systémes.
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c. Méthodes quantiques et semi-empiriques

En mécanique quantique, on se préoccupe de la distribution des électrons (orbitales)
dans I'espace. Les meilleurs programmes comportent des processus d'optimisation de la
géométrie. L'objectif de la mécanique quantique est principalement de déterminer I'énergie
et la distribution électronique. Ainsi les énergies moléculaires sont calculées en utilisant
I'équation de Schrddinger avec le formalisme des orbitales moléculaire (MO). L'équation de
Schrédinger d'un systéme moléculaire peut étre résolue sans approximation (ab initio), ou
en introduisant des approximations (semi-empirique).

Les méthodes semi-empiriques négligent un grand nombre des intégrales
multicentriques du terme de répulsion électroniques. Cette réduction du nombre d’intégrale
a calculer permet d’utiliser des fonctions de base de Slater pour développer les orbitales
atomiques. En outre, seules les orbitales atomiques de la couche de valence sont utilisées.
Les intégrales de recouvrement sont négligées dans la procédure SCF, ainsi que toutes les
intégrales biélectroniques a trois ou quatre centres. Suivant la méthode de calcul utilisée,
certaines intégrales biélectroniques sont également negligees.

Parmi les méthodes semi-empiriques existantes, nous pouvons citer les méthodes suivantes :
¢ CNDOJ/2 : (Complete Neglect of Differential Overlep/version 2) lere méthode semi

empirique, elle a été proposée par POPLE, SEGAL et SANTRY en 1965. Méthode

présentant certains défauts entre autres : elle ne tient compte de la regle de HUND.

¢ INDO :( intermediate Neglect of Differential Overlap) proposée par POPLE et
DOBOSH en 1967. Elle permet de distinguer entre les états Singulets et les états triplets d’un

systeme en conservant les intégrales d’échange.

e MINDO/3 : Proposée par BINGHAM, DEWAR et LO en 1975. Paramétisation
effectuée en se référant aux résultats expérimentaux et non pas aux résultats ab-initio, de

plus I’algorithme d’optimisation utilise est tres efficace (Davidon- Fletcher-Powel).

Cependant, elle surestime la chaleur de la formation des systemes instaures et sous-estime
celle des molécules contenant des atomes voisins ayant des paires libres.

¢ MNDO : (Modified Neglect of Diatomic Overlap) proposée par DEWAR et THIEL
en 1977. Méthodes basée sur 1’approximation NDDO (Neglect of Diatomic Differential

Overlap) qui consiste a négliger le recouvrement différentiel entre orbitales atomiques sur
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des atomes différents. Cette méthode ne traite pas les métaux de transition et présente des

difficultés pour les systemes conjugues.

e AM 1: (Austrin Model 1) proposée par DEWAR en 1985 qui a tenté de corriger les
défauts de MNDO [12].

e PM3 : (Parametric Method 3) proposée par STEWART en 1989. Elle présente
beaucoup de points en commun avec AMI1, D’ailleurs il existe toujours un débat concernant
les mérites relatifs de paramétrisation de chacune d’elles [13,14].

Au colt d’une précision moindre, les méthodes semi-empiriques permettent le
traitement quantique des systémes dont la taille est importante. Dans cette approximation on
peut également envisager de mener des études nécessitant la répétition d’un grand nombre

de calculs quantiques.

IV.1.6. Les descripteurs de QSAR

Dans traditionnel 2D-QSARs (relations quantitative de Structure-Activité), également
connu sous le nom approche de HANSCH, des descripteurs pour des effets hydrophobes,
stériques, et électroniques sont généralement employés pour corréler et prévoir les activités
biologiques [18]. Ces descripteurs sont pris comme constantes de substituant assumeées pour
étre transmissibles d'une série de composés a l'autre. Ils n'impliquent pas les propriétés 3d

moléculaires et on rencontre souvent le probleme de manquer des valeurs de parametre.

Ces descripteurs 2D reflétent bien les propriétés physiques dans la plupart des cas,
mais sont insuffisants pour expliquer de fagon satisfaisante certaines propriétés ou activités,
telles que les activités biologiques. Des descripteurs, accessibles a partir de la structure 3D
des molécules, ont pu étre calculés grace au développement des techniques instrumentales

et de nouvelles méthodes théoriques.

Les descripteurs 3D d'une molécule sont évalués a partir des positions relatives de ses
atomes dans l'espace, et décrivent des caractéristiques plus complexes ; leurs calculs
nécessitent donc de connaitre, le plus souvent par modélisation moléculaire empirique ou ab
initio, la géométrie 3D de la molécule. Ces descripteurs s'avérent donc relativement colteux

en temps de calcul, mais apportent davantage d'informations, et sont nécessaires a la
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modélisation de propriétés ou d'activités qui dépendent de la structure 3D. On distingue
plusieurs familles importantes de descripteurs 3D :
— Les descripteurs geométriques les plus importants sont le volume moléculaire, la surface
accessible au solvant, le moment principal d'inertie.
— Les descripteurs électroniques permettent de quantifier différents types d'interactions
inter- et intramoléculaires, de grande influence sur l'activité biologique de molécules. Le
calcul de la plupart de ces descripteurs nécessite la recherche de la géomeétrie pour laquelle
I’énergie stérique est minimale, et fait souvent appel a la chimie quantique. Par exemple, les
énergies de la plus haute orbitale moléculaire occupée et de la plus basse vacante sont des
descripteurs fréeqguemment sélectionnes.
Le moment dipolaire, le potentiel d'ionisation, et différentes énergies relatives a la molécule
sont d'autres parametres importants.

La modélisation moléculaire est aujourd’hui mieux reconnue. D’ailleurs, en 1998, le
prix Nobel de chimie a été décerné a JOHN. A. POPLE et W. KOHN pour leurs travaux
dans les domaines de la chimie informatique et de la modélisation moléculaire (chimie

quantique) [11].
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Chimie quantique : DFT
e on traite que des électrons mais pas des noyaux donc on regarde la structure
électronique et les noyaux restent fixes
e les électrons sont localisés sur des liaisons

e méthode quantique mais moins exigeante en temps de calcul.

e base utile pour les métaux de transitions

Méthodes semi-empiriques :

e on regarde seulement les électrons de valence

e avec un Hamiltonien plus simple
La chimie quantique donc couvre :
e réarrangements
e intermédiaires de réaction
e états de transition
e réactions de transfer
Mécanique moleculaire : a
e On positionne les atomes avec une distribution implicite des électrons.
e Mais on ne peut pas modéliser, par exemple, un transfert de protons ni une
tautomeérisation car les longueurs de liaison changent.

