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Résumé

Ce travail s'articule autour de I'évaluation de lactivité antioxydante et de lactivité
antimutagene, ou nous avons étudié l'activité antioxydante de toutes les porphyrines préparées,
ou nous avons pu déterminer I'énergie libre et la liaison en utilisant la technique de voltamétrie

cyclique.

Pour estimer lactivité antimutagéne entre les dérivés de porphyrine et L'acide
désoxyribonucléique (ADN), les coefficients de corrélation ont été déterminés par la technique
de voltamétrie cyclique, qui sont proches des résultats obtenus par la spectroscopie
électronique. Les résultats obtenus sont confirmés par une simulation partielle a l'aide
d'AutoDock.

Afin de confirmer davantage [linteraction entre les composés préparés et l'acide
désoxyribonucléique, le coefficient de diffusion a I'état libre et lié a été calculé a partir des

donnees électrochimiques.

Enfin, la taille du site de liaison entre les dérives préparés et I'acide desoxyribonucléique a été

déterminée a l'aide des données voltamétrie cyclique.
Mots clés :

Activité antioxydante, activité antimutagene, acide désoxyribonucléique, rapport des

constantes de liaison, énergie libre de liaison, coefficient de diffusion.
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Abstract

This work revolves around the evaluation of antioxidant activity and antimutagenic activity,
where we studied the antioxidant activity of all prepared porphyrins, where we were able to
determine free energy and binding using the cyclic voltametry technique.

To estimate the antimutagenic activity between porphyrin derivatives and deoxyribonucleic
acid (DNA), correlation coefficients were determined by the cyclic voltametry technique, which
are close to the results obtained by electron spectroscopy. The results obtained are confirmed
by a partial simulation using AutoDock.

In order to further confirm the interaction between the prepared compounds and
deoxyribonucleic acid, the diffusion coefficient in the free and bound state was calculated from
the electrochemical data.

Finally, the size of the binding site between the prepared derivatives and the deoxyribonucleic

acid was determined using cyclic voltametry data.
Key words :

Antioxidant activity, antimutagenic activity, deoxyribonucleic acid, ratio of binding constants,

free binding energy, diffusion coefficient.
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INTRODUCTION GENERALE

La porphyrine et ses dérivés ont attiré l'attention de nombreux chercheurs des les premiers jours
de leur découverte [1]. La fonctionnalisation des anneaux de pyrrol de carbone est extrémement
facile et ouvre la voie a une grande variété de composes, avec des fragments organiques et
inorganiques attachés [2]. lls peuvent agir comme des ligands, offrant une voie simple pour la
synthése de complexes polynucléaires ; en fonction des substituants, il est possible de varier le
donneur, en jouant sur les capacités de donneur et d'accepteur. Cette substitution peut également
étre utilisée pour moduler certaines propriétés des porphyrines telles que la cytotoxicité. C'est
le cas des ligands, qui peuvent renforcer la liaison de I'ADN par une interaction hydrophobe
avec I'ADN [3-5].Les ligands interagissent sélectivement avec des séquences nucléotidiques
spécifiques et se lient au sillon mineur de I'ADN duplex du tractus AT DI6, 7].

La conception de toute molécule, qui peut affecter les activités de clivage de I'ADN double brin,
doit inclure un centre métallique réactif comme Pd et également des éléments de reconnaissance
quise lient a I'ADN duplex et aux sites coupés. La porphyrine est convertie en ion par oxydation
réversible a un électron. Les substituts de la porphyrine sont capables d'influencer ce
comportement redox en modifiant le niveau d'énergic de 'THOMO, et la réversibilité peut étre
considérablement réduite. Les propriétés d'oxydoréduction ont éte largement étudiées, en tenant
compte, par exemple, de I'environnement de l'unité porphyrine, de la communication métal-

métal chez les especes polynucléaires et du réle des ligands de pontage.

Les dériveés de la porphyrine ont été inclus dans des systéemes organométalliques ayant un avenir
dans la découverte de meédicaments , s'avérant tres actifs contre plusieurs formes de cancer avec
un large eventail d'études réalisées afin de comprendre leur comportement. Les propriétés redox
des dérives de la porphyrine ont été associees a leurs activités biologiques et des études

informatiques ont été menées pour clarifier cette relation.

Dans le cadre de cette thése de doctorat, nous avons étudié l'interaction avec I'ADN de quatre
dérivés de porphyrine dans le laboratoire de valorisation des ressources et des technologies
sahariennes (VTRS) de l'université d'EI Oued. L'énergie libre de liaison et la constante de
liaison de Il'interaction de ces dérivés avec I'ADN ont été déterminées expérimentalement en
utilisant des techniques électrochimiques, basées sur la voltamétrie cyclique, ainsi que des
techniques spectroscopiques basées sur la spectroscopie UV. Les résultats obtenus sont

confirmés par l'arrimage moléculaire a l'aide des outils AutoDock. L'étude de I'arrimage permet
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d'activer un ligand de I'ADN, mais aussi de calculer la longueur des liaisons hydrogéne établies

entre le ligand et les nucléotides de I'ADN.

Les travaux de recherche expérimentale et I'étude d'arrimage moléculaire ont été réalisés dans

le laboratoire VTRS de l'université d'EI Oued. Ils sont répartis en trois parties, a savoir :

> La premiere partie est composée de deux chapitres ; le premier chapitre comprend un
apercu bibliographique de la porphyrine, I'ADN, le second chapitre concerne un
contexte théorique des techniques expérimentales utilisées dans notre travail.

» La deuxiéme partie concerne les résultats et leur discussion, elle est divisée en deux
chapitres ; dans le premier et le deuxieme chapitre sont respectivement présentés I'étude
des activités anticancéreuses et antioxydantes en utilisant des techniques
électrochimiques, spectroscopiques et moléculaires d'ancrage.

> La troisieme partie contient un chapitre comprenant la présentation des differentes
techniques expérimentales utilisées dans ce travail.

» Le travail est enfin complété par une conclusion jugée utile pour valoriser ce travail.

XIX
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1.1.1.Introduction

Les porphyrines constituent une classe essentielle de molécule biologique aux applications
multiples [8]. Il existe en effet une porphyrine associée au fer (heme) : dans les hémoglobines
et les myoglobines, les transporteurs d’oxygeéne atmosphérique ; dans les catalase et la
peroxydase, capables de catalyser le transfert d’oxygéne moléculaire et d’oxygéne atomique
¢liminé d’un substrat, respectivement ; dans les cytochromes, qui agissent dans la chaine
respiratoire intracellulaire en tant que transporteurs d’électrons, ou encore dans Ila

photosynthése chez les plantes et les bactérie photosynthétique [9].

1.1.2.Les porphyrines
Les porphyrines proviennent du grec porphura qui signifie violet (pourpre) font partie de la
famille des macrocycles azotés aromatiques [10], dont les quatre noyaux pyrroliques reliées

entre elles par des ponts méthenes [11] , Figure 1.1.

Figure.1.1.Structure de la porphyrine

Elles jouent un rdle essentiel dans les milieux vivants, pouvant absorber 1’énergie lumineuse et
effectuer des réactions de transfert d’énergie et d’électrons (systéme photosynthétiques)
exemple de chlorophylle est en charge de collecter I’énergie lumineuse pour transformer en
énergie chimique [12], ou transporter des petites molécules (transport de I’oxygene par I’héme)
exemple d’hémoglobine transport de ’oxygene, le site actif de la molécule est une porphyrine
de fer [13].

1.1.2.1.Nomenclature

La nomenclature des porphyrines ayant fait I’objet de différents types de nomenclature. La
structure exacte a été décrite par Fisher au début de XXeéme siécle, Figure 1.2.a. La fin de
XXeme siécle instaurée la nomenclature IUPAC [14] qui a quand méme gardé quelques noms

triviaux essentiellement pour des dérivés naturels[15], Figure 1.2.b.
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Le noyau porphyrinique est formé de la réunion cyclique, de quatre noyaux de pyrrole reliés
par des ponts méthenes, en position méso (carbones 5,10,15,20) [16]. Deux des quatre atomes
d’azote sont porteurs d’un hydrogéne, de méme que les carbones aux sommets, position B

(carbones 2, 3, 7, 8, 12, 13,17et 18) et a-pyrroliques sont utilisés [17].

7 6

(a) Nomenclature Fisher (b) Nomenclature ITUPAC

Figure.1.2.Nomenclature des porphyrines

1.1.2.2.Structure

Les porphyrines sont des molécules macrocycliques. Elles sont des systemes conjuguées

possédant au total 22 électrons wt délocalisés dont 18 forment le systéme aromatique [18].

Ce caractere aromatique confere aux porphyrines une stabilité importante ainsi qu’une forte

absorption dans le domaine du visible [19].

position a positionfs position meso

Figure.1.3.Mise en évidence du systéme « a 18 électrons
Les porphyrines, dites bases libres, peuvent étre métallées au centre du macrocycle par la
plupart des métaux de la classification périodique pour donner des métalloporphyrines. Le
métal M est alors stabilisé par des liaisons « N-M » avec les quatre atomes d’azote. Les

propriétés des métalloporphyrines dépendent du métal présent dans la cavité porphyrinique. La
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cavité de la porphyrine a une taille constante du fait de la rigidité du cycle aromatique. Or,
certains métaux de transition sont trop gros pour la cavité porphyrinique et se situent hors du
plan défini par les quatre atomes d’azote du cycle (Figure 8). La plupart des métaux a I’intérieur
de la cavité porphyrinique peuvent compléter leur sphére de coordination par des ligands axiaux
qui sont typiquement des molécules de solvant et sont donc relativement labiles [14].

Figure.1.4. Schéma de coordination du métal dans la cavité porphyrinique. A gauche, métal
de taille adaptée 4 la cavité. A droite, métal plus gros que la cavité. D’aprés The Porphyrin

Handbook.

1.1.2.3.Caractérisation des porphyrines

1.1.2.3.1.Spectroscopie UV-Visible

Sur un spectre UV-Visible de porphyrines , on distingue deux types de bandes d’absorption qui
ont pour origine des transitions électroniques différentes. Les porphyrines possédent un systéme
d’¢lectrons p fortement conjugué [20]. Ces molécules absorbent dans le domaine du visible et
présentent un spectre d’absorption trés caractéristique. Il résulte de transitions :

p — p* et se compose d’une bande intense (¢ > 100000 L.mol-1.cm-1) entre 390 et 430 nm
(proche UV) [21] appelée bande de Soret ou bande B et de quatre autres bandes situées entre
480 et 700 nm (Visible) d’intensité dix & vingt fois plus faible appelées bandes Q.

La région du spectre située dans le domaine du visible, généralement sensible aux variations de
structures, renseigne sur la substitution du macrocycle. En effet, les quatre bandes Q,
numérotées de | a IV en partant des énergies les plus basses, voient leurs intensités relatives
varier notablement en fonction de la nature et de la position des substituants [22].

On distingue essentiellement quatre types, appelés, étio, rhodo, oxorhodo, et phyllo [23].
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Figure.1.5.Profil des bandes Q pour quatre principaux types de spectres d’absorption de
porphyrines bases libre

1.1.2.3.2.Résonance magnétique nucléaire RMN
1.1.2.3.2.1.Spectroscopie RMN du proton (RMN *H)

La résonance magnétique nucléaire du proton appliquée aux macrocycles porphyrinique

possedent deux signaux caractéristiques. Il apparait les positions méso et les positions a et f.

Les protons B pyrroliques aux alentours de 8-9 ppm. La multiplicité de ces protons dépend de

la symétrie de la porphyrine et de la nature des substituants en position méso.

Les protons des azotes pyrroliques aux alentours de -2ppm. Ces protons sont échangeables et

forment un signal large [24].

En raison de la structure aromatique du noyau porphyrinique, les protons de cceur sont indus
dans un trés fort cone de blindage. Le courant de cycle généré par le champ magnétique induit
un important cone d’anisotropie magnétique dont 1’axe est perpendiculaire au plan du
macrocycle. Ainsi les protons a I'intérieur de ce cone (H des azotes pyrroliques) sont blindés
vers 3ppm alors les portons situés a 1’extérieur (H. B .pyrroliques) sont fortement déblindés
[25].
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Figure.1.6.Cone d’anisotropie magnétique d’une porphyrine

Le spectre RMN 1H de la porphine (porphyrine sans aucun substituant), est constitué de 3
singulets a -3,76, 9,74 et 10,50 ppm [26]. Ces signaux sont attribués respectivement aux protons
liés aux atomes d’azote, aux protons des positions B-pyrroliques et aux protons méthines,
(position méso). Puisque ces derniers sont liés a des carbones essentiellement déficients en
électrons, ils sont plus déblindés que les protons B-pyrroliques. De plus I'unicité des signaux
des protons B-pyrroliques s’explique par la tautomérie des protons NH internes [27], Figure
1.7.

p - pyrrole Hb

Ha
Iib
méthine Ha CHCI,
HMS
| NH
J L
T T T T T T 7/1 ¥ . . » 1
10 5 0 S (ppm) -5

Figure.1.7.Spectre RMN 1H de la porphyrine dans CDCI,
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1.1.2.3.2.2. Spectroscopie RMN du carbone 13 (RMN **C)
Le spectre RMN3C du macrocycle porphyrinique se compose essentiellement de trois zones :

e Les carbones méso qui résonnent entre 95 et 120 ppm,
e Les carbones B-pyrroliques qui résonnent vers 130 ppm,

e Les carbones a-pyrroliques qui résonnent vers 145 ppm,

Le signal correspondant aux carbones a-pyrroliques est généralement élargi et assez mal défini.
Ceci est la conséquence directe de la tautomérie des protons NH internes [28]. Ce phénoméne
peut également affecter dans certains cas la forme des signaux des carbones B-pyrroliques. Un
abaissement de température (-60°C) permet de ralentir la tautomérie et a cette température on

observe pour les carbones a-pyrroliques deux pics correspondant chacun a quatre carbone[29].

Notons par ailleurs qu’en RMN®C, la résonance des noyaux est relativement peu sensible aux

courants de cycle [30].

1.1.2.3.2.3. Spectrométrie de masse

Un des avantages de la spectrométrie de masse est ’emploi d’une faible quantité d’échantillon
(<1mg). Elle permet d’observer la masse molaire ainsi que des fragmentations correspondant a
la perte de substituants périphériques. Du fait de la faible volatilit¢ des porphyrines, les
méthodes classiques d’ionisation sont difficilement applicables. En effet, de telles méthodes
nécessitent, lorsqu’elles sont appliquées aux porphyrines, de chauffer fortement I’échantillon
ou encore d’introduire celui-ci directement dans la chambre d’ionisation. Il en résulte
généralement un risque de dégradation thermique ou chimique du produit que 1’on souhaite
analyser. Afin de résoudre ce probleme, des techniques d’ionisation, réalisées dans des
conditions plus douces, sont utilisées. Par exemple, la méthode SIMS (bombardement atomique
de I’échantillon par des ions césium) ou la méthode MALDI (désorption laser) sont
particulierement bien adaptées. Les spectres peuvent étre également  effectués par
électronébulisation (ESI) en mode positif en utilisant les ions du polyéthyleneglycol comme
référence interne. Dans le cas de la méthode SIMS, I’échantillon est un dépdt solide de
porphyrine sur un support métallique. Pour les deux autres méthodes, le composé est dissous

dans un solvant ou un mélange de solvants [31].
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Figure.1.8. Principe de la technique MALDI

1.1.2.3.3.Voltametrie cyclique

Cela vaut la peine de dire que les potentiels redox sont affectés par des substituants des
porphyrines. Le type de métal et son degré d'oxydation (dans le cas des porphyrines métallées)

affectent également le potentiel redox [32].

On discutera des généralités sur la voltamétre cyclique. Par exemple, chacun d'eux pourrait étre
oxyde par étapes ou réduit par deux électrons au niveau du systeme cyclique pour donner des

radicaux cationiques et des dications, et —un anion foncier et des dianions [33].

oxydation P = Pt +1le” EL,
P*= P** +1e”  Ej
Réduction P + lec= P~ E}eq
P~ +1e” = P?" Ef.q

Figure.1.9.0xydation et réduction par étapes d'un macrocycle de porphyrine

Les premiéres études électrochimiques de la tétraphényl porphyrine TPP ont utilisé une grande
partie de la voltamétrie cyclique pour résoudre les potentiels demi-onde de chaque réaction
d'électrode [34]. Kadish a montré que presque toutes les porphyrines présentent une grande
différence potentielle réguliére 12 entre la premiére et la deuxieme oxydation focalisée sur le
macrocycle, ou les premiéres et deuxiémes réductions focalisées sur le macrocycle, 32 . Cela

se référe a un écart identique entre l'orbitale moléculaire la plus élevée occupée HOMO et

7
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l'orbitale moléculaire inoccupée la plus basse LUMO qui est de 2,25 + 0,15 V comme présenté
dans la figure 1.10 [35].