Temps de calcul HYPERCHEM pour vérification :
Quantique : N*

N= nombre d'orbitales
Semi-empirique : N3

Empirique (MM) : n2 n=nombre d'atomes
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IV.2. TRAVAUX EXPERIMENTALS

La partie suivante est majoritairement consacrée a la présentation des travaux
théoriques qui ont précédé mes travaux de these, pour montrer les domaines d'application de
ces méthodes et leur fiabilité. Des encarts sont inserés dans le texte afin d'expliquer certains
détails concernant, les travaux présentés, pour aider le lecteur a la compréhension.
L'avantage des méthodes semi-empiriques des calculs est non seulement qu'elles sont
plusieurs ordres de grandeur plus rapidement, mais également les calculs pour des systemes
jusqu' a 200 atomes sont possibles avec les méthodes semi-empiriques seulement. La qualité
des méthodes semi-empiriques pour un éventail de molécules et le calcul de différentes
propriétés a été sujet de plusieurs revues [10].

En général, I'utilisation des méthodes PM3 au niveau HARTREE-FOCK (HF) est suffisante
pour la description théorique des composés de dithiolethiones [17].

IV.2.1. Modélisation moléculaire et calcul de propriétés

moléculaires

Dans le travail de cette thése, des calculs de modélisations moléculaires ont été
exécutés en utilisant HyperChem 8,0. C'est un logiciel de modélisation moléculaire, qu'a été
développé par Autodesk, INC, et distribué par Hypercube, INC (Ontario, Canada).

Le champ de force de mécanique moléculaire de MM™ était la premiére course a

obtenir prés de la géométrie optimisée.

La conformation obtenue a partir de la mécanique moléculaire a été soumise a une
optimisation de raffinage de la géométrie en utilisant la méthode semi-empirique PM3. Les
calculs de semi-empirique résolvent I'équation de Schrodinger pour décrire les propriétés

électroniques des atomes et des molécules.

Nous avons également utilisé lI'algorithme conjugué de gradient di a Polak—Ribiére
comme technique de minimisation et gradient de RMS de 0,01 kcal mol™* pour définir la

condition d'arrét dans le processus itératif.
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La stabilité, la réactivité et les effets physiologiques des dithiolethiones sont
couramment reliés a leur famille, la nature de leurs substituants et a leur structure
moléculaire (geométrie). Afin de corréler avec plus de précision les données expérimentales
sur les activités avec la structure des molécules et de quantifier ces relations, des études
théoriques ont été entreprises par modélisation moléculaire. En effet, la modélisation
moléculaire de dithiolethiones par mécanique quantique permet d’accéder a de nombreuses
propriétés moléculaires.

A travers ces méthodes de modélisation moléculaire plusieurs paramétres peuvent étre
obtenus :

- Parameétres structuraux de la molécule : longueurs de liaison, angles de valence, angles de
torsion, liaisons hydrogenes,

- Paramétres énergétiques : enthalpie de formation,

- Parameétres stériques : volume et surface moléculaires, réfraction moléculaire.

- Parameétres hydrophobiques : 10g Ph-octanol/eau-

- Parameétres électroniques : énergies et délocalisation des orbitales (HOMO, LUMO),
électronégativité (y), électroaffinité (EA),

- La HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital), c’est la derniére orbitale moléculaire
occupée dans un systéeme a couches fermées.

- La LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital), c’est la premiére orbitale moléculaire

inoccupée dans un systeme a couches fermées.

Energie

LUMO

S — )

Molécule

Figure 1V.1 : Représentation des niveaux énergétiques

Nos calculs semi-empiriques (MNDO-PM3) montrent que la conformation de plus
basse énergie donnent des résultats d'enthalpie de formation correspondant aux
conformations les plus stables, et qui sont donnés dans le tableau 1V.1, alors que les données
structurales choisies pour la 5-p-méthoxyphényl-1,2-dithiole-3-thione (C) sont présentés
dans le tableau 1V.2.
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Tableau IV.1 : Valeurs d'enthalpie de formation

Dithiolethiones A B Al Bl A2 B2 C C1
AHr (Kcal/mol) 9504 8580 96,68 87,27 -47,50 -56,83 56,38 61,01

Etude conformationnelle

Les structures de dithiolethiones, obtenues aprés minimisation sont regroupées dans la
figure IV.2.

Pour relier la structure des dithiolethiones a leur activité, une analyse
conformationnelle de ces molécules a été souvent réalisée. Cette étape permet de déterminer
la structure la plus stable.

L’analyse conformationnelle des dithiolethiones a été effectuée par rotation de la
liaison entre la partie du substituant en position 4, 5 et le cycle dithiolique (angle diédre 6).
D’aprés ces travaux, les 5 aryles possédent une structure plane. Par contre les 4 aryles
possede une structure perpendiculaire 6 = 90° (Voir figure V. 2).

[B1] [B2] [C] [C1]

Figure V.2 : Vue "ball and sticks" de conformation la plus stable des dithiolethiones
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Figure 1V.3 : Stage initiale d'optimisation de géométrie

Puisque la géométrie initiale a une grande énergie presque -2328,3909 Kcal/mol, le

systéme évidemment est trés loin & aucune point stationnaire voir le figure V.3, puis
I'optimisation de la géométrie semble avec l'augmentation de nombre de cycle qui

s'accompagne d'une diminution d'énergie jusqu'a I'énergie sera constant.

Tableau V.2 : Les longueurs des liaisons et les angles dans le composé (C)

dio= 2,07A° (2,071A°[18])  ds12=1,574A° (;,575A°[18]) (1-5-4)=116,4° (116,6°[18])
tos=1,77A°(1,77A°[18]) de.13=1,375A° (1,375A°[18]) (5-1-2)=94,1° (94,1°[18])
ds4=1,444A° (1,444A°[18])  di314=1,407A° (1,410A°[18])  (5-4-6)=122,89° (122,8°[18])
das=1,364A° (1,364A°[18])  (1-2-3)=97,95° (97,8°[18]) (5-6-7)=119.8° (119,8°[18])
dis=1,758A° (1,758A°[18])  (2-3-4)=110,7° (110,0°[18]) (9-13-14)=117,5° (117,5°[18])
ds.6=1,456A° (1,456A°[18])  (3-4-5)=120,76° (120,5°[18])

6-atomes de phényle : 1,383A°< dc.c<1,407A° ; 1119,3<(C-C-C) <120,9°
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On constate que nos résultats de distance entre les atomes et les angles pour le composé
5-p-méthoxyphényl-1,2-dithiolethione (C) sont en accord avec les travaux de BOTREL A.
[18].

IV.2.2. Analyse de la relation quantitative structure-activité

chélatrice (QSAR)

Dans cette étude, nous faisons intervenir les resultats expérimentaux obtenus dans
’évaluation des propriétés antioxydantes des composés avec le test au chélation de Fe?".
Dans ce modéle, nous avons incorporé dans un premier temps 1’ensemble des composés pour
lesquels nous avons déterminé une Clso. Ces composeés sont les dithiolethiones et ses dérivés
soit au total 8 composeés.

Donc, I’objectif de ce travail était de corréler 1’activité chélatrice des 8 composés de
dithiolethiones, a des variables d’ordre stériques, hydrophobiques et électrostatiques, par une

étude MLR.

Régression linéaire multiple (MLR)

La régression linéaire multiple est la méthode la plus simple de modélisation. Elle
consiste a rechercher une équation linéaire par rapport a ses parametres, reliant la variable a
modéliser y au vecteur d'entrées Xi, Xo,..., Xn. L'équation linéaire recherchée est de la
forme :

Y =aXy + aXo + asXz +...+anXn + C ...(EqQ.IV.11)
Ou ay, az, ..., an et C sont les coefficients de la régression.
La détermination de 1’équation (I1V.11) se fait alors a partir d’une base de données de n
échantillons pour laquelle a la fois les variables dépendantes et la variable indépendante sont

connues. Il s’agit donc de considérer un systeme de m équations.

Descripteur Descripteur ... Descripteur | activité
1 2 m

Molécule Xu X1z Xim Clso
1

Molécule X1 X Xom Clso
2

|\/|0|éCU|e an Xn2 cee Xnm CISO
N
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L'éguation d'analyse de la variance :
SST = SSY + PRESS
Pour valider les modeles, il existe plusieurs critéres de choix. Ces criteres dépendent
des usages que 1’on fait de la régression. Le critére R? qui est le coefficient de détermination,
est calculé par I'équation suivante :

PRESS _ SSY
TSS ~ TSS
Le second critére est la valeur du PRESS (Predictive Residual Sum of Squares) qui doit étre

R*=1

la plus faible possible pour le vecteur considéré.
n
PRESS = ) (v = 9"
i=1

yiest la valeur observée, y. est la valeur estimée, et n le nombre d'observations,

Le troisieme critére est la somme des carrés totaux (Total Sum of Squares) (TSS):
n
1SS = ) (i = 7)?
i=1

y est la moyenne des valeurs observées
Le quatriéeme critére est la somme des carrés des écarts expliquée (Sum of the squares of the
response value) SSY :

n
SSY =) (9= 3)?
i=1

Le cinquiéme critére est I'erreur quadratigue moyenne MSE (Mean Square Error) définie
par la relation [25]:

(i = 9)?
n—m

MSE =

n = nombre d’échantillon, m= nombre des variables indépendantes.

Le sixiéme critere est I'écart type (s) est un autre parameétre habituellement rapporté ; il
indigue dans quelle mesure la fonction de régression prédite les données observées. Nous
rappelons que dans les plusieurs références [25]1'écart type est connu sous le nom de Erreur

Standard (SE), ce parametre est donnée par [26]:

n
1
= SE =VMSE = —Z ;= 9i)?
s n_m_l(yl i)
=
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Le septieme critére est la validation standard des erreurs de prédiction (Spress)

VPRESS

S =
PRESS = 7"
En fin, ’erreur de prédiction (PE). Ce paramétre statistique est calculé a partir de la relation
suivante [24] :
2(1—R?
PE = _g
3 n

) . . , 3D . .
Préparation des donnés d'entrés Optimisation qle la géométrie 3D
('activité biologique, structure) (Conformation, alignement)

[ Calcul des descripteurs

l

Analyse statistique : -
(Sélection de caractéristique, Construction de modele QSAR ]
régression)

X
- x X
. X
. . = xX
Interprétation, validation et 3 x
prevision Expérimental

Figure 1V.4 : Principes d’une génération de modéle QSAR en 3D

Nous donnons dans le tableau IV-3 les paramétres moléculaires comme (U, EHomo,
ELumo, %, MR) de tous derivés des dithiolethiones étudiées que nous avons obtenue dans
notre laboratoire par la méthode semi-empirique MNDO-PM3[20], pour les valeurs de

coefficient de partage 10g Pn-octanolieau SONt déterminés expérimentalement (voir chapitre I11).
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Tableau 1V.3 : Paramétres moléculaires et Clso (L'activité chélatrice) entrés dans la

relation quantitative structure-activité étudiée

Dithiolethiones M Enomo ELumo X MR log P L'activité

n-octanoleau  Chélatrice

Clso (mM)
3,387 -8,938 -2,665 5,801 66,63 3,230 0,510
B 3,581 -8,910 -2,640 5,775 70,91 3,490 0,507
Al 1,401 -8,626 -2,378 5,502 84,14 1,947 1,240
Bl 1,706 -8,605 -2,356 5,480 88,43 2,353 2,072
A2 14,40 -9,105 -3,972 6,538 81,81 0,450 0,470
B2 1546 -9,030 -4,022 6,526 86,10 1,240 0,749
C 5736 -8,856 -2,601 5,728 74,20 3,820 1,158
C1 3,141 -8,242 -2,390 5,316 92,90 2,250 0,758

La régression linéaire multiple est générée par I'utilisation de logiciel Origin Pro, version 8
et nous avons obtenu une équation de QSAR.
Clso = -42,90068-0,07959 p -319,9437 EHomo -315,41091 ELumo -632,06026 y, +
0,13423 MR + 0,30795 log P ...(Eq.1V.12)
(=8 R2=0,99 s=0,16 F=58,21581)

Cette relation contient des propriétés électroniques comme : Enomo, ELumo, [ et des
propriétés stériques comme MR et enfin le facteur de lipophilie log Ph-octanot/eau.
La comparaison entre les données de la modélisation moléculaire et celles des activités
¢tudiées afin d’obtenir des tendances. Cette méthode permet d’estimer pour chaque variable

moléculaire si elle a une influence.