HOMO-LUMO
e ARed;-Oxy| =====~ s
5 B . |
p< ) NN >
[} (L i
e e T
o ¥ te -4 -
Vv \"r '
-» - ARed;-Red;|
Apxz'ox,l
T T T T T T T T T =
2.00 1.20 0.40 0.40 -120 2.00

Potential ( V vs SCE)

Figure.1.10.Voltamétrie cyclique du TPP dans CH2Cl»
1.1.2.4. Méthode de synthése des porphyrines

Plusieurs méthodes sont accessibles pour la synthése de porphyrines et peuvent étre classees en

quatre catégories [36].
1.1.2.4.1. Les porphyrines méso-substituées

Les premieres syntheses de porphyrines ont été synthétisées par Rothemund. Dés 1935 par
réaction de condensation entre le benzaldéhyde et le pyrrole dans le méthanol [37]. La méso-
tétraméthyl- porphyrine a ainsi été obtenue avec de tres faible rendement. Dans la plupart des
cas les synthéses de ce type donnaient lieu a un second produit de structure trés proche, ce
produit sera identifié plus tard comme étant une chlorine [38]. La méthode développée par
Rothemund et donc une réaction a haute concentration et a haute température en absence

d’oxydant dans un réacteur scellé [39].
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Figure.1.11.Méthode de Rothemund

Dans les années 60, Adler et Longo ont amélioré de maniére significative la synthese des
porphyrines par condensation mélange équimolaire de pyrrole et de benzaldéhyde dans de
I’acide propénoique a chauffer a reflux (141°C) pendant une demi heure et sous atmosphére

libre, permettant une oxydation de I’intermédiaire porphyrinogéne par I’air [40].

CHO
\ Acide propanoique
4 + 4 -
30min, 141°C
N
H

20%

Figure.1.12.Méthode d’Adler et Longo

Ils ont ainsi formé la méso-tétraphényl porphyrine avec un rendement supérieur a 20%. Grace
a plusieurs études pour améliorer le rendement de cette méthode de synthése, plusieurs

parametres importants ont éte identifiés [41].

L’oxygéne joue un role prépondérant puisque sous atmosphére d’azote les rendements
changent fortement. La concentration idéale se situe aux alentours de 0.5M et le choix de I’acide
(acétique, propénoique ou butyrique) joue un role principal puisqu’il influe sur la vitesse de

réaction et a pour role de catalyseur et doit permettre au produit final de cristalliser [42].
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Au cours des années 80 Lindsey appliqué une méthode de synthése des porphyrines dans des
conditions douces. Cette méthode permet d’éviter les problémes de purification et donne de
bons rendements[43, 44].

Elle consiste a condenser du pyrrole et ’aldéhyde , ce sont généralement des composés tres
réactifs par catalyse acide, généralement de I’acide trifluoroacétique ou de 1’éthérate de BFs3,
BF3(OET?>), en absence d’oxygene, a température ambiante, en conditions inertes et diluées
(210Nm dans le dichlorométhane). 1l se forme d’abord du porphyrinogéne est ensuite oxydé en
porphyrine, par traitement avec un oxydant tel que le 2,3-dichloro-5,6-dicyano-1,4-
benzoquinone (DDQ) ou le p-chloranile [43, 45].

Les rendements de cette réaction entre 30 a 40%.

TFA ou BF3 (OEY) CH,Cl,, TA
_( R R
CH,Cl,, 25°C,1h
=
R
porphyrmogene
H
Cl CN cl CN
Cl CN cl CN
o OH
DDQ DDQH,

Figure.1.13.Méthode de Lindey

Mac Donald et al, on décrit une voie de synthese plus ciblée en trois temps [46], Figure 1.14.
La premicre étape de synthése est le dipyrrométhane qui résulte de la réaction d’un aldéhyde
avec un exces de pyrrole. 1l est également possible de mettre en jeu plusieurs aldéhydes et
plusieurs dipyrrométhanes dans la méme réaction dite de condensation [2+2] de Mac
Donald[47].

Le principal inconvénient de ce type de condensation est la formation de mélanges statistiques
d’isomeéres qui peuvent se révéler trés difficiles a séparer et font forcément diminuer les

rendements si un seul des isomeres est désiré [48].

NaNO
M/O\/ 2 M/O\/

CH4COOH 0

Figure.1.14.Méthode de MacDonald

10
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1.1.2.4.2.Les porphyrines p-substituees

L’introduction de groupements sur les positions B-pyrroliques d’une porphyrine implique de
préparer des précurseurs pyrrolique déja fonctionnalisés. Au niveau de ces précurseurs, il s’agit
soit de pyrroles simples (dipyrrométhanes) ou d’assemblage plus complexes (exemple : a,c-

diladiénes qui sont des oligomeres de quatre pyrroles), Figure 1.17.

Par des fonctions différentes de maniere contrdlées obtenues une porphyrine substituée, il
convient de construire le macrocycle étape par étape en utilisant la méthode de synthese de

pyrroles qui ont été déja largement étudiées dans la bibliographie.

Comme exemple de ces méthodes de synthése c’est la méthode de Knorr d’obtenir des
pyrroles hautement fonctionnalisés a partir de substrats relativement simples[49], Figure 1.15.
En 1884, la réaction décrite par Knorr est le mélange stecechiométrique d’acétoacétate d’éthyl et
d’une oxime, qui préparée par un traitement au nitrite de sodium, et réduit par du zinc dans de
I’acide acétique.

\/O

PO NS B S ]
~ * I HN o

CH,COOH
NHOH b

Figure.1.15.Synthése d’un pyrrole tétrasubstitué selon la méthode de Knorr

Une autre méthode importante pour la synthése de pyrrole et la méthode de Barton-Zard [50].

Ces methodes de synthése mettent en jeu un nitroacétate qui apres départ du groupement acétate
en présence de base va former un nitroalcane qui va réagir ensuite avec un dérivé

isocyanoacétate, en fin cyclisation et départ du groupement nitro NOg, le pyrrole désiré.

R, R
Ry
O Htcat 1) NEt
/< > 3
M+ Rz Ry Ry > Ry Ry
NH HN H 2) Oxydation
=
R2 R2

porphyrinogéne
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OAc NO, Basse H NO B
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Rz Rs R2 R3 OR; H

Figure.1.16.Synthése d’un pyrrole selon la méthode de Barton-Zard

Les différentes méthodes de synthése donnent acces a de nombreux pyrrole substitués qui
peuvent étre utilisés pour former des précurseurs . Ces derniers, sont généralement des
oligomeéres de pyrrole et peuvent appartenir a deux et a quatre entités pyrroliques qui pourront
a leurs tour étre cyclisés pour former des porphyrines [51] .

Figure.1.17.Les différentes méthodes envisageables pour la synthése d’une porphyrine a

partir de précurseurs oligopyrroliques. D’aprés the Porphyrine Handbook
1.1.2.1’acide désoxyribonucléique (ADN)

L'étude de l'activité antimutagéne donne des informations qui permettent de découvrir les
possibilités de lutte contre le risque génotoxique des mutagenes. La génotoxicité comprend les
Iésions de I'ADN, la mutation des genes, l'aberration chromosomique et la formation de

micronoyaux [52].

La génotoxicité se produit couramment avec les médicaments anticancéreux qui provoquent un
niveau élevé de dommages a I'ADN qui active les points de contrdle du cycle cellulaire

conduisant a l'arrét du cycle cellulaire ou a la mort des cellules [53].
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Plusieurs études sur les composés organométalliques ont révélé des propriétés antimutagénes
et antigénotoxiques principalement dues aux antioxydants qui captent les especes réactives de
l'oxygene (ROS) [54].

1.1.2.1.Définition

L'acide désoxyribonucléique (ADN) est le véritable architecte de la croissance de la vie sur
terre. 1l est une molécule trouvée dans les noyaux des cellules, les chloroplastes et les
mitochondries que transporte I'ensemble génétique des informations d'un individu [55]. La base
unité de génétique information est le gene, il est une partie de 'ADN qui peut étre exprimée

comme une macromolécule, "la protéine™ [56].
1.1.2.2.Structure

La structure de I’acide nucléique est présente des caractéristiques nouvelles qui présentent un

intérét biologique [57].

L’ADN est une molécule, dont la structure en “double hélice”. Elle est formée par une
succession de petites unités appelées nucléotides [58].

Un nucléotide est constitué de trois éléments : une molécule d’acide phosphorique, un sucre et
une base organique (les bases portent 1’information génétique). Dans le cas de I’ADN, le sucre
est le désoxyribose d’ou son nom : Acide (phosphorique) Desoxyribo (se) Nucléique. Les bases,
quant a elles, sont au nombre de quatre : I’Adénine (A), la Thymine (T), la Cytosine (C), et la
Guanine (G) [58].

0 NH,
H;C H
B )
H H
Thymine Cytosine
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NN Iy N
L/Nﬁ;l\? HZN)%)B‘I\/HiN?

H H
Adénine Guanine

Figure.1.18.Structure et numérotation des bases azotées de I'ADN

L’ADN est constitu¢ de deux chaines (ou brins) enroulées I’'une autour de 1’autre en une double
hélice. Chaque chaine est composée d’une succession de nucléotides qui sont un assemblage de
trois molécules : un groupement phosphate, un sucre (désoxyribose) et une base azotée [59].
Les bases azotées sont au nombre de quatre : adénine (notee A), thymine (T), guanine (G),
cytosine (C). La complémentarité de ces bases, deux a deux, permet I’association des deux brins
d’ADN : I’adénine est toujours appariée a une thymine et la guanine a une cytosine [60].
Les bases azotées ne peuvent s'associer que deux a deux par leurs liaisons hydrogenes

e Deux liaisons hydrogenes entre l'adénine et la thymine.

e Trois liaisons hydrogenes entre la guanine et la cytosine.

Sucre Paires de Sucre
Phosphate bases Phosphate

Paires de
bases

5, >
' - Sucre
;‘1' Désoxyribose lg Phosphate

o~

'a® y
AN T A
(6555 F) @3

. Thymine
’Adénlne

---- Liaison
hydrmm

— Liaison 5 3
covalente

Figure.1.19.La structure moléculaire de 'ADN
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Les nucléosides ont des structures trés similaires aux nucléotides, mais ne sont constitués que
de la base jointe & un sucre par la liaison N-glycosidique, également appelée B-glycosidic
linkage, Figure 1.17.

andiin
ee
|

2

NH,

HO
Deoxyadenosine Deoxycytidine
0 0
H
</N:I]\)LN/
HO— o N N NH,
4 r

Deoxyguanosine Deoxythymidine

Figure.1.20.Les quatre bases de I’ADN

Ainsi, un nucléotide peut également étre appelé phosphate nucléosidique (IUPAC-1UB, 1970,
1983). En plus de leur état monomere, les nucléotides existent sous des formes polymeres,
appelées acides nucléiques, et il en existe deux types étroitement liés : l'acide ribonucléique
(ARN) et l'acide desoxyribonucléique (ADN) [61]. Ces formes polymeéres ont une polarité
directionnelle avec leur séquence, ce qui se produit parce que le 3'-OH d'un nucléotide est relié
au 5’-phosphate du suivant par une liaison phosphodiester. Ainsi, une extrémité de la molécule
aun 5’-phosphate et l'autre extrémité a un 3’-OH. Il est courant que les séquences soient écrites

en commengant par le nucléotide contenant le 5’-phosphate a gauche [62].
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a .
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041\1 X 0 ( \N>

HO—P—0O
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H

5'-Adenylic 2'-Deoxy-5'-adenylic
Figure.1. 21. Structure nucléotide de I'ADN

1.1.2.3. Transmission de I'information génétique

Lors de la division cellulaire, la double hélice de ’ADN est répliquée a I’'identique afin que
chacune des deux cellules filles hérite de la méme information génétique. La réplication est
initiée par une hélicase qui sépare les brins de I’ADN [63]. Chacun des brins est alors recopié
en utilisant la complémentarité des bases par une ADN polymerase pour donner deux doubles
hélices. La réplication est dite semi-conservative car chaque hélice contient un brin provenant
de PADN modéle et un brin néo-synthétisé. Ainsi, ’information génétique est fidélement
transmise aux cellules filles [64].

1.1.2.4.Fonction

L'ADN encode l'information par l'ordre, ou la séquence, des nucléotides le long de chaque brin.
Chaque base (A, C, T ou G) peut étre considérée comme une lettre d'un alphabet de quatre
lettres qui énonce les messages biologiques dans la structure chimique de I'ADN. Les
organismes différents les uns des autres parce que leurs molécules d’ADN respectives ont des
séquences de nucléotides différentes et, par conséquent, portent des messages biologiques
différents [65].

1.1.2.5.Mutation

Une mutation, qui peut survenir lors de la réplication ou de la recombinaison, est un changement
permanent dans la séquence nucléotidique de 'ADN [66]. L'ADN endommagé peut étre muté
par substitution, délétion ou insertion de paires de bases. Les mutations, pour la plupart, sont

inoffensives, sauf lorsqu'elles entrainent la mort des cellules ou la formation de tumeurs. En

16



Partie 1:Domaine de recherche Chapitrel: Introduction

raison du potentiel mortel des mutations de I'ADN, les cellules ont développé des mécanismes

pour réparer I'ADN endommage [67].

1.1.2.5.1. Type de mutations

Les types de mutations comprennent :

Mutation de Missense : Ce type de mutation est un changement dans une paire de bases
de I'ADN qui entraine la substitution d'un acide aminé par un autre dans la protéine
fabriquée par un géne.

Mutation non-sens : Une mutation absurde est également un changement dans une paire
de bases d’/ADN. Cependant, au lieu de substituer un acide aminé a un autre, la séquence
d'ADN modifiée signale prématurément a la cellule qu'elle doit cesser de construire une
proteine. Ce type de mutation entraine un raccourcissement de la protéine, qui peut
fonctionner de maniere incorrecte ou pas du tout.

Insertion : il modifie le nombre de bases de I'ADN dans un géne en ajoutant un morceau
d’ADN. Par conséquent, la protéine fabriquée par le géne peut ne pas fonctionner
correctement.

Délétion : elle modifie le nombre de bases d’ADN en retirant un morceau d'’ADN. Les
petites délétions peuvent supprimer une ou quelques paires de bases dans un gene, tandis
que les delétions plus importantes peuvent supprimer un gene entier ou plusieurs genes
voisins. L'ADN supprimé peut modifier la fonction de la ou des protéines résultantes.
Duplication : consiste en un morceau d'ADN qui est anormalement copié une ou

plusieurs fois. Ce type de mutation peut altérer la fonction de la protéine résultante [68].

Duplication Inversion Deletion Insertion Translocation

- 2 =
1
N

Figure.1.22.Des différents types de mutations
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1.2.1.Voltamétrie cyclique (CV)

Ce n'est un secret pour personne que la nécessité de passer des sources d'énergie a base de
pétrole et produisant du CO: a des alternatives, en particulier celles basées sur des principes
électrochimiques, est de plus en plus pressante. Rien que pour cette raison, ce sujet est un
objectif important de I'enseignement général de la chimie au niveau du premier cycle
universitaire. L'une des méthodes expérimentales les plus importantes pour étudier les systéemes
d'oxydoréduction a utiliser comme sources d'énergie rechargeables est la voltampérométrie
cyclique (VC) [69].

Cette technique se distingue par ses avantages de simplicité, de sensibilité, de rapidité. La
voltampérométrie cyclique (VC) est une technique électrochimique d'inversion contrdlée par le
potentiel, largement utilisée dans I'étude de la réaction et le mécanisme [70]. La cellule CV se
compose de trois électrodes, a savoir I'electrode de travail (EW), la contre-électrode (EC) et
I'électrode de référence (ER) et la solution d'électrolyte en contact avec les électrodes [71].

A
N
E12 § \\
N1\
[| ipe \
{ o 0
Current reduction A»"’ ',l‘l ; e :’:‘;. Ef
.Ein _._/_/_ ‘//. oxidation
e /
Einr ‘*\\\ ipa f
\ BEL2
\'/Epa
Voltage

Figure.1.23.Voltammogrammes cycliques

Les caractéristiques d’intérét de la courbe i=f(E) incluent la hauteur des courants pics
cathodique(ipc) et anodique (ipa) et leur ratio, les valeurs des potentiels ( Epc) et (Epa) auxquels

les pics de courant cathodique et anodique sont observés et 1’écart.

0,565

AE = Ep, — Ep, === (V225C°) (1.1)
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Le principal intérét du cyclique voltampéremétre dans un pur semi-infini diffusion régime est
de permettre a partir d’une électro-espéce dans un électrolyte solution, I'étude du
électrochimiques processus qui peut prendre lieu a partir de cette matiere, tandis que le balayage

aller-retour.

Pour les systemes electrochimiques simples (rapides, quasi-rapides et totalement
irréversibles[72].