Il apparait clairement que 1’énergie de 1’orbitale HOMO, 1’énergie de I’orbitale LUMO
et I'électronégativité y sont des paramétres tres importants de par leur fort poids.
Secondairement, nous constatons également que d’autres parametres possedent un poids
moindre mais non négligeable ; ces parameétres sont le coefficient de partage log P, le

moment dipolaire p et la réfractivité molaire MR.
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A partir de la relation QSAR chaque propriété influe des effets négatifs ou positifs sur
I'activité chélatrice des ions ferreux :
e Les énergies de HOMO, LUMO sont des propriétés importantes des plusieurs
processus chimiques et pharmacologiques.
e L'énergie HOMO mesure le caractére donneur d'électron par le composé étudie par
contre I'énergie LUMO mesure leur caractere d'attracteur.

On peut définir I'affinité électronique et le potentiel d'ionisation par les relations suivantes :

[ A=—-Eyyo et PI=—Epopmo ]

Dans cette corrélation de QSAR, il est évident que I'activité chélatrice soit associée a
une grande contribution du paramétre HOMO. Par exemple, prenant la valeur de
(EHomo= -8.605eV) pour le composé (B1) (tableau 1V.3), les contributions relatives dans
Eq. IV.12 est (+ 2753,1155). L'aspect de ces limites dans I'expression de QSAR est inattendu
pendant qu'elles impliquent que le potentiel d'ionisation est un facteur important dans

I'activité antioxydante.

Le composé chélateur ne donne pas des électrons au l'orbitale inoccupée d'ion Fe?*

mais aussi accepte des électrons de ce orbitale pour former une liaison coordinative.

L'activité chélatrice de dithiolethiones est réalisée par 1’intermédiaire de différents
groupes chimiques liant le fer, comme le groupe (CH3SOys") des sels de dithiolethiones et les

sites de localisation de la contribution de la HOMO.

Une bonne corrélation linéaire est trouvé entre les énergies HOMO/LUMO de
dithiolethiones et I'activité chélatrice.
Aussi, I'électronégativité correle avec l'activité antioxydante étudie par un grande coefficient
négative (-632,06026).
Nous nous intéressons maintenant a la distribution de la HOMO. Sa représentation spatiale

peut nous apporter des informations sur les sites concernés par le transfert d’électron.
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Pour visualiser la contribution des différents atomes pour la HOMO, cette derniére a
été représentée sous forme de surfaces pour les 4-aryl-1,2-dithiolethione et la 5-p-
méthoxypheényl-1,2-dithiolethione.

Pour la 4-phényl-1,2-dithiolethione (A), la 4-p-tolyl-1,2-dithiolethiones (B), la
contribution de la HOMO est localisée sur les atomes soufrés de cycle dithiole, la double
liaison Cs-Cs, la fonction thiocarbonyle Cs=S et partiellement sur la double liaison de cycle
phényle. Pour la 5-p-méthoxyphényl-1,2-dithiolethione (C), cette orbitale est localisée
majoritairement au niveau du cycle dithiolique, la double liaison Cs-Cs, la fonction
thiocarbonyle C3=S, le cycle phényle et I'atome d'oxygene de groupe méthoxy.

Nous observons que la HOMO est localisée aux mémes endroits sur les Al et Bl. La
faible délocalisation sur le cycle phényle dans ces deux composes, explique la faible activité
mais non nulle. Pour A2 elle est majoritairement localisée sur le contre ion (méthyle sulfate),
et pour B2 elle se situe sur le cycle dithiolique et sur le contre ion correspondant. C1 a une
distribution plus étendue sur les deux cycles (phényle et dithiolique). Tandis que 1’orbitale
moléculaire LUMO se répartie sur tous les atomes constitutif du cycle dithiolique avec une
certaine délocalisation le long de C3-C4. Cette distribution des orbitales frontiéres ont
montrent ’existence de la délocalisation des électrons 7 dans le systeme conjugué de la
molécule. En plus pour les sels iodés Al et B1 la LUMO se situé sur le contre ion (I") par
contre les sels A2 et B2 la LUMO ne se répartie pas sur le contre ion (CH3SOys), en fin la
répartition de LUMO dans les composés C et C1 est presque la méme.

Nous avons montré que les dithiolethiones sont des bonnes chélateurs des ions ferreux.
Nous proposons que cette réactivité soit liée au transfert d'électron de la HOMO vers la

molécule.

De plus, la distribution de la HOMO et LUMO sur I'antioxydant permet de connaitre
les sites ou peuvent se produire ce transfert d'électrons. Les parameétres de la HOMO et
LUMO sont calculés a partir de la conformation la plus stable avec la méthode MNDO-PM3.
Les orbitales frontieres HOMO et LUMO de I'état fondamental des dithiolethiones sont
représentées dans la figure I1V.5 et la figure 1V.6.
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- [Bl] [B2] [C] [C1]
Figure 1V.5 : Représentation de la HOMO de la structure optimisée des dithiolethiones
(méthode semi-empirique MNDO-PM3)

~[B1] [B2] [C] [C1]
Figure 1V.6 : Représentation de la LUMO de la structure optimisée des dithiolethiones

(méthode semi-empirique MNDO-PM3)
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Le moment dipolaire (u) : d'aprés le tableau 1V.3, les dithiolethiones semblent polaires,
alors ce genre de composé favorise la formation des chélateurs avec Fe?*.

Le coefficient négative de u dans I'éq (IV.12) indique que la corrélation entre l'activité
chélatrice et le moment dipolaire est positive. Des résultats similaires a ceux que nous avons
obtenus pour le moment dipolaire p ont été reportés par ARDAKANI R. B. et Coll. [26].
Ces auteurs ont constaté que le Log CMC (Critical Micelle Concentration) augmente avec la
diminution de .

Le moment dipolaire élever aux cas des sels dithioliques avec contre ion (CH3SO4) A2 et
B2, ce qui refléte une augmentation de I’activité chélatrice.

La présence d'un groupe donneur en position Cs (sulfarlem C) provoque lI'augmentation du
moment dipolaire il provient de la présence d'un effet de résonance résultant d’effet

mésomere donneur de groupe 5-p-méthoxyphényl vers le noyau dithiolethione.

Le coefficient de partage 10g Pn-octanolreau : Ce coefficient est trés largement utilisé dans des
études de relations structure-activité quantitatives (QSARs) dans les sciences
pharmaceutiques, biochimiques, toxicologiques et dans les sciences de I’environnement. La
lipophile intéresse donc tout autant la communauté, elle étudie les problemes de santé
humaine que celle impliquée dans les problémes de I’environnement.

Le rapport hydrophilie / hydrophobie, ou la lipophilie d’un chélateur du fer serait un facteur
important dans la détermination de I’utilisation de celui-ci comme agent antipaludique

potentiel.

La calcéine fluorescente (un analogue de I’EDTA), qui lie trés fortement le fer
ferrique, pénetre tres difficilement dans les cellules et n’inhibe la croissance plasmodiale
qu’a de fortes concentrations.

Un dérivé hydrophobe de 1’acétométhoxyl- calcéine (chélateur de fer), est 200 fois plus actif
que la calceine (Voir la figure 1V.7) [19,27].

HOOC COOH

Figure 1.7 : Structure de calcéine
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Dans notre travail la lipophilie des dithiolethiones sont corrélés directement avec l'activité

chélatrice, c'est a dire I'activité chélatrice augmente avec la diminution du log P.

La réfractivité molaire (MR) est la mesure de volume qui est occupé par un atome ou
groupes des atomes. La MR s'obtient grace a I'équation suivante :

VR MW n?-1
=——X
d nz+1

(Eq.1V.13)
Ou:
e n:est l'indice de réfraction
e MW: est la masse moléculaire
e d: représente la densité
Ceci est particulierement important si le substituant posséde des électrons © ou des
paires électroniques libres.
Aussi si la masse moléculaire est grande (cas les sels dithioliques iodés) possédent une
réfractivité moléculaire plus important.
Une bonne corrélation linéaire est trouvée entre le coefficient de partage log P de
dithiolethiones et la réfractivité molaire MR avec R? = 0,84 (tableau IV.6).
Enfin, I'équation (IVV.12) montre que [l'activité chélatrice peut étre diminuée avec
l'augmentation de (MR), mais cette influence est minimale a cause de faible coefficient
(+0,13423) dans cette équation. Le signe positif du MR dans QSAR équation explique que

le substituant se lie a la surface polaire [23].

Afin de tester la validité de pouvoir prédictif des modéle QSAR sélectionné, la
technique de validation croisée par omission LOO (leave-one-out) a été utilisée. Le modéle
développé a été validé par le calcul des parametres statistiques suivants : la somme des
carrées résiduels (PRESS), la somme des carrés totaux (TSS), coefficient de détermination
R? et I'erreur standard (SE).

La somme résiduelle prédictive des carrés (PRESS, Predictive Residual Sum of Squares) est
une mesure des capacités prédictives d’un mode¢le. La petite valeur de PRESS signifie la
meilleure prévisibilité du modele [20].

En outre, pour un modele raisonnable de QSAR, le rapport PRESS/SSY doit étre inférieur a
0,4 [23]. Les résultats présentés dans le tableau V.4 indiquent que ce rapport est de 0,0057.
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Tableau V.4 : Paramétres de validation croisée (activité chélatrice)

Model PRESS SSY PRESS/SSY  S(SE) Spress R? 6PE
Eq.IV.12 0,0515  8,99386 0,0057 0,16 0.227 0,994 0,014

Les modeles QSAR developpés présentent des faibles valeurs minimal de Spress ce qui
indique que les deux modeles présentent des petites valeurs résiduelles entre les activités
biologique observées et prédites.

On peut également utiliser le parameétre s qui rend compte des variations d’erreur des
prédictions. Le modéle QSAR développé présente une faible valeur d'écart type (s=0,16) ce
qui indique que le modéle présente de petite valeur résiduelle entre les activités chélatrice
expérimentales et prédites.

Pour ce modele de QSAR la condition R> 6PE est satisfaite, ce qui indique que le modéle
possede un bon pouvoir prédictif [24]. La valeur de 6PE est présenté dans le tableau 1V.4
indigue que la corrélation proposée est bonne.

Cette analyse de QSAR donne aussi les résultats suivants :

- La valeur de R? est de 0,99.

- Le test de Fisher, ou test F est un test d'hypothése statistique qui permet de tester I'égalité

de deux variances en faisant le rapport des deux variances et en trouvant que ce rapport ne

dépasse pas une certaine valeur théorique que I'on cherche dans le tableau de Fisher .

Si F est plus grand que la valeur théorique, on rejette I'nypothése d'égalité des deux variances.
Notre résultats montrent que (F = 58,21581), cette valeur est plus grande qu'une valeur
critique lue dans une table de Fisher (19,33). Le modele dont la valeur de F est supérieure a
Ferit est statistiquement significatif.

Le tableau de Fischer pour un risque de 5 % est joint en Annexe | p.191.

A fin d'analyser les erreurs de nos résultats pour I'activité chélatrice, I'erreur absolue AE est

calculé par la relation suivante :

( AE = |Clgo(prédite) — Clsy(expérimental)| ]

171


http://fr.wikipedia.org/wiki/Test_d%27hypoth%C3%A8se
http://fr.wikipedia.org/wiki/Variance_%28statistiques_et_probabilit%C3%A9s%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Loi_de_Fisher#Table_de_Fisher-Snedecor

Modélisation moléculaire/étude de la QSAR

Tableau V.5 : Valeurs des activités prévues et expérimental de ’ensemble de dérives

de 1,2-dithiole-3-thione

Composeé Clso (expérimental) Clso (prédite) AE
A 0,510 0,41331 0,096

B 0,507 0,64231 0,135

Al 1,240 1,16727 0,072

B1 2,072 2,09133 0,019

A2 0,470 0,56249 0,092

B2 0,749 0,65673 0,092

C 1,158 1,14287 0,015

C1 0,758 0,78769 0,029

La figure IV.8 présente la corrélation entre les valeurs prédites et expérimentales pour
I'activité de chélation des dérives de 1,2dithiole-3-thione. Du point de vue des performances
statistiques, ce modéle présente de coefficient de détermination R2 est égale a 0,97. 1l indique
que ce modele peut étre appliqué avec succés pour prédire l'activité chélatrice pour les

dithiolethiones étudiés.