1 E_ (aller) " i AEp =359 /n (mV)
P~ 1 ! AN E, (aller)
| L\ ®
1, (aller) §
0 — 0 . : = t
3 -
< | 1 = [Ta
: - \ 1, (retour)
Ep (retour) E,, (retour) .
Ep(relour)
Quasi-rapide systeme lent systeme rapide
A) (B) (©)

Figure.1.24.VVoltammogrammes cycliques pour des systéemes :Quasi-rapide (A), systeme lent

(B) et systeme rapide (C).
e Cas d'un systeme réversible (rapide)
L’équilibre €lectrochimique entre les deux espéces s’écrit :
Ox + ne— = Réd

Dans le cas d’un systéme rapide Ox/Red, la loi simplifiée de Nernst suffit & expliquer les

différents phénomenes. Les grandeurs caractéristiques de ces voltammogramene sont sur une

. 1 . Ay s .
main le IP—“ de l'autre coté de potentiel.
Pc

La réaction réversible est donnée par la relation [73]:
i p=0,269.10%. A. n®2.D2 c.v1/2 (1.2)

Ou:
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A : surface de I'électrode en cm?

n : nombre total d'électrons transférés
D : coefficient de diffusion en cm?/s
C : les concentrations en mol/cm?

v : taux de balayage en mV/s

e Cas d'un systéme irréversible (lent) :

Ep _ EP/Z — 1.857.RT _ 47.7 (m \V 4 25° C), (13)

anF an

iz constant lorsque v varie

e Cas d'un systeme quasi-irréversible :
I»augmente avec v'/2 mais ne lui est pas proportionnel

Ipa

=1

Ipc

En utilisant la voltampéremetre cyclique, nous avons étudié l'activité antioxydante en testant la

superoxyde anion (05") .

Le corps humain possede un systeme complexe de défenses antioxydantes enzymatiques et non
enzymatiques naturelles qui neutralisent les effets néfastes des radicaux libres et autres
oxydants [74].

Les antioxydants peuvent étre tres utiles pour améliorer la qualité de vie en prévenant ou en
retardant l'apparition de maladies dégénératives. En outre, ils peuvent permettre de réaliser des

économies substantielles sur le colt de la prestation des soins de santé [75].

L'activité antioxydante ne doit pas étre conclue sur la base d'un seul modele de test antioxydant.
Le chercheur doit vérifier de maniére critique les méthodes d'analyse avant d'adopter celle-ci
pour ses recherches. En général, les tests in vitro d'antioxydants utilisant des piéges a radicaux
libres sont relativement simples a réaliser. Parmi les méthodes de piégeage des radicaux libres,

la méthode DPPH est en outre rapide, simple (c'est-a-dire qu'elle ne nécessite pas beaucoup
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d'étapes et de réactifs) et peu colteuse par rapport a d'autres modéles de test. D'autre part, le

test de décoloration ABTS est applicable aux antioxydants hydrophiles et lipophiles [76].

Le radical anionique superoxyde (05 )est généré par la réduction a quatre électrons de
I'oxygéne moléculaire dans I'eau. Ce radical s'est également formé dans les cellules aérobies en
raison d'une fuite d'électrons de la chaine de transport des électrons. Les radicaux superoxydes
( 05) sont également formés par des phagocytes activés tels que les monocytes, les
macrophages, les éosinophiles et les neutrophiles et la production d'0; est un facteur important
dans la destruction des bactéries par les phagocytes. Dans les organismes vivants, 1'0; est
éliminé par des enzymes appelées superoxyde dismutases (SOD) [77, 78].

0, + le” - 0} (1.4)

L'électron non apparié modifie la réactivité chimique de la molécule/atome, la rendant plus
réactive que la forme non radicale correspondante. Les radicaux libres de l'oxygéne
comprennent le radical anion superoxyde (03 ), I'oxygéne singulet (03), le radical hydroxyle
(OH") et le radical perhydroxyle (HO:,) et sont appelés collectivement les “"espéces réactives de
l'oxygene™ (ROS). La voie habituelle du métabolisme de I'O2 est sa réduction compléte en H,O
par l'acceptation de quatre électrons. Cependant, avec une réduction d'un seul électron, plusieurs

radicaux libres et du peroxyde d'hydrogene (H20>) sont formes [79, 80].

In vivo, les ROS sont générés par des enzymes oxydantes, des cellules phagocytaires, des
rayonnements ionisants, etc. On pense que l'anion superoxyde est le premier radical formé,
principalement par la chaine de transport des électrons lorsque I'O, capte un seul électron. Les

radicaux tels que OH-, HO;, et H.O sont formés a partir de O3 .

La réduction du H20O, en OH:, est facilement facilitée par les métaux de transition Fe** ou Cu®*
qui servent de donneurs d'électrons. Les cellules et les tissus sont équipés pour faire face au
H20> par des protéines qui lient le Fe et le Cu (par exemple la transferrine, la ferritine, la
céruléoplasmine et la métallothionéine) et par les enzymes catalase et glutathion (GSH)
peroxydase qui réduisent sans danger le H202 en H20. Cependant, comme le montre la voie

suivante, O3 peut conduire a la production d'autres ROS :

SOD Fe
0 — H,0, — OH (1.5)

Les autres processus qui produisent des ROS comprennent : la peroxydation des lipides, le

rayonnement, le métabolisme des quinones par recyclage redox et les réactions des enzymes
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xanthine oxydase, amine oxydase, cytochrome P450 et prostaglandine synthase. Les cellules
phagocytaires produisent O par la NADPH oxydase et 'HOCI par la myélopéroxydase [81].
Le radical libre anion superoxyde ( 0,) reste une cible radiale de grand intérét pour I'évaluation
de l'activité antioxydante en tant que radical libre. 0, et il est I'un des tests les plus utilisés pour
évaluer l'activité antioxydante d'un composé antioxydant, d'un extrait ou d'un autre des
solutions biologiques [82, 83].

Nous avons présenté les capacités de la voltampéremétre cyclique (CV) pour trouver des
couples redox adaptés. Les systemes choisis n'impliquent qu'un seul transfert d'électrons, mais
présentent déja des comportements complexes qui peuvent étre délimités avec la CV comme
étant réversibles, quasi-réversibles ou irréversibles, et les constantes de vitesse pour le transfert

d'électrons peuvent étre estimées par la théorie de Nicholson et Shain.

L'essai est base sur la mesure de la diminution de la densité de courant anodique de pointe du
couple redox (0, / 05) lors de I'ajout d'un compose antioxydant. La plupart des travaux publiés
dans le domaine des radicaux libres. O, sont généralement limités a I'évaluation de l'activité

antioxydante de composés antioxydants potentiels [84]. Comme indiqué dans la figure 1.26.

80 -
60 -
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Figure.1.25.Voltammogrammes cycliques de I'oxygéne saturé DMF/0.1

BusNBF4 , sur une électrode a disque GC en I’absence et présence de PATACPP, taux de

balayage 100 mV/s, T=28°C ( ma propre ccuvre)

1.2.2.La spectrophotométrie UV-Visible
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Le spectrophotométre est un appareil permettant de mesurer I’absorbance d’une solution, pour
différentes longueurs d’ondes. Pour cela, il fait passer un rayon d’une longueur d’onde choisie
a travers une cuve contenant la solution & étudier. Les molécules de la solution absorbent plus

ou moins le rayon lumineux, on définit alors I’absorbance pour cette longueur d’onde

La mesure des constantes de liaison et des énergies libres de liaison du PATACPP avec I'ADN
a été réalisée en enregistrant le spectre électronique d'une solution de 1mM de PdTACPP dans
une solution aqueuse de phosphate tampon de 0,1 M en l'absence et en présence d'une
concentration progressivement croissante de la solution d'/ADN a un pH de 7,2. Les spectres
électroniques sont présentés dans la figure 1.27, suivante, qui montre que l'absorbance du

PdTACPP diminue avec l'augmentation progressive de la concentration de I'ADN.

2,5 1

2,0 -

1,5 -

Absorbance

1,0 1

0,5

T T T T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800 900
A(nm)

Figure.1.26.Le spectre d'absorption de 0,001 M de PdTAcPP /tompon (7,2) en concentration
d'’ADN croissante et le courbe de F (1/C)=Ao/(A-Ao) de
PdTACPP-DNA (ma propre ccuvre)

Les constantes de liaison ont été obtenues a partir de la variation des valeurs d'absorbance en

augmentant concentration de I'ADN a l'aide de I'équation suivante :

Ao — &G + &G 1 (16)

A-Ay EH-G—&G ey-c—&¢ K[ADN]
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Ou [ADN] est la concentration d'ADN (uM), K est la constante de liaison (M), 4, et A sont
I'absorbance du ligand en I'absence et en présence d’ADN, respectivement, et &; (M™ cm™) et

gy_g (M cm?) sont leurs coefficients d'extinction respectifs [85].
1.2.3.Docking moléculaire

Docking moléculaire est une méthode in silico structurelle bien établie, largement utilisée dans
la découverte de médicaments. La docking permet d'identifier de nouveaux composés d'intérét
thérapeutique, de prédire les interactions ligands-cibles au niveau moléculaire, ou de délimiter
les relations structure-activité (SAR), sans connaitre a priori la structure chimique d'autres

modulateurs cibles [86].

L’amarrage moléculaire se compose principalement de deux étapes : un moteur pour
I'échantillonnage des conformations/orientations et une fonction de notation, qui associe une

note a chaque pose prévue [87-89].

Le docking moléculaire consiste a prédire la conformation optimale entre deux molécules afin
de creer un complexe de molécules stable (figure 1.24). Le docking moléculaire permet soit de
découvrir de nouvelles molécules (par assemblage de deux ou plusieurs molécules), soit de

comprendre la nature d’un complexe de molécules par cristallographie.

Figure.1.27.Représentation schématique du docking de deux molécules. (Molécules de

départ, Complexe molécules).
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1.2.3.1.Modélisation du potentiel énergétique

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

donnée par la relation suivante :
AG = AGvdw + AGhbond + AGelec + AGl:or + AGsol (1-7)

AGuvdw : représente I'énergie de dispersion / répulsion des atomes,

AG nbond : représente I'énergie des liaisons hydrogéne,

AG elec : représente I'énergie des interactions électrostatiques,

AG tor : est un terme qui exprime l'augmentation de I'énergie du systéme due a la restriction
des rotors libres du ligand et a la restriction des rotations et des translations du ligand pendant
la complexation avec le récepteur,

AGsol : est un autre terme lié a I'entropie qui décrit les changements d'énergie du systéme
pendant la désolvatation du ligand au moment de la complexation au récepteur.

Le passage par une relation empirique de type QSAR est nécessaire pour relier la structure des
complexes et I’énergie libre de liaison. Le modele empirique utilis€ dans AUTODOCK est
une régression linéaire multiple des différents termes de 1’équation d’énergie libre [90].
Chaque terme est ainsi pondére par un coefficient dérive d’un jeu étendu de complexes
récepteur-inhibiteur pour lesquels la constante d’inhibition Kiest connue. la relation entre la

constante d’inhibition et 1I’énergie libre de liaison est donnée par 1’équation suivante :
AG = RT InK; (1.8)

Ou R: constante des gaz parfaits (1.987 cal K+ mol+)

T: température absolue (298.15 K) [91].

1.2.3.2.La modelisation moléculaire

La modélisation moléculaire (MM) est I'un des domaines scientifiques qui connait la croissance
la plus rapide. 1l peut aller de la construction et de la visualisation de molécules simples en trois
dimensions (3D) a la réalisation de simulations informatiques complexes sur de grandes

protéines et nanostructures.

Le MM est un ensemble de techniques informatiques permettant de piloter, de représenter et de
manipuler les structures et les réactions des molécules, ainsi que les propriétés qui dépendent

de ces structures 3D. La modélisation moléculaire (MM) est une autre approche qui fournit des
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informations précieuses sur le mécanisme des interactions entre les ions et la surface des
minéraux au niveau atomique. La dynamique moléculaire (MD), la méthode de Monte-Carlo et
l'optimisation de la géométrie sont les techniques de simulation les plus couramment utilisées
[92]. Dans ces méthodes, les structures d'équilibre des espéeces sorbées et leurs énergies sont
dérivées sur la base de calculs de I'énergie des interactions interatomiques selon les lois de la

mecanique statistique [93].

Les énergies interatomiques sont calculées soit directement a l'aide de méthodes de mécanique
quantique, soit au moyen de parameétres d'interaction empiriques qui sont a leur tour calibrés
sur la base de calculs de mécanique quantique ou de données expérimentales pour des systemes
de modeles simplifiés. Les principales limites des simulations MM sont liées a la taille du

systéme et a I'échelle de temps qui peuvent étre prises en compte dans la modelisation [94].
1.2.3.3.Le Champ de Forces

Dans le domaine de la chimie théorique, le champ de forces représente I'énergie potentielle
d'une molécule déformable ou d'un ensemble de molécules en interaction, sans faire intervenir
directement la mécanique quantique. Il décrit I'énergie potentielle selon une expression
mathématique, fonction des coordonnées de déformation des molécules et des distances
intermoléculaires, et dépendante de parametres caractéristiques des forces d'interaction entre
atomes. Expression approchée de I'énergie potentielle d'un systeme moléculaire, un champ de

forces est un subtil équilibre entre simplicité et représentativité physico-chimique [95].

L'énergie potentielle Etot est calculée avec un modéle empirique (“champ de forces", voir plus
bas le champ de force AMBER) ou le systeme est constitué d'un ensemble de "boules"” (atomes)
et de "batonnets" (liaisons). Les interactions entre les atomes se décomposent en une
composante intramoléculaire (énergies de déformation harmoniques des liaisons, des angles et
diédres) et une composante "intermoléculaire™ décrivant les interactions entre atomes "non liés"

(c'est a dire séparés par plus de deux liaisons) [96].

ETotal = Estretch + Ebend + Etors + Evan der waals + Eélectro (19)

1.2.3.4.La théorie de la densité fonctionnelle (DFT)

La théorie fonctionnelle de la densité (DFT) est une théorie (en principe exacte) de la structure
électronique, basée sur la distribution de la densité électronique n(r), au lieu de la fonction

d'onde de plusieurs électrons W(r1,r2,r3,...). Largement utilisée depuis plus de 30 ans par les
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physiciens travaillant sur la structure électronique des solides, des surfaces, des défauts, etc.,
elle est aussi devenue plus récemment populaire aupres des théoriciens et des chimistes de
I'informatique [97]. Le présent article s'adresse & la communauté chimique. 11 vise a transmettre
les concepts de base et I'étendue des applications : I'état actuel et les tendances des méthodes
d'approximation (densité locale et approximations de gradient généralisées, méthodes hybrides)
et la nouvelle lumiére que la DFT a jetée sur des concepts importants comme I'électronégativité,

la dureté et I'indice de réactivité chimique [98].
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2.1. Produits chimiques

o -0 Y0

meso-tetraphenyl-porphyrin TPPH> meso-tetrad-methophenyl-porphyrin
TPPH2(p-methyl)

0 o o] o]
O | x
meso-tetrad-actophenyl-porphyrin Palladium tetra4-actophenyl-porphyrin

TACPPH:2

Figure.2.28.La formule chimique des dérivés de la porphyrine étudiés

Tous les dérivés de la porphyrine ont été synthétisés selon le travail de recherche effectué par

Kadri Mohamed et son équipe scientifique [99].

31



Partie 2:Résultats et discussions Chapitrel: Activité antioxydante

2.2.Activité antioxydant
2.2.1.L’activité des radicaux anioniques superoxydes

Dans la présente étude, l'activité de piégeage des radicaux 0, a été utilisée pour mesurer
I'activité antioxydante de TPPH2, TPPH; (p-methyl), TAcPPH2 et PATACPP.

La capacité de I'échantillon d'essai a éteindre 05 (% d'inhibition de 0O ) a été calculée en

utilisant I'équation suivante :

% 0 = radical scavenging activity = l"l;ls x 100 (2.1)
0

Ou i, et ig sont les densités de courant de pointe anodique du radical anion superoxyde en

I'absence et en présence du composé [100-102]

Afin d'obtenir des courbes cinétiques et de calculer les valeurs de la I1Cso, l'activité de piégeage
des radicaux O, basée sur I'équation (2.1) a été tracée en fonction de différentes concentrations
de composés. Toutes les mesures ont été effectuées et le graphique a été tracé avec les moyennes
de trois observations. Les equations obtenues a partir de I'équation linéaire dans la gamme de
concentration étudiée pour TPPHy, TPPH2 (p-methyl), TACPPH2, PATACPP et a-tocophérol
sont résumes dans le tableau 2.1, (ou y représente la valeur du pic anodique densite de courant

de Oy, et x la valeur de I'échantillon exprimées en mg/mL) [103].

Composé Equation R? ICso
TPPH:> y=6,234x+1,694 0,973 6,27
TPPH, (p-methyl) | y=3,8945x+2,687 0,657 7,95
TACPPH: y =5,716 x + 1,5036 0,985 8,48
PdTACPP y = 64,2187x + 2,7526 0,987 0,73
a-tocophérol y = 15,990x + 1,3746 0,950 3,04

Tableau.2.1.Valeurs de la 1Cso obtenues en utilisant I'activité de piégeage
des radicaux O3

Les résultats obtenus dans le tableau 2.1 indiquent que le PATACPP est plus élevé O; plus élevee
que celle de l'antioxydant standard a-tocophérol, les résultats montrent également que l'activité
antioxydante du composé PATACPP est presque 12 fois plus élevée que celle du TPPHy,
TACPPH, et du TPPH; (p-méthyle).
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2.2.2. Etude électrochimique de I’intéraction entre les ligands et le radical anion

superoxyde

L'addition de différentes concentrations de TPPH2, TPPH (p-méthyle), TAcPPH: et PATAcPP
a provoqué un léger déplacement du potentiel de pointe AE® dans le sens négatif, associé¢ a une
diminution remarquable de la densité de courant de pointe anodique, qui est due a l'activité de
balayage des composés ajoutés [104].