22]
20
184
164
14
12

1.0 4

Cl,, (mM) préd

0.8 1

0.6 +

0.4 1

2T T T T T T T
0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 22

Cl,, (mM) exp

Figure 1.8 : Corrélation entre les Clso (chélation) calculés et observés
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A partir des résultats précédents nous avons trouvé le facteur de corrélation R entre les
propriétés moléculaires (voir tableau 1V.5), nous avons remarqué que les valeurs de R entre
I'énergie de l'orbitale HOMO, LUMO et y est 0,9999 a cause de relation de calcul de 7y :

HOMO + LUMO
y = —( ; ) - (Eq.1V.14)

Tableau 1V.6 : Le facteur de corrélation entre les différentes propriétés moléculaires

impliquées dans le modeéle relation structure activité de chélation (valeurs de R)

u HOMO  LUMO X MR log P

HOMO 0,54365
LUMO 0,55147 0,99995
X 0,54562 1 0,99997
MR -0,68104  -0,59568  -0,60071  -0,59725

log P -0,82226  -0,53163  -0,53864  -0,53361  0,84432

Ainsi, ’analyse de 3D/QSAR des composés étudiés permet de tirer les conclusions
suivantes :
- Les structures choisies pourraient posséder une activité chélatrice importante qui
dépendrait non seulement du I'accroissement les énergies HOMO/LUMO mais également
de la présence de lipophilie moyenne.
- Les valeurs prédictives de Clso des dithiolethiones sont les moins modifiées.

-Toutes les molécules possédant un contre ion CH3SO4 sont 4 a 5 fois plus puissantes que
celles possédant un iodure (I") sur cette position.
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IV.2.3. Analyse de la relation quantitative structure-activité

anti-hémolyse (QSAR)

L’objectif de ce travail était de corréler I’activité anti-hémolyse des 8 composés de

dithiolethiones, a des variables d’ordre stériques, hydrophobiques et électrostatiques, par une
étude MLR.

Tableau V.7 : Paramétres moléculaires et (le pourcentage anti-hémolyse) entrés dans la

relation quantitative structure-activité étudiée

Dithiolethiones M Enomo  ELumo X MR log P pourcentage
n-octanol /eau anti-

hémolyse %
3,387 -8,938 -2,665 5,801 66,63 3,23 59,73
B 3581 -8910 -2,640 5,775 7091 3,49 61,29
Al 1,401 -8,626 -2,378 5502 84,14 1,947 35,71
Bl 1,706 -8,605 -2,356 5,480 88,43 2,353 44,04
A2 1440 -9,105 -3,972 6,538 81,81 0,45 39,66
B2 1546 -9,030 -4,022 6,526 86,10 1,24 43,33
C 5736 -8856 -2,601 5,728 74,20 3,82 57,86
C1 3,141 -8,242 -2,390 5,316 92,90 2,25 50,95

La régression linaire multiple est générée par I'utilisation de logiciel Origin Pro, version 8 et
nous avons obtenu une équation de QSAR.
Pourcentage anti-hémolyse = 355 -3,77748 | -3926,69862 EHomo -4034,08089 ELumo
-7954,15587 ¥ -0,50011 MR + 14,61757 log P ... (Eq. IV.15)
(n=8,R?=0,999, s=19,01745 et F = 350,58313)

Il apparait clairement que ’énergie de 1’orbitale HOMO, I’énergie de 1’orbitale
LUMO, I'électronégativité y et le coefficient de partage log P sont des paramétres tres
importants vue leur fort poids. Secondairement, nous constatons également que d’autres
parametres possedent une importance minimum mais non négligeable ; ces parameétres sont

le moment dipolaire p et la réfractivité molaire MR.
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A partir de la relation QSAR chaque propriété influe des effets négatifs ou positifs sur
I'activité anti-hémolyse des globules rouges : Les énergies de HOMO, LUMO sont des
propriétés importantes de l'activité anti-hémolyse.

Dans cette corrélation de QSAR, il est évident que l'activité anti-hémolyse soit
associee a une grande contribution du paramétre HOMO. Par exemple, prenant la valeur de
(EHomo= -8,938eV) pour le composé (A) (tableau IV.7), les contributions relatives dans
Eq. IV.15 est (+ 35096,832).

Aussi, I'électronégativité corréle avec l'activité antioxydante étudie par un grande coefficient
négative (-7954,15587).

Les molécules volumineuses avec relativement une haute réfractivité moléculaire (le
volume d'une molécule) (le C1 ; 92.90 cm®mol) peuvent inhiber I'hémolyse des globules
rouges.

La réfractivité molaire représente le volume réel des molécules contenues dans une mole de
la substance [22]. Pour une structure moléculaire donnée, la réfractivité peut étre facilement
calculée par la somme des increments des différentes liaisons entre atomes ou groupes.

Une des propriétés les plus importantes physico-chimiques utilisée dans les études QSAR
est la réfractivité molaire (MR). Il a été démontré que le caractére lipophile est lié au volume
molaire, et I'encombrement stérique [22]. Donc, la réfractivité moléculaire dépend de la
lipophilie et de la polarisabilité de la molécule. Elle donne des informations relatives au
volume et a la cohésion de la molécule.

Une bonne corrélation linéaire est trouvée dans cette étude entre le coefficient de partage

log P de dithiolethiones et la réfractivité molaire MR avec (R? = 0,84).

Tableau V.8 : Paramétres de validation croisée (activité anti-hémolyse)

Model PRESS SSY PRESS/SSY S R? 6PE
Eqg. IV.15 19,01745 20001,59185 0,00095 3,08362 0,999 0,0014

Le modele QSAR développé présente une faible valeur de rapport PRESS/TSS
(0,00095), cette valeur reste toujours inférieure de 0,4 [21].
Pour ce modele de QSAR la condition R> 6PE est satisfaite, ce qui indique que le modéle

posséde un bon pouvoir predictif.
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La figure IV.9 montre la corrélation entre les valeurs expérimentales et les valeurs prédites
pour le modele utilisant les pourcentages anti-hémolyse. On peut remarquer que le nuage de
point s’affine pour les valeurs élevées d’activité. Nous essayerons d’expliquer ce phénomene

par la suite.

65

60

55

50

45 -

Activité ant-hémolyse préd %

40 -

35 T T T T T T T T T T T T 1
35 40 45 50 55 60 65

Activité anti-hémolyse exp %

Figure 1V.9 : Corrélation entre les pourcentages (anti-hémolyse) calculés et observés

Notre résultats montrent que (F = 350,58313) , cette valeur est plus grande gu'une
valeur critique lue dans une table de Fisher (19,33). Le modele dont la valeur de F est

superieure a Ferit est statistiquement significatif.

Les résultats statistiques montrent tres clairement que la méthode utilisée donne des
meilleures conditions de linéarité et de prédiction. Nous devons donc expliquer ce
phénomene et le justifier.

Un examen approfondi de figure 1V.9, montrant la corrélation entre les valeurs
expérimentales et les valeurs prédites, révele que les corrélations sont meilleures pour les
dithiolethiones a faible activité que pour les dithiolethiones a forte activité.

De plus, on peut préciser que parmi les composés inactifs ayant un pourcentage d'anti-
hémolyse < 50%, 4 composeés (Al, A2, B1, B2).
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Ce phénomeéne semble étre normal pour une telle analyse QSAR, et pour I’expliquer,
nous appuierons notre réflexion sur le fait qu’il peut y avoir plusieurs raisons (stériques,
électrostatiques et lipophiliques) expliquant un mauvais «pourcentage d‘anti-hémolyse » ;
ces raisons peuvent étre des mauvaises distributions électrostatiques, ou des problemes liés
alalipophilie ou a la forme de la molécule. Il est donc clair, & partir de ceci, que les composés
actifs ont tres peu de différence entre eux alors que les composés a faible activité peuvent se

différencier par plusieurs de ces phénomenes.

A partir des connaissances actuelles sur la composition des globules rouges, nous
pouvons expliquer facilement le choix des descripteurs électrostatiques. En effet, le modele
de globules rouges répond a trois points précis des composes. Ces points correspondent a
site électrostatique, site stérique et un site lipophilique présent chez tous les composés et qui
est le cycle aromatique. Les principales différences de ces composés homogenes sont donc
dues a la différence de distribution électronique induite par la variété de substituants. Les
différences stériques sont surtout dues aux parties flexibles des structures et leur role est
minimise.

A fin d'analyser les erreurs de nos résultats pour le pourcentage d'anti-hémolyse, I'erreur
absolue AE est calculé par la relation suivante :

{ AE = |pourcentage anti — hémolyse,,¢q; — pourcentage anti — hémolyse,,, | ]

Tableau 1V.9 : Valeurs de l'activité anti-hémolyse expérimentales et prédictes des

dithiolethiones étudiés

Dithiolethiones L'activité anti- L'activité anti- AE
hémolyse hémolyse
expérimentale prédite

59,73 61.69795 1,9679

B 61,29 58.6337 2,6563
Al 35,71 37.07022 1,3602
B1 44,04 43.48834 0,5516
A2 39,66 37.9576 1,7024
B2 44,33 46.00741 1,6774
C 57,86 58.14612 0,2861
C1 50,95 50.57527 0,3747
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En ce qui concerne la prédiction de composé C (sulfarlem), le tableau 1V.10
récapitulatif des prédictions montre que ce composé est prédit avec une erreur toujours
inférieure a 0,2861 unité de pourcentage d'anti-hémolyse. Le sulfarlem possede une
lipophilie forte (log P =3,82) pouvant participer a une interaction de type lipophilique avec

la membrane biologique de globule rouge.

Conclusion

En conclusion, nous pouvons dire que cette étude sur la famille des dithiolethiones, a
montré un réel modele avec un écart moyen de 0,068 unité de Clsp pour 1’ensemble des
prédictions de I’activité chélatrice. D’un point de vue qualitatif, il est intéressant aussi de
rappeler que nos modeles ont montré une corrélation de I’activité antioxydante avec les
descripteurs de type électrostatique et une corrélation de la sélectivité avec les descripteurs
de type lipophiliques et stérique. Pour parfaire nos résultats, il faudrait continuer cette étude
des prédictions avec d’autres composés pour avoir un « test set » plus conséquent qui

apporterait plus d’information sur 1’aspect prédictif de nos modéles.
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Conclusion générale et perspective

Au cours de ces travaux, nous avons préparé deux dérivés de dithiolethiones : la 5-p-
méthoxypheényl-1,2-dithiole-3-thione C et son dérivé C1, comme nous avons étudié les

propriétés biologiques et physicochimiques de quelques polyphénols et dithiolethiones.

Plusieurs de ces composés se sont avérés capables de piéger différents radicaux libres et
d'inhiber I'némolyse des érythrocytes.

Dans un deuxiéme temps, étant donné la nature multiple de I’activité antioxydante,
nous avons cherché a rationaliser les résultats antioxydantes a travers des tests d’activité
piégeur des radicaux : DPPH", ‘OH, 05" .

Aussi, I'effet antioxydant observé n'étant pas d uniquement & un effet antiradicalaire,
cela a amené dans un troisieme temps a commencer des études de complexation. Le fer est
impliqué dans la réaction de FENTON. Ainsi, une bonne chélation de ce métal permettrait

également d'expliquer l'activité antioxydante déterminée en biologie.

Des études préliminaires ont été menées avec le Fe(ll) et quelques dithiolethiones et
polyphénols et ont permis de confirmer I'nypothese selon laquelle l'activité antioxydante
pouvait étre expliquée par une capacité a chélater le fer. A titre d'exemple, I'acide tannique,

qui est un bon chélatante.

Aussi, le test de la capacité réductrice des ions ferriques Fe(lll) a révélé que le BHT
manifeste un pouvoir réducteur relativement supérieur a celui de la quercétine. Une
corrélation forte et significative existe entre I’activité réductrice des quelques composés

étudiés et leurs potentiels d'oxydation.