Dans lequel la baisse significative de la densité de courant de pointe anodique peut étre attribuée
a la diminution de la concentration en radicaux O3 due a la formation d'adduits O3 -TPPH2,
05 — TACPPH; et 05 —PdTACPP [83, 105] .
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Figure.2.29.Voltammogrammes cycliques d'oxygene saturé DMF/0.1 BusNBF4 sur une
électrode GC en l'absence et en présence de concentrations différentes de TPPH; (a), TPPH>
(p-methyl) (b), TACPPH: (c) et de PATACPP (d) vitesse de balayage 100 mV/s, T =28° C
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2.2.2.1.Le rapport des constantes de liaison (Kox/Kred)

Le déplacement du potentiel maximal du couple redox (0,/03°) dans le sens négatif en présence
de TPPH2 ou TAcPPH2 ou TPPH> (p-methyl) ou de PdTACPP indique que l'oxydation de O3
est plus facile en présence de TPPH, ou TACPPH; ou TPPH; (p-methyl) ou de PATACPP parce
que sa forme oxydée O est plus fortement liee a TPPH2 ou TPPH: (p-methyl) ou TAcPPH2 ou
a PATACPP que sa forme réduite O3 .
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Figure.2.30.Voltammogrammes cycliques de O3 sur une électrode GC polie en I'absence (1,3,

Set 7) et en présence de 4,9x10°M (2), 1.34M(4), 2.65M (6), 10°M (8), de TPPH. (a), TPPH;

(p-methyl) (b), TACPPH: (c) et de PATACPP (d) respectivement en solution de DMF avec un
électrolyte de soutien 0,1 M TBATFB a 100 mV.s™

Pour un tel systéme, ou les deux formes du couple redox (0,/05°) interagissent avec le TPPH,

TPPH: (p-methyl), TACPPH: et le PATACPP, la figure 2.32, [104, 106].
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0, —TPP + e~ 5 — TPP ED

Figpre.2.31. Processus redox général du TPPH.\libre et lié a O3

P
- ==

L'application de la relation de Nernst au processus présenté dans le Figure 2.28, conduit a
I'équation (2.2) [107]

AE® = EJ —E? = E°(05;— TPP) - E® (03) = 0.059 log If‘:; (2.2)
EP et Ey sont les potentiels formels du couple (0, / 05) sous les formes libres liées,

respectivement. Le taux décroissant de la densité de courant de pointe anodique ipa% et le

déplacement du potentiel de pointe AE° sont résumés dans le tableau 2.2.

, iPa AE
Compose (nA) | ipc (nA) | Epa Epc Eo (mV) kred/Kox
(0 60,34 | -100,40 | -0,75 | -0,94 | -0,84 / /
0; — TPPH, 50,41 | -98,20 | -0,73 | -0,95 | -0,84 31 1,13
(0 55,40 | -0,973 |-0,706 |-0,973 | -0,84 - -
0; — TPPH, (p 50,60 |-0,973 -0,706 | -0,973 | -0,84 2,5 1
— methyl)
(0 68,35 -0,74 -0,95 | -0,85 | -0,84 / /
05 — TACPPH: 59,50 | -95,96 | -0,73 | -0,95 | -0,84 1,7 1,07
(0 65,85 | -95,96 | -0,73 | -0,93 | -0,83 / /
05 — PdTAcPP 29,21 | -92,05 | -0,67 | -0,99 | -0,83 4,8 1,21

Tableau.2.2.Variations du potentiel de pointe et diminution du courant anodique de pointe
des formes TPPH> , TPPH: (p-methyl), TACPPH: et PATACPP liées a O3

Le rapport des constantes de liaison est calculé en remplagant AE® du tableau 2.2 dans I'équation

2.2. Les rapports des constantes de liaison obtenus indiquent que l'interaction de la forme
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réduite O; avec le TACPPH: est 1,07 fois plus importante que celle de sa forme oxydée O3
tandis que l'interaction de la forme réduite O3 avec le PATACPP est 1,21 fois plus importante
que celle de la forme oxydée O .

2.2.2.2.Constante de liaison

L'ajout de différentes concentrations de TPPH, TPPH, (p-methyl), TACPPH: et de PATAcPP
dans le DMF a une solution de DMF saturée en oxygéne commercial provoque une diminution
remarquable de la densité de courant de pointe, figure 2.26. La diminution substantielle de la
densité de courant de pointe anodique est due a la diminution de la concentration en O3 due a
la formation de produits O; — TPPH, , 05 — TPPH2 (p — methyl), O; —TAcPPH; et 05 —
PdTACPP.

La diminution progressive de la densité de courant de pointe du couple O, / 05 redox en
augmentant les concentrations de TPPH2, TPPH: (p-methyl), TACPPH: et PATACPP peut étre

exploitée pour calculer la constante de liaison en appliquant I'équation 2.3 [108].
logl= log K, + log% (2.3)
Cc ip—ti

Ou C représente la concentration de TPPH2, TACPPH2, TPPH (p-methyl) et de PdTACPP

(mol.L?), Ky se rapporte a la constante de liaison (L.mol™), io et i sont les densités de courant

de pointe anodiques en I'absence et en présence de TPPH2, TPPH> (p-methyl), TACPPH: et de
i

PdTACPP, respectivement. La figure (2.33) montre la courbe de log % en fonction de log —.

io—l
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y=140821x + 1,38201
R%=0993

36 y=0,73015x + 3,08082
R'= 0,984

log (1/ DF)
el @
ES

1

log 1/ DF

N~
N

T T T T T T ) . . . . . .
08 10 12 14 16 18 20 02 00 02 04 06 08
loglifi-)

Figure.2.32.Les diagrammes de log (1/C) par rapport au log i/ (i, — i) pour I'03
avec une concentration variable de TPPH; (a), TPPH2 (p-methyl)(d), TAcPPH. (c) et de
PdTACP (d) dans le DMF/0,1 BusNBF., utilise pour calculer les constantes de liaison des
produits O; — TPPH,,, 05 — TPPH, (p — methyl), O; - TACPPH; et O; - PATACPP.

2.2.2.3.1’énergie libre
L'interception de l'ajustement linéaire du courbe log (1/C) en fonction du log i/(iy — i) a

donné les constantes de liaison a partir desquelles I'énergie de liaison libre a été calculée
(tableau 2.3) [109].

_ K -AG
Composé Equation R? .
(LMoL?) | (Kj.mol?)
03 — TPPH, y = 1,53918x+1.2777 0,99 18,956 7,295
0; —TPPH, (p | y=1,028201x +1,42748 0,98 26,760 8,149
— methyl)
05 - TACPPH; y =1,40821 x+ 1,3820 0,99 24,100 7,890
0; - PATACPP y = 0,73015 x+ 3,0808 0,98 1204,537 17,588

Tableau.2.3.Constantes de liaison et valeurs des énergies libres de liaison des produitsO; —
TPPH,,, 05 — TPPH, (p — methyl), O3 -TAcPPH: et 05 —PdTAcPP
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2.2.2.4.Coefficients de diffusion

Pour calculer les coefficients de diffusion du radical libre 05 et de ses formes limitées 05, —
TPPH,, 05 — TPPH, (p — methyl), 05 -TAcPPH2 et 05 -PdTACPP, des voltammogrammes
ont été obtenus en faisant varier les vitesses de balayage potentielles, comme le montre la figure
2.34 dans laquelle tous les voltammogrammes présentent des pics d'oxydoréduction stables et

bien définis qui peuvent étre attribués au processus d'oxydoréduction du couple (O2/ 03).
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Figure.2.33.Succession de voltammogrammes cycliques a I'électrode GC 0; — TPPH,,,
035 — TPPH, (p — methyl), O - TACPPH2 et O3 -PdTACPP dans du DMF saturé en
oxygeéne/0,1 BusNBF; a différentes vitesses de balayage (100-500 mV, incrément 100 mV)
T=28°C.
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Pour confirmer davantage l'interaction des radicaux O3 avec TPPH2 TPPH: (p-methyl),
TACPPH; et PATACPP, la relation ipa = f (V) a été tracée avant et apres l'addition de TPPH_,
TPPH: (p-methyl), TACPPH: et PATACPP, en utilisant I'équation 2.4 [85]

i=2,69x10%(v/n)® SCVDVv  (2.4)

i ; est le courant de créte (A), S est la surface de I'¢lectrode (cm?), C ; est la concentration en
vrac (mol.cm?) de I'espéce électroactive, D : est le coefficient de diffusion (cm?.s™) et v est la

vitesse de balayage du potentiel (V.s™).

La dépendance linéaire de la densité de courant de pointe de O; et des formes limitées 0, —
TPPH,, 05 — TPPH, (p — methyl), 05 - TACPPH: et O35 -PdTACPP. Sur la racine carrée des
taux de balayage potentiels suggere que le processus redox est contrélé cinématiquement par

I'étape de diffusion.

Les coefficients de diffusion des TPPH, TPPH; (p-methyl), TAcPPH; et PATACPP libres et
liés a Oy ont été déterminés a partir des pentes des parcelles de Randles-Sevcik, les valeurs

étant résumées dans le tableau 2.4.

Composé Equation R® D(em’rs)
0; — TPPH, y= 0,38243x+3,39929 0,998 1,663x10°
03 — TPPH, (p—methyD) |, cco00i16.16603 0,994 1,441x10°
05 - TACPPH; y= 0,79566x+5,11095 0,999 7,199x10°
05 -PATACPP y= 0,95704x+0,64668 0,999 10,41x10°

Tableau.2.4.Valeurs des coefficients de diffusion de TPPH2, TPPH; (p-methyl), TAcPPH; et
PATACPP libres et liés a 05

Les coefficients de diffusion de O; — TPPH,, 05 — TPPH, (p — methyl), O3 -TAcPPH: et
O3 - PATACPP bornés sont faibles par rapport a ceux de O3 libre, ce qui laisse supposer la
formation de produits O; — TPPH,, 05 — TPPH, (p — methyl), O3 -TAcPPH, et O; -
PATACPP. La raison de la diminution du coefficient de diffusion de O3 en présence de TPPHz,
TPPH; (p-methyl), TACcPPH; et de PATACPP est due au poids moléculaire plus élevé des

produits formés.
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2.2.1’activité antimutagéne

Le cancer est un groupe de maladies caractérisées par une croissance et une propagation de
cellules anormales résultant de dommages de ’ADN causés par des facteurs internes et des
facteurs environnementaux [110]. Ainsi, I'un des principaux sujets scientifiques est I'accés aux
composés chimiques capables de s'intégrer a I'ADN pour éviter ces effets néfastes, la famille
des dérivés de la porphyrine est l'une des familles de composés importants utilisés pour ce
sujet[111].

2.2.1.Interaction de ’ADN

On observe une interaction directe entre la protéine fonctionnelle et I'acide nucléique, qu'elle
soit spécifique ou non spécifique. L'interaction entre la protéine spécifique et la séquence
d’ADN est observable dans des processus cellulaires importants comme la réplication et la
transcription de I'ADN [112], au cours desquels les éléments de la séquence de la protéine sous
une forme spécifique interagissent dans des sites significatifs avec les éléments des acides
nucléiques. Contrairement a l'interaction spécifique de la protéine avec l'acide nucléique,
I'interaction non spécifique entre ces deux groupes de molécules complexes est grande mais de

peu d'importance considérable [113].
2.2.2 Extraction ’ADN

Dans ce travail, nous avons isolé I'ADN du sang de poulet en utilisant des techniques de salage
[114-117]. L'avantage de cette technique est qu'elle évite l'utilisation de solvants organiques
toxiques et corrosifs et n'utilise que des produits chimiques standards qui peuvent étre obtenus
aupres de n'importe quel fournisseur commercial, et qu'elle ne nécessite pas d'équipement

spécialisé ou de connaissances biochimiques [118, 119].

Le protocole de purification de 'ADN est basé sur la précipitation de protéines a haute
concentration en sel. Le protocole traditionnel implique une désintégration cellulaire initiale et
une digestion avec du dodécylsulfate de sodium, suivie de I'ajout de sels a forte concentration,
généralement du chlorure de sodium 6 M. Le mélange est ensuite centrifugé pour permettre aux
protéines de précipiter au fond, le surnageant contenant de I'ADN étant ensuite transféré dans

un nouveau flacon. L'ADN est ensuite précipité a l'aide d'éthanol froid [115]

e L'ADN est extrait du sang de poulet par des techniques de salage. Le sang de poulet
differe du sang humain en ce que les globules rouges sont également nucléés et

contiennent beaucoup d'ADN par rapport au sang de mammifére non nucléé. Cela
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permet d'obtenir un ADN de poulet de qualité et en quantité suffisante a partir
d'échantillons de sang en utilisant des techniques d'extraction relativement simples. En
conséquence, lorsqu'on purifie I'ADN du sang de poulet, il y a plus de matériel d’ADN
que lorsqu'on travaille avec du sang humain

e Des échantillons de sang de poulet ont été prélevés dans des tubes de prélevement
sanguin contenant de I'EDTA comme anticoagulant et conservés a température

ambiante dans des tubes de microfusion, puis extraits le méme jour ouvrable.
2.2.2.1.Procédure d'extraction

5 ml d'échantillon de sang de poulet entier sont placés dans un tube a flacon de 20 ml, puis 10
ml de TLGR ont été ajoutés au sang et le mélange obtenu est refroidi sur un bain de glace
pendant 20 minutes, puis il est centrifugé a 2500 pendant 15 minutes a temperature ambiante.
Cette étape a été repétée 3 a 4 fois jusqu'a ce que la couleur rouge du sang ait disparu, puis on
a laissé le tube a flacon s'égoutter pendant 5 minutes. Les globules blancs ont été éliminés par
I'ajout de 2 ml de tampon TLGR et par I'action de vortex pendant 3 minutes. Ensuite, la lyse
cellulaire a été entreprise en ajoutant un volume de 150 pl de solution de dodécylsulfate de
sodium en centrifugeant a 172 pendant 90 minutes a 55 °C. Aprés centrifugation, 3 ml de
solution de chlorure de sodium 6 M ont été ajoutés et le mélange résultant a d'abord été soumis
a un vortex pendant 6 minutes, puis centrifugé a 1300 pendant 10 minutes, la phase liquide a
été récupérée et 2 volumes d'éthanol absolu froid ont été ajoutes et enfin centrifugés a 1300
pendant 30 minutes a température ambiante. L'ADN est ensuite séparé de la couche d'éthanol,

lave plusieurs fois avec de I'éthanol et caractérisé par spectroscopie UV-Vis.
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Figure.2.34. Spectres électroniques de I'ADN
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2.2.2.2.Estimation de la pureté de I'ADN

L'ADN a été considéré comme pur lorsque le rapport entre l'absorbance a 260 nm et
I'absorbance a 280 nm (A,0/A2g0) st de 1,8 [120]. Cette définition de la pureté, cependant,
est basee davantage sur une évaluation fonctionnelle (par exemple, la capacité de couper I'ADN
avec des enzymes de restriction) que sur des critéres analytiques plus conventionnels. La
concentration et la pureté de I'ADN peuvent étre déterminées en mesurant lI'absorption de la
lumiére ultraviolette, I'ADN ayant une absorbance maximale et minimale a 260 nm et 280 nm,
respectivement. De plus, le rapport (A,¢0/Azg0) permet de détecter la pureté des acides
nucléiques en cas de contamination par des protéines. Les échantillons étudiés d'ADN
hautement purifié ont un rapport 260/280 nm de (1,8).

2.2.2.3. Etude électrochimique d'intéraction de I'ADN
2.2.2.3.1. Constantes de liaison

Lorsqu'une concentration croissante d'/ADN eétait ajoutée a une solution de TPPH,, TPPH (p-
methyl), TAcCPPH2, TACPPH2 ou de PdTACPP, la hauteur du pic de courant cathodique de
TPPH2, TPPH:2 (p-methyl), TAcPPH2 mais le complexe PdTACPP n'y a pas d'interaction . De
méme, lors de I'ajout d'ADN, le pic de potentiel cathodique a montré un déplacement dans le
sens positif, pour tous les composés, figure 2.32. Ces résultats indiquent que tous les dérivés du
porphyrine étudiés les dérivés interagissent avec I'ADN en mode électrostatique [121, 122]
indigue en outre quen labsence d'ADN, les voltammogrammes de la meso-
tetraphenylporphyrin (TPPH>), de la meso-tetrad-methophenyl-porphyrin (TPPH2(p-methyl)),
de la meso-tetrad-actophenyl-porphyrin (TACPPH2), présentent un pic de potentiel cathodique
a -0,847, -0,745, -0,803 V respectivement. En présence de 1,23, 2,45, 3,66, 4,87 et 6,06 uM
ADN, ces pics apparaissent a -0,833, -0,756, -0,812 V, ce qui indique qu'il existe une interaction
entre tous les dérivés de TPPH2, TPPH(p-methyl) et de TACPPH: étudiés et I'ADN, et il n'y a
pas d'interaction entre PATACPP et I'ADN. Les voltammogrammes montrent également une
chute des densités de courant de pointe cathodique. Cette baisse peut étre attribuée a la lente
diffusion des adduits ADN- TPPH2, ADN- TPPH2(p-methyl) et ADN- TAcPPH, formés.