Un autre objectif de ce travail est la détermination de coefficient de partage n-
octanol/eau de quelques dithiolethiones. La différence de solubilité observée a 1’équilibre
est corrélée a I’hydrophobicité des molécules (log P). Cette derniere a été déterminé pour la
premiére fois dans ce travail (cas des sels : Al, A2, B1, B2 et C1). Nos résultats montrent

que les sels sont moins lipophiles que les dithiolethiones A, B, C.

Les dithiolethiones présentent, & faible concentration, une activité antioxydante et
empéchent 1’hémolyse des hématies, induites par I'eau oxygéné H20,. Ces composes sont
relativement forts par rapport a la vitamine C. L’activité anti-hémolyse des dithiolethiones
semble intimement liée a sa structure moléculaire. Sa forte lipophilié laisse supposer qu’elles

se localiseraient dans le milieu intracellulaire.
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Conclusion générale et perspective

Dans la derniére partie de notre travail, nous avons utilisé des outils de chimie
théorique et de bioinformatique afin de mieux comprendre ce mécanisme antioxydant et
établir des relations structure-activité. Les calculs de PM3 nous ont permis de modeliser une
réaction de chélation de Fe(ll) par nos composés (dithiolethiones) et de trouver les
parametres physicochimiques qui influent sur l'activité anti-hémolyse. De plus, 1’étude
QSAR nous a permis d’apporter certains éléments : en effet, il nous a été possible de relier
I’activité a des paramétres moléculaires électroniques et topologiques. La modélisation
moléculaire nous a permis de déterminer, parmi les molécules synthétisées, celles donnant

le meilleur effet inhibiteur.

L’étude des propriétés antioxydantes et biologiques de nos composes a été menée in
vitro dans le but de réaliser un « screening » des produits les plus intéressants avant de passer

a 1’étude sur I’animal.

En conclusion, les recherches réalisées, au cours de ce travail de thése, ont permis la
proposition d’un modé¢le d’inhibition d'hémolyse cohérent vis a vis des relations structure-
activité relevées au sein de cette catégorie de dithiolethiones. Plusieurs des structures
étudiées sont caractérisees par une excellente activité anti-hémolyse et devraient présenter

de bonnes propriétés pharmacologiques.

L’ensemble de nos résultats montre que les meilleurs composés se caractérisent par la

présence d’une fonction thione directement reliée au noyau dithiole.

La présence d'un contre ion comme l'atome d'iode ou le groupe méthyle sulfate de type sels

dithiolylium diminue au contraire les propriétés anti-hémolyse.
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Conclusion générale et perspective

Ainsi, de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées :
Du point de vue activité biologique

De tels tests auront pour but de proposer de nouveaux dithiolethiones utilisées comme
des fongicides, a la chimie de synthése qui pourra poursuivre ce travail dans une voie plus
appliquée et industrielle.

Pour mieux évaluer le pouvoir antioxydant des dithiolethiones et polyphénols, des
études similaires in vivo seraient intéressantes et plus prometteuse visant d’autres marqueurs
biologiques tels que I’évaluation de la peroxydation lipidique et les enzymes antioxydantes
plasmatiques et érythrocytaires. De méme, des études approfondies sur la pharmacocinétique
et la pharmacodynamique de ces principes actifs seraient utiles pour la détermination des

doses préventives et thérapeutiques.

Evaluation d’autres effets biologiques in vitro comme in vivo des composés
phénoliques et des dithiolethiones en utilisant différentes techniques de déterminer d’autres
types d’activités (que I’activité antioxydante) telles que : D’activité anti-inflammatoire,

antibactérienne etc, ce qui nécessiterait de faire des tests cellulaires et/ou biologiques;
Du point de vue modélisation moléculaire

Les calculs réalisés, dans ce travail, par la méthode PM3 doivent étre complétés par la
méthode DFT/B3LYP (6-31G*). Il faudrait aussi, avec des moyens de calcul plus
importants, étudier d’une maniére plus exhaustive la recherche conformationnelle des

différentes molécules.

A partir de ces résultats un certain nombre de perspectives peuvent étre envisagées. |l
conviendrait dans le prolongement de ces résultats, de tester I’activité biologique des
structures nouvellement proposées, en faisant appel a d’autres programmes de docking et

d’autres fonctions de score; notre étude ici n’étant qu’initiale.
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Figure 1. 56 : Spectre IR de3-méthylthio-4-phényl-1,2- dithiolylium contre ion (1) Al
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Figure 1.57: Spectre IR de 3-méthylthio-4-p-tolyl-1,2-dithiolylium contre ion (CH3SOx’)
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Figure 1.58 : Spectre IR de 4-phényl-1,2-dithiole-3-thione A
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Figure 1.59: Spectre IR de 3-Méthylthio-4-phényl-1,2-dithiolylium contre ion
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Figure 1.60 : Spectre IR de 4-p-tolyl-1,2-dithiole-3-thione B
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Table de Fisher-Snedecor, o =5 %

Annexe

V; 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 20

1 | 161 | 199 | 215 | 224 | 230 | 233,9 | 236 | 238,8 | 2405 | 241,8 | 248,0
2 | 185 [ 190 | 19 [ 19,2 | 19,3 | 19,33 | 19,35 | 19,37 | 19,38 | 19,40 | 19,45
3 ] 101 [955] 92 [ 912|901 894 | 889 | 885 | 881 | 879 | 8,66
4 | 771 1694 65 | 639|626 | 616 | 6,09 | 6,04 | 600 | 59 | 580
5 | 661 [579| 54 | 519|505 | 495 | 488 | 482 | 477 | 474 | 456
6 | 599 514 | 47 | 453|439 | 428 | 421 | 415 | 410 | 406 | 3,87
7 | 559 | 474 | 43 | 412|397 | 387 | 379 | 3,73 | 3,68 | 364 | 344
8 | 532 [ 446 | 40 | 384|369 | 358 | 350 | 3,44 | 339 | 335 | 3,15
9 | 512 [ 426 | 38 [ 363|348 | 337 | 329 | 323 | 318 | 3,14 | 2,94
10 | 496 [ 410 | 3,7 | 348|333 322 | 3,14 | 3,07 | 302 | 298 | 2,77
20 | 435 [ 349 31 | 287 [271] 260 | 251 | 2,45 | 2,39 | 235 | 212
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