Le déplacement du potentiel de pointe dans le comportement voltampérométrique cyclique de
les complexes TPPH,, TPPHz(p-methyl) et TAcPPH, synthétisés par l'ajout d'ADN sont
attribuables aux interactions électrostatiques entre les composés et I'ADN, un indicateur du

comportement oxydable des composés en présence d'un environnement négatif de 'ADN.
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Figure.2.35.Voltammogrammes cycliques de 1mM TPPH; (a), TPPH2(p-methyl)(b) et
TACPPH; (c) enregistrés a une vitesse de balayage du potentiel de 0,1V s sur une
électrode a disque GC a 298K en I'absence et en présence d'une concentration croissante
d’ADN dans une solution d'éthanol/phosphate tampon de 0,1 M 90% a pH =7,2 (a, c) et
pH=9 (b) avec un électrolyte de support de 0,1 M BusNBF4

En général, le déplacement négatif du potentiel formel causé par I'ajout d'un médicament
potentiel a I'ADN est provoqué par l'interaction électrostatique du squelette ADN du
médicament cationique [122, 123], de sorte que le déplacement positif évident du pic de
potentiel (déplacement anodique) dans le comportement CV du TPPH2, TPPH2(p-methyl) et du
TACPPH: par l'ajout d'/ADN peut étre attribué a l'interaction électrostatique (liaison H) entre
les dérivés et 'ADN. Ce décalage positif du pic de potentiel indique en outre que le TPPHy,
TPPH(p-methyl) et du TAcPPH: restants sont plus faciles a réduction en présence d'un
environnement positif d’/ADN. En effet, la forme reduction de TPPH>", TPPH2(p-methyl) et du
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TACPPH; est faiblement liée a 'ADN par rapport a la forme réduite (neutre). Comme la
capacité de liaison de I'hydrogéne a diminué lors de la charge négative du composé dans le
TPPH2", TPPH;(p-methyl)” et du TAcPPH>" I'état. L'ajout d’/ADN diminue le pic de reduction
qui soutient la participation du TPPH2, TPPH2(p-methyl) et du TAcPPH: dans la liaison de
I'nydrogéne avec I'ADN, et ne laisse pas les électrons sortir du systeme.

En se basant sur la diminution du courant de pointe des NFC par l'addition de différentes
concentrations d'/ADN, la constante de liaison a été calculée selon I'équation suivante [124,
125]:

1

log—— = log K, +log —2. (2.5)

[ADN] ipo—i,

OU [ADN] est la concentration d’ADN (M) ; K,, représente la constante de liaison (M™); ipo et
ip désignent la densité de courant de pointe cathodique du composé libre et du compose lié a

I'ADN, respectivement (HA.cm?).

1
[ADN]

Le tracé de log en fonction du log% — (i/i,) a donne une ligne droite (figure 2.32) avec

un point d'intersection "y" égal au logarithme de la constante de liaison K.
2.2.2.3.2.1’énergie libre
L'énergie de liaison libre est calculée a partir de I'équation 2.6 [126]

AG = —RTInK, (2.6)

OU AG est I'énergie libre de liaison en KJ. mol?, R est la constante du gaz, 8,32 J. mol*K et

T est la température absolue, 298K.

L’¢énergie de liaison libre a été calculée (tableau 2.1).
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Figure.2.36.Graphiques de log% — (i/i,) par rapport a log utilisés pour calculer les

constantes de liaison des composés TPPH> (a), TPPHz(p-methyl) (b) et TACPPH: (c) avec
I'’ADN a partir des données de CV a des pH =7,2(a ,c) , pH=9 (b) et T= 298K

Composé Equation R? K(M?) pH —AG(KJ.mol™)
TPPH, — ADN | y=1,20551x+5,07204 0,909 1,18x10° 7,2 28,96

TPPH, (p 28,59

_methyl) | Y= 097615%5,00782 |\ oy 00 s o

— ADN

TAcPPH, y=1,9954 +4.51314 0,954 3,26x10* 7,2 25,77

— ADN

Tableau.2.5.Valeurs de la constante de liaison et de I'énergie libre de liaison pour des
composés TPPH2, TPPHx(p-methyl) et TACPPH2 avec I'ADN a partir des données de CV a
des pH =7,2; pH=9 et T= 298K
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2.2.2.3.3.La taille du site

Pour la détermination de la taille du site de liaison, I'équation suivante a été utilisée Equation
2.7 [127].

% _

[free base pairs]
> { } 27)

N

Ou s représente la taille du site de liaison en termes de paire de bases, K;, est la constante de
liaison, Crest la concentration du composeé libre et C,, représente la concentration du composé
lié¢ a 'ADN. En mesurant la concentration d’/ADN en termes de [NP], la concentration des
paires de bases peut étre exprimée en [ADN/2]. Ainsi, I'équation 2.8 peut s'écrire comme

suit :

c ADN

2= g, {22 (2.8)
Cf S

Le rapport C,, / Cr est égal a iy /(ip — ) [128], qui sont les valeurs des densités de courant de

pointe expérimentales. Les graphiques de C,, / C; en fonction de [ADN] sont présentés sur la

figure 2.34.

y=9,37632x -0,88326 y=11,01839x-0,29466

2
R=0,88574 R=0,895

c/c,

T T T T T T | T T T T T T
0,1 0,2 03 04 05 0,6 07 08 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
[ADN]uM
[ADNJuM
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y=19,6191x-2,8763 e

51 R’=0,875 C
4 4
- L]

[ADNJuM

Figure.2.37.Graphique de C,, / C; contre [ADN] pour le calcul de la taille du site de liaison
de TPPH: (a), TPPH(p-methyl) (b) et TAcPPH: (c) sur I'ADN a partir des données de CV
adespH=7,2; pH=9 et T= 298K

Les valeurs obtenues de la taille du site de liaison pour tous les dérivés étudiés sont résumées

dans le tableau 2.6.

Composé Equation R2 pH S
TPPH; — ADN y = 9,37632x -0,88326 0,886 7,2 0,00307
TPPH
2(p y = 11,01839x -0,29466 0,895 o 0,00360

— methyl) — ADN
TACPPH, —ADN |y =19 6101 x- 2,8763 0,875 7,2 0,00642

Tableau.2.6.Valeurs de la taille du site de liaison obtenues en utilisant le graphe de Cj, / C en
fonction de I'ADN a partir des données de CV a des pH = 7,2, pH=9 et T= 298K

2.2.2.3.4.Coefficient diffusion

montre le comportement électrochimique des composés TPPH,, TPPH(p-methyl) et du
TACPPH: & différentes vitesses de balayage. Les voltammogrammes ont montré des pics
cathodiques stables et nets. Les coefficients de diffusion de la forme libre et de la forme liée a
I'ADN du TPPH2, TPPH2(p-methyl) et du TAcPPH, ont été déterminés a l'aide de la méthode

Randles-Sevcik ; avec les valeurs résumées dans le tableau 2.7.
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Figure.2.38.Comportement voltampérométrique cyclique du TPPH; et du TACPPH> sur
I'électrode GC en l'absence (1, 3, 5) et en présence respectivement de 6.06 (2), 6.06 (4),
6.06 (6) uM ADN dans une solution d'éthanol/phosphate tampon 0,1 M a 90% a un pH =
7,2, pH=9 et a des taux de balayage de 0,5, 0,4, 0,3, 0,2 et 0,1 V.s™ avec un électrolyte de
support de 0,1 M TBATFB. La fleche verticale indique une vitesse de balayage croissante
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Figure.2.39.Graphiques de v/v contre I, utilisés pour calculer les coefficients de diffusion
de I'ADN libre et de I'ADN lié aux dérivés de la porphyrine (TPPH; (a), TPPH(p-methyl)
(b) TACPPH: (c)) a partir des données de CV adespH =7,2 ; pH=9 et T= 298 K

Composé Equation R2 D(cm?.s?)

TPPH, y = -0,18616x -4,79328 0,097 | 8,314x10°

TPPH; — ADN y = -0,31886 x -1,16467 0086 | 2834107
TPPH(p —methyl) |\ — 0 33380x -4,17602 0,026 | 9,116x10°
TPPH,(p — methyl) =ADN || _ 4 59803 x -1,55566 0961 | (263x10°
TACPPH, y= -0,27334x -1,85729 0991 |11,96x10°
TACPPH; =ADN 1 y= .0,38244x +0,81686 0984 | 6106107

Tableau.2.7.Valeurs des constantes de diffusion des formes libres et liées a I'ADN du

TPPH,, TPPH,(p — methyl) et du TAcPPH, a partir des données de CV a des pH = 7,2 ; pH=9

et T=298 K
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Les coefficients de diffusion des adduits TPPH,—ADN, TPPH,(p — methyl) — ADN et
TAcPPH,-ADN sont inférieurs a ceux des TPPHz, TPPHz(p-methyl) et TAcPPH: libres, ce qui
indique la formation d'un complexe de haut poids moléculaire qui diffuse lentement vers

I'électrode.
2.2.2.4. Etude spectroscopique d’intéraction de ' ADN

Les spectres d'absorption ont été réalisés sur un spectrométre UV-Vis (Shimadzu 1800, Japon).
Le spectre électronique de 1 mM de MPDT et FPDT dans une solution d'éthanol/phosphate
tampon a 0,1 M 90% (KH2PO4/KoHPO4) a un pH =7,2, 6, 9. Réalisée pour étudier l'interaction
du TPPH2, TPPH2 (p-methyl), TAcPPH2et du PATACPP avec I'ADN. Les spectres d'absorption
d'une concentration fixe (0,1 M) de TPPH,, TPPH> (p-methyl), TAcPPH; et du PATACPP en
I'absence et en présence d'une concentration progressivement croissante de la solution mere
d'’ADN.

2.2.2.4.1.L’interaction a pH=7,2

Dans la région visible, TPPH,, TPPH, (p-methyl), TACPPH: et le PATACPP présente des pics
d'absorption (tableau 2.8). Lors de I'ajout d'/ADN, une hypochromicité significative a été
observée sans déplacement notable de la position du pic d'absorption maximale qui indiquait
clairement la formation d'un adduct entre I'ADN et le TPPH2, TPPH2(p-methyl), TAcCPPH: ou
le PATACPP [129].

—— TPPH,

— TPPH, (p-methyl)

- 6,86uM
——13,78,M
- 20,68uM
(b) - 27,57uM
- 3446uM
—— 41,36,M
——— 48,25,M

0,8+

aosoroarnce

0,6

Absorbance

04 -

0,2

T T T T T T
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Figure.2.40.Spectres d'absorption UV-visible de 1mM de TPPH: (a), TPPH2(p-methyl) (b),
TACPPH>(c), PATACPP(d) en présence de concentrations croissantes d’/ADN dans une
solution d'éthanol/phosphate tampon 0,1M 90% (KH2PO4/K>HPO4) a pH = 7,2 et 298K

2.2.2.4.1.1.Constantes de liaison

La modification des valeurs d'absorbance par lI'augmentation de la concentration d'’ADN a été
utilisée pour évaluer la constante de liaison intrinséque en utilisant les éléments suivants
Equation 2.9 [125, 130]

Ao — &6 + &6 1 (29)

A-Ap E€H-G— &G E€H-G— &G K[ADN]

Ou [ADN] est la concentration d'ADN, K, est la constante de liaison, Ao et A sont
respectivement l'absorbance du ligand en l'absence et en présence d'ADN, et g;et g4_ sont

respectivement leur coefficient d'extinction.

La constante K;, est obtenue a partir du rapport entre l'interception et la pente de la courbe de

2o par rapport & 1/[ADN], Figure 2.42.
—4ag9
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par rapport a 1/[ADN] utilisés pour calculer les constantes

de liaison des composés TPPH: (a), TPPH: (p-methyl) (b), TAcPPH: (c) PATACPP (d) avec

2.2.2.4.1.2.L"énergie libre

I'ADN

Le changement d'énergie libre contraignant a été calculé a l'aide de I'équation suivante [126].

AG

—RTInK,

(2.10)

OU AG est I'énergie libre de liaison en KJ.mol?, R est la constante de gaz,

8,32 J.molt Kt et T est la température absolue, 298K.
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Composé Equation RZ | A(nm) | K(M?Y) | —AG(KJ.mol?)
TPPH, — ADN | Y=-1,54x10°x + 0,37586 | 0,933 | 452 | 2,44x10" 25
TPPH,(p 440
— methyl) Y=-1,32x10"-0,43107 | 0,978 3,26x10* 25,8
— ADN
TAcPPH, Y=-9,52x10°-1,24551 | 0,990 | 426 | 1,31x10* 29,2
— ADN
PdTAcPP Y=-4,55x10°-1,06163 | 0.844 | 425 | 3,52x10* 26
— ADN

Tableau.2.8.Valeurs de la constante de liaison et de I'énergie libre de liaison pour des
composés TPPH2, TPPH> (p-methyl), TACPPH et PATACPP avec I'ADN a partir des données

de CV a des pH= 7,2 et T= 298K

2.2.2.4.2. L’interaction a pH=6

Dans la région visible, TPPH2, TPPH, (p-methyl), TACPPH: et le PATACPP présente des pics

d'absorption (tableau 1.9). Lors de I'ajout d'/ADN, une hypochromicité significative a été

observée sans déplacement notable de la position du pic d'absorption maximale qui indiquait
clairement la formation d'un adduct entre 'ADN et le TPPH2, TPPH2(p-methyl), TACPPH: ou

le PATACPP.

2,5

2,04

Absorbance

0,54

—— TPPH,
—— 6,86uM

———27,57uM

- 13,78uM
- 20,68uM

——— 34,46,M
—— 41,36,M
—— 48,25,M
- 55,15,M
- 62,04uM
—— 68,69uM

00 :
200 300

Absorbance

— TPPHZ (p-methyl)
—— 6,86uM
—— 13,78,
———20,68,M
——27,5T,M
——— 34,46,M
—— 41,36,M
—— 48,25,
—— 55,15,
—— 62,04uM
—— 68,69:M

T T
700 800 900

55




Partie 2:Résultats et discussions Chapitre2: Activité antimutagénee

18 45
' [— TACPPH [ PdTAPF]
1 ——6,86uM
—13,78,M
———20,68,M
27 57,M
—— 34,46:M
— 41,36,M
—— 48,25,

40

3,5
3,0
—— 55,15;M

—— 62,04,M
|— 68,69,M

2,54

2,0

Absorbance
=
Absorbance

0,8

0,6 4
0,5+

0,44 0,0

T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800 900

T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800 900
A(nm)

A(nm)

Figure.2.42.Spectres d'absorption UV-visible de 1mM de TPPH: (a), TPPH2(p-methyl) (b),
TACPPH2(c), PATACPP(d) en présence de concentrations croissantes d’ADN dans une
solution d'éthanol/phosphate tampon 0,1M 90% (KH2PO4/K>HPO.) a pH = 6 et 298K

2.2.2.4.2.1.Constantes de liaison

La modification des valeurs d'absorbance par lI'augmentation de la concentration d'’ADN a été
utilisée pour évaluer la constante de liaison intrinseque en utilisant les éléments suivants

Equation 2.9

La constante K, est obtenue a partir du rapport entre l'interception et la pente de la courbe de

2 par rapport & 1/[ADN], Figure 2.44.
—4a9
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-0,65 -0,50 .
: y= -191x10°-0,3915 055 ] y=-3,33x10°0,01869
-0,70 RZ: 0,959 R"= 0,940
-0,60
2:, -0,75 4 <I(o -0,65 |
< <
2:: 080 < -0,70
-0,75
-0,85 : 0,80 - (b) ]
0,85 T T T T T T
0,90 14[')00 16[‘)00 18[‘)00 20(']00 22(')00 24(')00 14000 16000 18000 20000 22000 24000
1/[ADN] YIADNI
-1,35 -1,10
= x107°- 1,12 4
1407 sz+§’Z§O1O 124551 y= -4,55x10°-1,06163
’ 414 R?=0,844
-1,45
<o <o -1,16
< 150 <
< < 1,18
-1,55
-1,20 4
©)
-1,60 4 1,224 (d)
1 5(‘]00 20600 25(‘)00 30600 35(‘)00 40000 15(‘)00 20(‘)00 25(‘)00 30(‘)00 35(‘)00 40000
1/[ADN] 1/[ADN]
. . A N cr: 2
Figure.2.43.Graphiques de ﬁ par rapport a 1/[ADN] utilisés pour calculer les constantes
—4a0
de liaison des composés TPPH: (a), TPPH2(p-methyl) (b), TAcCPPH: (c) PATACPP (d) avec
I'ADN a pH=6

Le changement d'énergie libre contraignant a éte calculé a l'aide de I'équation 2.10.

Composé Equation R? AMnm) | K(M?) | AG(KJ.mol?)

TPPH, — ADN | Y=-1,91x10°x + 0,959 | 444 | 2,04x10* | -2,46x10
0,3915

TPPH, (p 428

— methyl) Y=-3,33x10°-0,01869 | 0,978 5,41x10° -2,13x10!

— ADN

TAcPPH, Y=-9,52x10°- 0,990 423 1,31x10* -2,92x10!

— ADN 1,24551

PdTAcPP Y=-4,55x10°- 0.844 413 3,52x10% -2,6x10!

— ADN 1,06163
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Tableau.2.9.Valeurs de la constante de liaison et de I'énergie libre de liaison pour des
composés TPPH,, TPPH: (p-methyl), TAcPPH. et PATACPP avec I'ADN a partir des données
de CV ades pH =6 et T= 298K

2.2.2.4.3.L’intiraction a pH=9

Dans la région visible, TPPH,, TPPH, (p-methyl), TACPPH: et le PATACPP présente des pics
d'absorption (tableau 2.10). Lors de l'ajout d'ADN, une hypochromicité significative a été
observée sans déplacement notable de la position du pic d'absorption maximale qui indiquait
clairement la formation d'un adduct entre 'ADN et le TPPH2, TPPHa(p-methyl), TACPPH: ou
le PATACPP.

2,2

TPPH, (p-methyl)

2,0
1,8 4
1,6 -
1,4 -
1,2

Absobance

1,0
0,8

Absorbance

0,6
0,4
0,2

0,0

T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800 900
A(nm)

Absorbance
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T T T T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 200 300 400 500 600 700 800 900
Anm) A(nm)

Figure.2.44.Spectres d'absorption UV-visible de 1mM de TPPH; (a), TPPHz(p-methyl) (b),
TACPPH: (c), PATACPP (d) en présence de concentrations croissantes d'’ADN dans une
solution d'éthanol/phosphate tampon 0,1 90% (KH2PO4/K2HPO4) & pH =9 et 298K

2.2.2.4.3.1.Constantes de liaison
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La modification des valeurs d'absorbance par I'augmentation de la concentration d'ADN a été
utilisée pour évaluer la constante de liaison intrinséque en utilisant les éléments suivants

Equation 2.9

La constante K, est obtenue a partir du rapport entre l'interception et la pente de la courbe de

AA_Z par rapport a 1/[ADN], Figure 2.46.
—4a0

065 0,501 .
. _ 5
y=-191x10°0,3915 055 Yoo 0 00180
-0,70 R’= 0,959 e
-0,60
30751 < 085
< <
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< 080
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| |
-0,85 0,804 (b) .
-0,90 T . : : : . -0.85 T T T T T T
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R2+0,990 o ’
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Figure.2.45.Graphiques de AAZ par rapport a 1/[ADN] utilisés pour calculer les constantes
—40
de liaison des composés TPPH: (a), TPPH2(p-methyl) (b), TACPPH2 (c) PATACPP (d) avec

'ADN & pH=9

Le changement d'énergie libre contraignant a éteé calculé a l'aide de I'équation 2.10.

Composé Equation | R® | A(hm) | K(M?) | —AG(KJ.mol?) |
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TPPH, — ADN | Y=-1,50x10"x +1,18465 | 0,959 | 453 |1,06x10° 28,7
TPPH, (p 442
— methyl) Y=-1,28x10° - 0,22629 | 0,984 1,72x10% 24,2
— ADN
TAcPPH, Y=-2,88x10°-1,27437 | 0,935 | 422 |4,43x10% 26,5
— ADN
PATAcPP Y=-2,32x10°-0,4338 | 0.987 | 421 |1,86x10* 24,4
— ADN

Tableau.2.10.Valeurs de la constante de liaison et de I'énergie libre de liaison pour des
composés TPPH2, TPPH> (p-methyl), TACPPH et PATACPP avec I'ADN a partir des données

2.2.2.5. Etude moléculaire de I'intéraction avec I"ADN

de CV ades pH =9 et T= 298K

L'étude d'amarrage moléculaire des complexes synthétisés ont été amarré dans I'ADN afin de

prédire le mode de liaison possible des composés avec I'ADN et de mieux visualiser les

interactions. Les etudes de simulation moléculaire prédisent également le site de liaison

sélectionné ainsi que la meilleure configuration des ligands étudies a l'intérieur de I'ADN.

2.2.2.5.1.0ptimisation structurelle des ligands

Les structures chimiques des ligands (TPPH2, TPPH2 (p-methyl), TACPPH: et PATACPP) ont

été optimisées a l'aide du logiciel Gaussian 09 en utilisant la fonction DFT / B3LYP / 6-

311G++(d,p). La figure 2.47 montre les structures optimisées des ligands.
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(d)
Figure.2.46. Représentation ORTEP de ligands TPPH: (a), TPPH. (p-methyl) (b), TACPPH>
(c) et PATACPP (d). Déplacement les ellipsoides sont dessines au niveau de probabilité de

30% et les atomes H sont représentés comme petits spheres de rayons arbitraires. Les codes
de couleur sont le carbone noir, I'hydrogéne blanc, I'azote bleu, Oxygene rouge et palladium

gris.
2.2.2.5.2.Amarrage moléculaire

Les études d'amarrage moléculaire des ligands TPPH2, TPPH. (p-methyl), TAcPPH: et
PAdTACPP avec I'ADN ont été réalisées a l'aide du logiciel d'amarrage AutoDock 4.2. Les
structures optimisées de chaque ligands et I’ADN ont été importée dans le logiciel d'amarrage
moléculaire AutoDock. L'amarrage moléculaire a été réalisees sur un micro-ordinateur Pentium
2,20 GHz et RAM 4,00 Go avec un systeme d'exploitation Windows 10 [131].

La structure cristalline de I'ADN synthétique présenté dans figure 2.48 est :

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

Figure.2.47.Structure cristalline d’ Acide désoxyribonucléique (ADN) (PDB ID : 1BNK).
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La structure de ’ADN (PDB ID : 1BNK) sélectionné de la banque de données des protéines
(http://www.rcsb.org./pdb) a été choisi comme récepteur pour étudier la liaison des ligands.
Afin de réaliser ’amarrage moléculaire, la structure d’ADN a été soumise a un prétraitement
comme suit : tous les atomes d'hydrogéne et les charges des atomes ont été additionnées a
I'"ADN ensuite pour l'analyse de simulation d’amarrage ; de plus, les atomes d'hydrogéne non
polaires ont été fusionnés. Pour les calculs d'amarrage, mes algorithmes génétiques lamarckiens
ont été utilisés et la taille de la grille a été fixée a 120x70x70 A avec un point séparé par 0.375
A. Les centres de la grille ont été fixés & X = 0,036, Y = 24,698 et Z = 8,171. L'expérience
d'amarrage a consisté en 100 essais d'amarrage avec 2 500 000 évaluations énergétiques. Les
autres parametres ont été laissés a leurs valeurs par défaut. La meilleure conformation a été
sélectionnée avec une énergie d'amarrage inférieure. A la fin des essais d'amarrage, diverses
énergies de liaison des ligands ont été obtenues avec leurs conformations respectives ; La
conformation stable qui correspond a I'énergie de liaison la plus basse a été choisie comme
meilleure pose et a été utilisee dans l'analyse d'amarrage. L'énergie de liaison des ligands
TPPHa, TPPH, (p-methyl), TAcPPH: et PATACPP avec I'ADN était respectivement : L'énergie
de liaison de la structure ancrée des ligands : TPPH., TPPH. (p-methyl), TAcPPH. et PAT AcPP
avec I'ADN s'est avéreée étre : -29.37, -30.62, -30.18 et -31.63 KJ/mol au 35, 54, 64 et 86 essais
respectivement. Les valeurs de I'énergie de liaison calculée indiquent une affinité de liaison

élevée entre I'ADN et les ligands étudies (Tableau 2.11).

Composé K (M%) -AG (KJ mol?)
TPPH, — ADN 1,39 x 10° 29,37
TPPH,(p — methyl) — ADN 2,31 x 10° 30,62
TAcPPH, — ADN 1,93% 10° 30,18
PATAcPP — ADN 3,47 x 10° 31,63

Tableau.2.11.Valeurs d'énergie libre de liaison et les constants des liaisons obtenues pour les
adduit TPPH, — ADN, TPPH, (p — methyl) — ADN, TAcPPH, — ADN et PATAcPP — ADN

par Docking moléculaire

La fraction porphyrine interagit avec le phosphate de I'ADN. L'oxygéne du phosphate se
connecte a la partie porphyrine par la force électrostatique de l'interaction. L'énergie de liaison

calculée par Autodock pour ces complexes a l'aide d'une équation 2.10 qui est en accord étroit
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avec notre énergie de liaison expérimentale, calculée par voltampérométrie cyclique et

spectroscopie d'adsorption.

La vue de surface des conformations ancrées des ligands obtenues a partir de l'analyse
d'amarrage des adduits a montré que tous les ligands étudies sont placés dans le petit sillon de
la structure de I'ADN. Figure 2.49.

(c) (d)
Figure.2.48.Poses d'amarrage de TPPH: (a), TPPH: (p-methyl) (b), TAcPPH: (c) et PATACPP

(d) Pemplacement des ligands au petit sillon

Les résultats obtenus par amarrage moléculaire indiquent que tous les ligands interagir avec
I'ADN électrostatiquement par la formation des laissions électrostatique. La figure 2.50 illustre

les interactions entre I'ADN et les ligands examiné.
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Figure.2.49. Poses d'amarrage du TPPH> (a), TPPH: (p-methyl) (b), TAcPPH: (c) et
PdTACPP (d) avec de I'ADN (PDB ID : 1BNK) illustrant les interactions entre I'ADN et les
ligands examiné.

La figure 2.51 montre la vue rapprochée des atomes de nucléotides d'ADN interagissant avec
la surface des TPPH> (a), TPPH> (p-methyl) (b), TAcPPH: (c) et PATAcPP (d). La figure montre
en outre l'interaction électrostatique entre différents atomes des ligands et I'atome de la paire de
bases d'ADN.

(@) (b)
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(©) (d)

Figure.2.50.Présentation tridimensionnelle des interactions de TPPH, (a), TPPH: (p-methyl)
(b), TACPPH: (c) et PATACPP (d) avec I'ADN. L’ ADN est présenté par structure secondaire,

par CPK et par des lignes colorées par type d'atomes (C : gris ; H : bleu ciel ; et O : rouge).
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3.1. Les produits chimiques

v Le diméthylformamide (DMF) (qualité analytique de PROLABO) a été utilisé comme
solvant dans des essais électrochimiques.

v’ Le tétrafluoroborate de tétrabutylammonium (BusNBF4) (qualité électrochimique 99%
; Sigma- Aldrich) a été utilisé comme électrolyte de support et sa concentration a été
maintenue a 0,1 M.

v L'oxygene moléculaire a été fourni a partir d'une bouteille (qualité recherche (99,99%)
; Linde gaz Algérie)

v’ a-tocophérol (Co9Hs002, MW = 430,71) (97%), ont tous été achetés a Alfa Aesar et
utilisés sans autre purification. Tous les autres réactifs utilisés étaient de qualité

analytique.
3.2.Voltamétre cyclique

Des expériences de voltamperomeétrie cyclique ont eté réalisées en utilisant un potentiostat
PGZ301 (radiométre analytique SAS) et une cellule voltampérométrique d'une capacité
volumétrique de 25 ml contenant trois électrodes : une électrode de travail en carbone vitreux,
ayant une surface égale & 0,013 cm?, une contre-électrode en fil de Pt, et une électrode de
référence en Hg/HQ2Cl. (3,0 M KClI).

Pour étudier les interactions entre les superoxydes anions et les radicaux libres, les solutions
ont été saturées avec de I'oxygene commercial de haute pureté pendant 15 minutes avant chaque
expérience. Le voltampérogramme a ensuite été enregistré en l'absence et en présence d'une

concentration progressivement croissante du dérivé de la porphyrine étudié.

Pour les expériences de caractérisation de la voltamétrie cyclique des dérivés de la porphyrine,
les voltammogrammes de 0 mV a -1400 a différentes vitesses de balayage (100, 200, 300, 400
et 500).

Pour I'étude des interactions avec I'ADN, les voltammogrammes du dérivé 0,001 M ont été
enregistrés dans une solution d'éthanol/phosphate tampon 0,1 M 50% (KH2PO4/K2HPO4) a pH
=7.2 (TPPH, TACPPH>) et pH=9 (TPPH2(p-methyl)) avec un électrolyte de support 0,1 M, le
tétra-n-butylammoniumtétrafluoroborate, en I'absence d’ADN et apres dégazage de la solution
de l'oxygene par de I'azote gazeux bouillonnant pendant au moins 15 minutes. La manipulation
a ensuite été répétée avec une concentration croissante d’ADN. L'¢lectrode de travail a été polie

aprés chaque essai électrochimique.
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3.3.Uv-visible

Les expériences UV-Vis ont été réalisées en utilisant un spectrometre UV-Vis (Shimadzu 1800)
et une cellule voltampérométrique en quartz d'une capacité volumétrique de 5 ml. L'acquisition
des données a été réalisée avec un micro-ordinateur Pentium IV (CPU 4,0 GHz et RAM 2 Gb)
utilisant le logiciel de la sonde UV version 2.34 (Shimadzu). Le tracé des graphiques et le calcul
ont éte effectués a l'aide du logiciel OriginLab version 2.0 (Integral Software, France).

Pour les expériences de caractérisation UV-Vis des dérivés synthétisés de la porphyrine, le
spectre d'une solution de 1 mM de chaque dérivé dans le DMF a été obtenu a température

ambiante.

Pour I'étude des interactions avec I'ADN, les spectres d'une solution de 1 mM de chaque dérivé
de la porphyrine ont éteé enregistrés dans une solution d'éthanol/phosphate tampon a 0,1 M 50%
(KH2PO4/K2HPO4) a un pH (7.2, 9) en l'absence d’ADN, puis répétés avec une concentration
croissante d'ADN.

3.4.Docking moléculaire de I'ADN

Toutes les etudes d'amarrage ont ete realisées sur un Pentium 3,30 GHz et une mémoire de 4,00
Go de micro-ordinateur RAM avec le systeme d'exploitation Windows 7. Pour les calculs
d'amarrage, le programme AutoDock 4.2 base sur l'algorithme génétique lamarckien (LGA)
avec recherche GA a été utilisé. La recherche a été effectuée dans une grille de 41 et 51 points
par dimension avec des points séparés par 1.000 A. Les centres et les dimensions de la grille
ont été fixés pour chaque ligand, et un pas de 0,375 centré sur le site de liaison de I'ADN. La
meilleure conformation a été sélectionnée avec la plus faible énergie d'accostage. A la fin des
cycles d'amarrage, diverses énergies de liaison des ligands ont été obtenues avec leurs
conformations respectives ; la meilleure pose amarrée énergétiquement favorable a été utilisée

dans l'analyse d'amarrage.
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Conclusion

Dans ce travail de recherche, les activités antimutagénes (ou anticancéreuses) et antioxydantes
de quatre dérivées de porphyrine meso-tetraphenylporphyrin  (TPPH2), meso-tetrad-
methophenyl-porphyrin (TPPH2(p-methyl)), meso-tetrad4-actophenyl-porphyrin (TACPPH>),
Palladium tetra4-actophenyl-porphyrin (PdTAcPP) fabriqués par Kadri Mohammed ont été

étudiées.

L'activité antioxydante a été évaluée par l'interaction des dérivés de porphyrine étudiés avec
superoxyde anion (03 ), et nous avons déterminé certains parametres thermodynamiques et
cinétiques par une méthode électrochimique utilisant la technique de voltompérométrie
cyclique de superoxyde anion (03 ), et les valeurs de ICs, du dérivé PATACPP étaient la
convergence de la référence a-Tocopherol standard des antioxydants. Quant a I'étude de
I'interaction entre les dérivés des porphyrines et de superoxyde anion (O3"), le type d'interaction
était automatique de nature électrostatique dans tous les cas. Il a été observé que la valeur du
coefficient de diffusion a I'état libre est plus grande que dans le cas associé aux antioxydants de
la porphyrine, car cette diminution du coefficient de diffusion s'explique dans le cas de la

correlation avec le poids partiel de lI'antioxydant.

L'activité antimutagene a été évaluée en étudiant I'interaction entre les dérivés de la porphyrine
et 'ADN a un pH de (7,2, 6, 9) en utilisant la méthode spectroscopique pour tous les dérivés de
la porphyrine étudiés et a un pH de (7,2, 9) en utilisant la méthode électrochimique. Il y a une
interaction avec I'ADN et (TPPH,, (TPPH2(p-methyl)) le type d'interaction est automatique et
a une nature physique électrostatique. Quant au dérivé (PdTACPP) il n'a pas d'interférence avec
I'’ADN. Les résultats de la corrélation constante et de I'énergie libre indiquent que les dérivés
de la porphyrine (TPPH., (TPPH2(p-methyl)) ont une efficacité contre la mutagenese et la

carcinogenese.
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ABSTRACT

In this paper we present the synthesis and the evaluation of the antioxidant activity of
meso-tetra-p-tolylporphyrin  (TPPH,(p-methyl)) using superoxide anion radical (O;) in
DMF as a solvant. The binding parameters of the interaction between the synthesised
compound and the radical O, were also measured using cyclic voltammetry techniques.

TPPH,(p-methyl) shows lower antioxidant activity (30.7 = 0.08 mg/mL) than that of
a-tocopherol standard (3.04 £ 0.03 mg/mL). The value of the binding Gibbs energy of -8.15

KJ.mol™ calculated for TPPH,(p-methyl) suggests an electrostatic interaction of O; with

TPPH,(p-methyl) which has been found to be the dominant interaction mode. The kinetics of
the interaction reaction was also mesured having second-order rate constant values equal to 0.2
Ml
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1. INTRODUCTION
The stable superoxide anion free radical (O;)electrochemically generated by one-electron

reduction of molecular oxygen in aprotic solvants is of great significance as a radical species
implicated in diverse chemical and biological systems.

Superoxide anion free radical is used for the evaluation of the antioxidant activity as free radical

O; scavenging activity [1,2]. The assay 1s based on measuring the decrease in the anodic peak

current density of the redox couple O,/O; upon addition of potentially antioxidant

compounds. This decrease can also be used to determinate the binding parameters of the

mnteraction of free radical O; with potentially antioxidant compounds [3,4].

Meso-tetra-p-tolylporphyrin is a macrocyclic aromatic compound with 187 electron structure,
formed by four subunits of pyrrole linked together via methine bridges. Nitrogen atoms of
meso-tetra-4-actophenyl-porphyrin can react with metal ions to produce very stable
metalloporphyrins  complexes, the most known metal 1ons complexes of

meso-tetra-4-actophenyl-porphyrin are that of transition metal ions [5]. In the present study

we report the determination of binding parameters of O free radical with the ligand

TPPH,(p-methyl). The method is based on cyclic voltammetry measurements.

2. EXPERIMENTAL

2.1. Materials and methods

2.1.1. Chemical

N,N-Dimethylformamide (DMF) (HPLC-grade from Sigma-Aldrich) was used as solvent in
electrochemical assays, tetrabutylammonium tetrafluoroborate (Buy,NBF,) (electrochemical
grade (99%) Sigma-Aldrich) was used as supporting electrolyte and its concentration was
kept 0.1 M, molecular oxygen is provided from a cylinder (research grade (99.99%) from
Linde gaz Algérie), a-tocopherol (CxH;00,, MW = 430.71) (97 %), were all purchased from
Alfa Aesar and used without further purification.

2.1.2. Synthesis

The TPPH,(p-methyl) was synthesized from the reaction of 4-methylbenzaldehyde and
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pyrrole in proprionic acid (figure 1). 4-methylbenzaldehyde (35.3 mL, 340 mmol) was added
to a well stirred solution of propionic acid (500 mL) and the colorless mixture was stirred at
room temperature until all the aldehyde was completely dissolved, and then it was heat at
50°C. A solution of distilled pyrrole (25 mL, 360 mml) in proprionic acid (30 mL) was then
added dropwise in about 10 minutes and the reaction mixture was refluxed for 30 minutes. It
was then allowed to cool to room temperature, the resulting dark suspension was filtered,
washed with 50 mL methanol/water (1:1) and then with methanol until the filtrate became
clear. The obtained purple solid was dried in vacuum to yield 10.6 g of
meso-tetra4-methophenyl-porphyrin (8.2%).

max (CH>Cl,)nm 417, 514 (log M 592 and 4 23).

'H NMR (300 MHz, CDCls, 300 K): 5 = 8.88 (s, 8H, Hp), 8.26 (s, 8H, Ho), 7.79 (s, 12H,
Hm+Hp), 9.1 (m,12H) -2.70 (s,NH).

Fig.1. Structure of TPPH,(p-methyl)

2.1.3. Instrumentation and sofiware

Cyclic voltammetry experiments were performed using PGZ301 potentiostat (radiometer
analytical SAS) and a voltammetric cell with a volumetric capacity of 25 mL containing three
electrodes, a glassy carbon working electrode, having area equal to 0.013 cm’ a Pt wire

counter electrode, and an Hg/Hg,Cl, reference electrode (3.0 M KCI). Solutions were



A. Boutarfaia et al. J Fundam Appl Sci. 2019, 11(2), 940-952 943

saturated with high purity commercial oxygen for 15 min prior to each experiment. 'H NMR
spectra was collected on an Avance Bruker 400 spectrometer at 400.155 MHz spectrometer
with deuterated chloroform at 7.26 ppm as an internal reference.

2.1.4. Scavenging activily of superoxide anion radicals

The ability of the test sample to quench OJ radicals (% Inhibition of O] ) was determined

from the following equation (1) [6-8],

% Oj radical scavenging activity = ! 100 (1)

Iy

Where i, and i are the anodic peak current densities of the superoxide anion radical in the

absence and in presence of test potentially antioxidant compound.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Free radical scavenging activities study
In order to calculate the ICsy values, O radical scavenging activity was plotted against

different compounds concentration (0.134, 0.268, 0.536, 0.737, and 1.34 mg/mL). The
antioxidant capacity was expressed as ICso. The equations obtained from the linear calibration
graph i the studied concentration range for TPPH,(p-methyl) and o-tocopherol are

summarized in table 1 (where y represents the value of the anodic peak current density of

O; and X, the value of samples concentration, expressed as mg/mL). The antioxidant activity

of TPPH,(p-methyl) is lower than that of a-tocopherol standard.

3.2. Antioxidant activity coefficient

The antioxidant activity coefficient (K,q) can be defined as the ratio of the pick of the anodic
current density values of O, in the presence and absence of the studied compound. This

coefficient also measures the relative superoxide scavenging activity [9,10] and is calculated
using the following equation 2,
Al 1
K o St (2)

1es
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where Ai 1s the variation in anodic pick current density caused by the addition of the
antioxidant compound, iy is the anodic pick curmrent density in the absence of the studied
antioxidant compound, 1,es 18 the residual current density of oxygen in the system and AC is
the variation of the concentration of the studied antioxidant compound in mol/L.

Equation 2 is only applied at low concentration of the studied antioxidant compound, 1.e. for

the linear change region. Obtained values of K;,. are shown below in table 1.

Table 1. ICs, values obtained using O, radicals scavenging activity

Compound Equation R?values ICsq (mg/mlL.) Keae

TPPH,(p-methyl) y=144411x +5.6663 0.947 30.7+£0.08 102.11 + 1.862
a-tocopherol y=15.990x +1.3746 0.950 3.04+0.03 224.62 £2.224

3.3. Voltammetric studies of O; —TPPH, (p - methyl) interaction

The CV behavior of O in DMF/0.1M BuyNBF;, in the potential window of 0.0 to -1.4 V ata
glassy carbon electrode in the absence and presence of a solution of 2 mM of TPPH,(p-methyl)
in the same solvent is shown in figure 2. The free O,/O; redox couple exhibits one

oxidation peak at 0.707 V and one reduction peak at 0.977 V. Figure 2 also shows the effect of

the addition of TPPH,(p-methyl) to a solution of O, m DMF/0.1IM Bu;NBF,; on the

oxidation peak current density of O,/O; couple. The decrease in the anodic peak current

density, caused by the addition of TPPH,(p-methyl), can be explained by the reaction of

O; with TPPH,(p-methyl) [11-13].
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Fig.2. Cyclic voltammograms of oxygen-saturated DMF/0.1 BuyNBF,4 on a GC electrode in
the absence (black line) and in presence of (red line) 2 mM of TPPH,(p-methyl, scan rate 100
mV.s'at T=28°C

The addition of an amount of 2 mM of TPPH,(p-methyl) has caused a small shift in peak
potential AE® in the negative direction associated with a decrease in anodic peak current
density. Table 2 summarizes the obtained results; the significant drop in anodic peak current
density can be assigned to the decrease in Oj; radical concentration due to the formation of
O; —TPPH, (p —methyl) complex.

3.3.1. Ratio of binding constants (Kox/Kred)

The peak potential shift of the O, /O; redox couple in the negative direction in the presence
of TPPH,(p-methyl) indicates that the oxidation of O 1is easier in presence of
TPPH,(p-methyl) because its oxidized form O, is more strongly attached to TPPH,(p-methyl)
than its reduced form O; . For such a system, where both forms of the O,/O; redox couple

mteract with TAcPPH, and PATAcPP, scheme 1 can be applied [14].
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Scheme 1. Redox process of the free and TPPH(p-methyl) bound O redox couple

The application of the Nernst relation to the process presented in scheme 1 leads to equation

() [15],

AR =1 —E} =E’(0; —~TAcPP)—-E°(0; )=0.059]0g If"“' 3)

red
E; and Ef are the formal potentials of the O,/O; couple in the free and bound forms

respectively. The decreasing rate of the anodic peak current density Aip % and the peak

potential shift AE® are summarized in table 2.

Table 2. Electrochemical data of free and O; bound form of TPPH,(p-methyl) used to

calculate ratio of binding constants

Compound Ep,(V) Ep (V) E°(V) AE°(mV) Kox/Kred
0, -0.706 -0973 -0.84 = -
O; —- TPPH, (p—methyl) -0.706 -0973 -0.84 00 1

The Ratio of the binding constants is calculated by replacing AE® from table 2 in equation 3.

The obtained ratios of the binding constants indicate that the interaction of the reduced
formO; with TPPH,(p-methyl) 1s 1 times higher than its oxidized form O, .

3.3.2. Binding constant
The addition of increasing concentrations of TPPH,(p-methyl) in DMF to a solution of DMF
saturated with commercial oxygen provokes remarkable decrease in the peak current density,

(figure 3). The substantial decrease in anodic peak current density is due to the decrease in
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O; concentration due to the formation of O7 — TPPH, (p — methyl).

——0,0mi 100 mv
60+ ——02mi100mv
—— 04 mi100 mv
—— 0,8 mI 100 mv
40 4 —11mi100mv
1 —2mi 100 mv

20

-20 4
.40 ..
.60 4
-80

-100 +

Fig.3. Cyclic voltammograms of oxygen-saturated DMF/0.1 BuyuNBF,4 on a GC electrode in

the absence and presence of different concentrations of TPPH2(p-methyl), scan rate 100

mV/s,at T=28°C

The gradual decrease in peak current density of the O,/O; redox couple by increasing

TPPH,(p-methyl) concentrations can be exploited to calculate the binding constant by

applying the following equation (4) [15],

1 i
- =logK, +1
TPPH, (p —methyl )] S

log [ i

)

Figure 3 shows the plot of Jog(1/C) versus logi/(i,—i).
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Fig.3. log(1/C) versus logi/(i,—i) for O3 with varying concentration of
TPPH,(p-methyl) in DMF/0.1 BuyNBF4, used to calculate the binding constants of

O7 —TPPH, (p—methyl) product

The intercept of the linear fitting of the plot log(1/C) versus logi/(i,—i)yielded the

binding constants, from which the binding free energy was calculated, (table 3).

Table 3. Binding constants and binding free energies values of O; —TPPH, ( p—methyl)

product
Compound Equation R’ Ko (L.mol?)  -AG (KJ.mol™)
O; —TPPH, (p-methyl) y=1.28201 x+1.42748  0.984 26.76 8.15
a-tocopherol y=0.841x +2.298 0.986 198.6 13.11

3.3.3. Difjusion coefficients

The diffusion coefficients of the free radical ©0; and its bounded

formO; — TPPH, ( p —methyl)were obtained by varying the potential scan rates (figure 4).
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Fig.4. Succession of cyclic voltammograms at GC electrode of free radical O, (a)and 2

mM of O35 —TPPH, (p—methyl) (b) in oxygen-saturated DMF/0.1 BuyNBF, at various scan

rates (100-500 mV, mcrement 100 mV) at T = 28° C. The vertical arrowhead indicates

increasing scan rate

To further confirm the interaction of O radicals with TPPH,(p-methyl), the relation

in. =i (\/;) was plotted before and after the addition of TPPH(p-methyl), using the

following equation 5.

i=269x10° (\n )) SC\[D\v (5)
The linear dependence of the peak currents density of both ©; and bounded forms
O; —TPPH, (p— methyl) on the square root of the potential scan rates suggests that the redox

process 1s kinetically controlled by the diffusion step, (figure 5).
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Figs. ip, vs. v plots of oxygen-saturated DMF/0.1 Buy,NBF, (a) in the presence of 2

mM of TPPH,(p-methyl) (b), at different scan rates under the experimental conditions of

figure 4

The diffusion coefficients of the free and 0; bound TPPH,(p-methyl) were determined from

the slopes of Randles-Sevcik plots, values are summarized in table 4.

Table 4. Diffusion coefficients values of free and 035 bound TPPH(p-methyl)

Compound Equation R’values D (cm?s?)

0, y=3.79515x+18.65192 0.995 1.64x10™

O; —TPPH, (p—methyl) y=3.55983x+16.16603 0.994 1.44x10™*

The diffusion coefficient of bounded O; —TPPH, (p—methyl) 1s small when compared to
free O; 1s suggestive of O} —TPPH:(p—methyl) product formation. The reason of the

decrease in the diffusion coefficient of O; in presence of TPPH,(p-methyl) is due to the

higher molecular weight of the formed products.
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4. CONCLUSION
In the present work, we studied the interaction of superoxide anion radical with
Meso-tetra-p-tolylporphyrin (TPPH,(p-methyl) using cyclic voltametry method. The decrease

in anodic peak current density was used to evaluate the binding parameters of the interaction

of O] with TPPH,(p-methyl. This study showed that the radical O strongly interacts with

TPPH,(p-methyl. Anodic peak current density of the O,/O; redox couple decreased as

TPPH,(p-methyl ammount was gradually increased in solutions containing a fixed

concentration of Oj radicals. The ICsy of the ligand TPPH,(p-methyl is higher than
a-tocopherol. The low diffusion coefficient of the bounded O; —TPPH,(p—methyl
compared to that of the free O; evidenced the formation of product which diffuses slowly

than free O radical.
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Abstract: Meso-tetra-4-actophenyl-porphyrin (TAcPPH2) was synthesized by reacting 4-acetyl-
benzaldehyde with pyrrole in propionic acid, and used as a ligand for the synthesis of palladium (II)
complex (PATAcPP). The structure of the ligand and the complex were characterized by NMR and
clectronic spectroscopy. The antioxidant activity and the binding parameters of both the ligand and its
complex with superoxide anion radical (O3) were measured using cyclic voltammetry based assay.
The assays were based on the measurement of the anodic peak current density of O3
electrochemically generated by reduction of molecular oxygen in DMF. The complex PdTAcPP
showed the highest antioxidant activity (0.73 = 0.01 mg/mL) which is four times higher than that of
the standard antioxidant a-tocopherol (3.04 = 0.03 mg/mlL). Binding parameters like binding
constants. the ratio of binding constants and binding free energies were also measured. The value of
the binding free energy ranging from -7.89 kJmol™ for TAcPPH2 to -17.59 kJ.mol for PATACPP
suggests an electrostatic interaction of 05 with TAcPPH2 and PATACPP which has been found to be
the dominant interaction mode. The kinetics of the interaction reaction of the ligand and complex was
quantified having second-order rate constant values equal to 0.2 and 1.3 M-1 s-1 respectively.

Keywords: Porphyrin; Homogeneous rate constant; Cyclic voltammetry: Superoxide anion radical; Binding parameters;

Antioxidant activity coefficient.

1. INTRODUCTION

The relatively stable superoxide anion free radical
(03) that can be formed by the one-electron reduction of
molecular oxygen or by the one-electron oxidation of
hydrogen peroxide is of great significance as a radical
species implicated in diverse chemical and biological
systems. Within biological systems, the superoxide anion
free radical is produced during the normal metabolic process
of the body when electrons exchange between reductants,
usually derived from food, and oxidants, of which molecular
oxygen is the primary example, resulting in an array of
problems that have different impacts on cells, including
aging, oxidative stress, cancer, and lipid peroxidation, etc.
[1-3].

The superoxide anion free radical (07 )remains a radial
target of great interest for the evalnation of the antioxidant
activity as free radical O; scavenging activity and it is
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Umversity of El Oued, P.O. Box: 789, 39000, E! Oued, Algena; Tel:
+213661655550; E-mails: touhami-lanez@univ-eloued.dz
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among the most used assay for evaluating the antioxidant
activity of an antioxidant compound, an extract or other
biological solutions [4,5]. The assay is based on measuring
the decrease in the anodic peak current densitv of the redox
couple 0, /05 upon the addition of an antioxidant compound.
Most published work in the field of free radical o5
scavenging activity is generally limited to the evaluation of
the antioxidant activity of potential antioxidant compounds.
The results are often expressed as the efficient concentration
(ICsp), defined as the quantity of antioxidant compound
required to decrease the initial 05 concentration by 50%.
Until now, only a few published research papers have dealt
with the determination of the binding parameters of the
interaction of free radical o5 with antioxidants compounds

[6,7].

Meso-tetra-4-actophenyl-porphyrin  is a  macrocyclic
aromatic compound with an 187 electron structure, formed
by four subumnits of pyrrole linked together via methine
bridges. Nitrogen atoms of meso-tetra-4-actophenyl-
porphyrin can react with metal ions to produce very stable

© 2019 Bentham Science Publishers
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metalloporphyrins complexes, and the best known metal ions
complexes of meso-tetra-4-actophenyl-porphyrin are those of
transition metal ions [8]. The good mobility of electrons in
the ring confers on meso-tetra-4-actophenyl-porphyrin a
wide range of applications such as electrochemistry and
catalysis [9], photomedicine [10] and photosynthesis [11]. In
the present study, we report an electrochemical method for
the determination of binding parameters of O; free radical
with  the ligand  meso-tetra-4-actophenyl-porphyrin
(TAcPPH,) and its palladium (II) complex (PdTAcPP). The
method is based on cyclic voltammetry measurements. In
addition, diffusion coefficients of the free and o bound
forms of TAcPPH, and PdTAcPP were evaluated from the
Randles-Sevcik equation [12].

2. EXPERIMENTAL
2.1. Materials and methods
2.1.1. Chemical

Solvents were distilled prior to use: tetrahydrofuran from
sodium/benzophenone and dichloromethane from calcium
hydride (CaH,). N,N-Dimethylformamide (DMF) (HPLC-
grade; Sigma-Aldrich) was wused as solvent in
electrochemical  assays, tetrabutylammonium  tefra-
fluoroborate (BusNBEF,) (electrochemical grade 99%: Sigma-
Aldrich) was wused as supporting electrolyte and its
concentration was kept at 0.1 M. Molecular oxygen was
provided from a cylinder (research grade (99.99%): Linde
gaz Algérie), a-tocopherol (CrHsgOr, MW = 430.71) (97%),
were all purchased from Alfa Aesar and used without further
purification. All other reagents used were analytical grade.

2.1.2.  Synthesis

The ligand TAcPPH, was synthesized from the reaction of 4-
acetyl-benzaldehyde and pyrtole in propionic acid (figure
la). 4-acetyl- benzaldehyde (0.6 g, 4 mmol) was added to a
well-stirred solution of propionic acid (5 mL), and the
mixtuwre was stired at room temperature until all the
aldehyde was completely dissolved. A solution of distilled
pyrrole (0.24g, 3.6 mmol) in propionic acid (0.3 mL) was
then added dropwise, and the reaction mixture was refluxed
for 30 min. It was then allowed to cool to room temperature,
when the resulting dark suspension was filtered, washed with
10 mL methanol/water (1:1) and then with methanol until the
filtrate became clear. The obtained puple solid was dried in
vacuum to yield 0.17 g of TAcPPH, (22%).

'H NMR (300 MHz, CDCls, 300 K): &,( ppm): -0.10 (s, 2L
NH), 2.48 (s, 12H, CHs), 8.2 (d, 8H, m- benzene), 8.4 (d, 8H,
o-benzene), 9.1 (d, 8H, S-pyrrole).

UV-Vis (CH,CL): Ay = 417 and 514 nm (logM 6.68 and
4.63).

The PATAcPP (figure 1b) was prepared from the ligand
TAcPPH, and methanolic palladium acetate solution in
chloroform. To a saturated solution of palladium acetate
(0.13 g, 0.6 mmol) in methanol was added a solution of
TACcPPH, (0.39 g 0.5 mmol) in chloroform (30 mL), and the
resulting mixture was stirred for 1 h at room temperature. It
was then poured into 100 ml distilled water and extracted
with chloroform, and the extract was washed with water then
with brine and dried over anhydrous magnesium sulfate. The
solvent was removed under reduced pressure and the residue
was recrystallized from a mixture of

Touhami Lanez et al.

dichloromethane/methanol 1/1 to obtain a puiple powder,
PdATACPP (0.41 g, yield 94%).

'HNMR (200 MHz, CDCL): 8, ppm: 2.8 (s, 12H, CHz), 11.1
(d, 8H, m-benzene), 11.3 (d, 8H, o-benzene), 11.7 (d, 8H, f-
pyrrole).

Figurel. Synthetic scheme of meso-tetra4-actophenyl-
porphyrin (a) and its palladium (II) complex (b)

The proton NMR spectra of TAcPPH, and PdTAcPP were
compared to find the coordination sites that possibly
participated in coordination with the PATAcPP. In the ligand
(Figure la), the two protons of the two amine group (NH)
occurred at 8.86 ppm, while in its metal complex, this pick
had disappeared, which indicates the participation of
nitrogen atoms of the amine group in coordination with
palladium ions.

2.1.3. Instrumentation and software

Cyclic voltammetry experiments were performed using a
PGZ301 potentiostat (radiometer analytical SAS) and a
voltammetric cell with a volumetric capacity of 25 mL
containing tlhree electrodes: a glassy carbon working
electrode, having an area equal to 0.013 cm’, a Pt wire
counter electrode, and a Hg/Hg2Cl12 reference electrode (3.0
M KCl). The solutions were saturated with high purity
commercial oxygen for 15 min prior to each experiment. 1H
NMR spectra were collected on a Bruker Advance 400
spectrometer at 400.155 MHz, with deuterated chloroform at
7.26 ppm as an internal reference.

2.1.4. Scavenging activity of superoxide anion radicals

The ability of the test sample to quench 05 radicals (%
Inhibition of 05 ) was determined from equation (1) [13-15],
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% @ radical scavenging acﬁ\itylo_—_l—x (D)
T

Where i; and 1 are the anodic peak current densities of the
superoxide anion radical in the absence and presence of the
potential-antioxidant compound, respectively.

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Freeradical scavenging activities study

In the present study, the 05 radicals scavenging activity was
used to measure the antioxidant activity of TAcPPH, and
PATACPP. In order to obtain kinetic curves and to calculate
the ICs, values, O3 radical scavenging activity was plotted
against different compound concentrations (0.0782, 0.313,
0.782, 1.17, 1.56 and 2.07 mg/mL) for TAcPPH; and (0.177,
0.354, 0.620, 0.709 and 0.886 mg/mL) for PdTAcPP (data
not presented). The antioxidant capacity of TAcPPH, and
PATACPP has been expressed as ICsq. The ICsy value was
defined as the concentration (mg/mL) of the potential
antioxidant compound that inhibits the formation of o3
radicals by 50%. All the measurements were carried out in
triplicate and the graph was plotted with the averages of
three observations. The equations obtained from the linear
calibration graph in the studied concentration range for
TAcPPH,, PdTAcPP and o-tocopherol are summarized in
table 1 (where y represents the value of the anodic peak
current density of 05, and x the value of the sample
concentrations, expressed as mg/mL).

Both the ligand TAcPPH, and its Pd(II) complex PdTAcPP
show o7 radicals scavenging activities, the antioxidant
activity of the ligand being almost half that of the standard
antioxidant o-tocopherol; in contrast, the antioxidant activity
of the Pd(II) complex PdTAcPP is four times higher than
that of the standard antioxidant a-tocopherol. In other words,
05 radicals scavenging activities of the complex PdTAcPP
1s 10 times higher than that of the ligand TAcPPH,.

3.2. Antioxidant activity coefficient

The antioxidant activity coefficient (K,,.) can be defined as
the ratio of the pick of the anodic current density values of
05 in the presence and absence of the studied antioxidant
compounds. This coefficient also measures the relative
superoxide scavenging activity [16] and is calculated using
equation 2,

Kaac= L L 2

(10 T les ) AC

where Ai is the variation in anodic pick current density
caused by the addition of the antioxidant compound, i is the
anodic pick current density in the absence of the studied
antioxidant compound, ir, is the residual current density of

oxygen in the system and AC is the variation of the
concentration of the studied antioxidant compound in mol/L.

Equation 2 is only applied at low concentrations of the
studied antioxidant compound, ie., for the linear change
region. Obtained values of K,,. are shown in Tablel.
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Table 1. IC5, values obtained using 05 radicals scavenging

activity.
) R’ ICsp Kaac
Compound Equation
values  (mg/mL)
y=5.7161x + 848= 107.41
TACPPH, 0.985
1.5036 0.06 +1.456
y=64.2187x 0.73x 1223.37
PdTACPP 0.987
+2.7526 0.01 +3.879
y=15.990x + 3.04= 224.62
o-Tocopherol 0.950
1.3746 0.03 +2.224
3.3. Voltammetric studies of 03 - TAcPPH, and

O3 - PATACPP interaction

Typical CV behavior of 05 in DMF/0.1M BuwNBFE; in the
potential window of 0.0 to -1.4 V at a glassy carbon
electrode in the absence and presence of a solution of 2.65
mM of TAcPPH, and 1 mM of PATAcPP in the same solvent
is shown in Figure 2. The free 0, /03 redox couple exhibits
one oxidation peak at 0.742 and one reduction peak at 0.956
V. Figure 2 also shows the effect of the addition of TAcPPH,
and PATACPP to a solution of o5 in DMF/0.1M BuyNBF,
on the oxidation peak current density of the 0,/05 couple.
The decrease in the anodic peak current density, caused by
the addition of TAcPPH» or PdTAcPP, can be explained by
the reaction of 07 with TAcPPH, or PATAcPP [17,13]. This
decrease can be used for the calculation of the binding
constant, whereas the shift in peak potential values can be
exploited for the determination of the mode of interaction
[18,19].
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Figure 2. Cyclic voltammograms of oxygen-saturated
DMF/0.1 BuyNBF,; ona GC electrode in the absence (black
line) and in presence of (red line) 2.65 mM of TAcPPH, (a)
and 1mM of PATACPP (b). Scan rate 100 mV.s™, T=28°C

The addition of 2.65 mM of TAcPPH, and 1 mM of
PATAcPP caused a slight shift in peak potential AE® in the
negative direction associated with a remarkable decrease in
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the anodic peak current density, which is due to the
scavenging activity of the added compounds [20]. Table 2
summarizes the obtained results; in which the significant
drop in anodic peak current density can be assigned to the
decrease in O3 radical concentration due to the formation of
03 —TAcPPH, and O35 —PdTAcPP adducts.

3.3.1. The ratio of binding constants (Kox/Kred)

The peak potential shift of the ©,/03 redox couple in the
negative direction in the presence of TAcPPH2 or PATAcPP
indicates that the oxidation of O3 is easier in the presence
of TAcPPH, or PATAcPP because its oxidized form o, is
more strongly attached to TAcPPH, or PATAcPP than its
reduced form O3 . For such a system, where both forms of
the 0,/05 redox couple interact with TAcPPH, and
PATACcPP, scheme 1 can be applied [20].

0, + € 0, Ef
11 Kox uKred

— o
0,—TAcPP + € RS 0,—TAcPP  E!

% b

Scheme 1. Redox process of the fiee and TAcPP bound 05
redox couple TAcPP represents TAcPPH, and PATAcPP

The application of the Nernst relationship to the process
presented in scheme 1 leads to equation (3) [21],

AE’ =Ef —E'} =E( Oz_—HcPP)—E"(Og‘)=u059loquﬁ 3)
o

E_‘} and £f are the formal potentials of the 0,/03 couple in
the free and bound forms. respectively. The decreasing rate
of the anodic peak current density Aip,% and the peak
potential shift AE® are summarized in Table 2.

Table 2. Electrochemical data of the fiee and 05 bound
forms of TAcPPH, and PdTAcP used to calculate the ratio of
the binding constants

Ep,  Ep, E° AE’

Compound Kox / Kred
V) V) V) (mV)
o5 074 -095 -0.85 - .
Oy ~TACPPHy 574 095 -085 -1.7 1.07
o5 074 -093 -0.83 2 .
0y ~PATAPP 567 099 -0.83 48 121

The ratio of the binding constants is calculated by replacing
AE° from table 2 in equation 3. The obtained ratios of the
binding constants indicate that the interaction of the reduced
form o35 with TAcPPH, is 1.07 times higher than its
oxidized form 0, . while the interaction of the reduced form
0; with PATACPP is 1.21 times stronger than the oxidized
formO, .

Touhami Lanez et al.

3.3.2. Binding constant

The addition of different concentrations of TAcPPH, and
PdTAcPP in DMF to a solution of DMF saturated with
commercial oxygen provokes a remarkable decrease in the
peak current density, Figure 3. The substantial decrease in
anodic peak current density is due to the decrease in O
concentration due to the formation of 03 —TAcPPH, and
05 —PdTAcPP products.
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Figure 3. Cyclic voltammograms of oxygen-saturated
DMF/0.1 BuyNBF; on a GC electrode in the absence and the
presence of different concentrations of TAcPPH, (a) and
PdTAcP (b), scan rate 100 mV/s, T=28°C

The gradual decrease in peak current density of the 0, /035
redox couple by increasing TAcPPH, and PdTAcPP
concentrations can be exploited to calculate the binding
constant by applying equation (4) [21],
loglzlogKb +log - 1 - (€3]

(& ig—

where C represents the concentration of TAcPPH, and
PdTAcPP (mol.L'l), K, refers to the binding constant
(L.mol’l), pand i are the anodic peak current densities in
the absence and presence of TAcPPH, and PdTAcPP,
respectively. Figure 3 shows the plot of log(1/C) versus
logi/(1g—1) -
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Figure 4. log(1/C) versus logi/(ig—i) for 03 with varying
concentration of TAcPPH, (a) and PdTAcP (b) in DMF/0.1
BwNBF4, used to calculate the binding comnstants of
05 —TAcPPH, and O3 —PdTAcPP products

The ntercept of the linear fitting of the plot log(1/C) versus
logi/(ig—i)yielded the binding constants from which the
binding free energy was calculated (Table 3).

Table 3. Binding constants and binding free energies values
of 07 —TAcPPH, and O3 —PdTAcPP products

g 2 Kb -AG
Compound Equation R”
@Cmol)  (kJ.mol™)
y=
05 — TAcPPH, 140821+ 0993 241 7.89
1.38201
y=
05 —PdTAcPP 0.73015x+ 0984 1204.5 17.59
3.08082
yv=0841x+
a-Tocopherol 0986 198.6 13.11
2298

The negative values of AG indicate the spontaneity of the
03 —TAcPPH, and O3 —PdTAcPP interactions. whereas ifs
magnitude indicates the weak binding between o5 and
TACPPH, or PATAcPP [22].

3.3. Diffusion coefficients

To calculate the diffusion coefficients of the free radical o3
and its bounded forms 03 —TAcPPH,and O3 —PdTAcPP,
voltammograms were obtained by varying the potential scan
rates, as shown in figure 5, in which all the voltammograms
present well-defined stable redox peaks that could be
attributed to the redox process of the 0,/05 couple.

=)

1 "

)

a
i

8 & 8

20 A o P e 7 R
46 44 12 -0 08 06 04 42 00 02
EM

Journal Name, 2019, Vol. 0, No. 0 5

o
.an?)

I
I(Ea'

-200

f T T T T T T T T
46 44 12 40 48 06 04 02 00 02

1 ;
aﬂﬁ‘
c ? m.i‘:'

r B R T T
-16 14 -12 10 08 06 44 02z 00 02

EW

Figure 5, Succession of cyclic voltammograms at the GC
electrode of free radical 037 (a), 2.65 mM of O35 —TAcPPH,
(b) and 1 mM of O, —PdTAcPP (¢) in oxygen-saturated
DMF/0.1 BuyNBF; at various scan rates (100-500 mV,
increment 100 mV) T = 28° C. The vertical arrows indicate
increasing scanrate.

To further confirm the interaction of 0; radicals with
TAcPPH, and PdTACcPP, the relationship ip, = f (\/1_’) was
plotted before and after the addition of TAcPPH, and
PATACPP, using equation 5 [12].

i=2.69x10°(\n P sc (DN (3)

where 7 is the peak current (A), S is the surface area of the
electrode (cm?), C is the bulk concentration (mol.cm™) of
the electroactive species, D is the diffusion coefficient
(cm’s™") and v is the potential scanrate (V.s).

The linear dependence of the peak cwrent density of both
0; and bounded forms 05 —TAcPPH,and O3 —PdTACPP on
the square root of the potential scan rates suggests that the
redox process is kinetically controlled by the diffusion step,
figure 6.
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Figure 6. ip, vs. \/Vv plots of oxygen-saturated DMF/0.1
BuyNBF; (a) in the presence of 2.65 mM of TAcPPH, (b), 1
mM of PATACPP (c¢), at different scan rates under the
experimental conditions of Figure.5.
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The diffusion coefficients of the free and o5 bound
TAcPPH, and PdTAcPP were determined from the slopes of

Randles-Sevcik plots, with the values summarized in Table

4.
Table 4. Diffusion coefficients values of free and 035

bound TAcPPH, and PATAcPP
Compound Equation R’ D (cmz's'l)
y=0.38243x + §
o7 0998  1.663x10°
- 3.39929
y=0.79566x + 5
O35 —~TAcPPH, 0999  7.199x10°
- B 5.11095
y=0.95704x 5
05 —PdTACPP 0.999 10.41=10°
B +0.64668

The diffusion coefficients of bounded O —TAcPPH, and
035 —PdTAcPP are small when compared to free 05 which is
suggestive of 03 -TAcPPH,and 03 —PdTAcPP product
formation. The reason for the decrease in the diffusion
coefficient of 03 in the presence of TAcPPH, and
PATACPP is due to the higher molecular weight of the
formed products.

4. HOMOGENEOUS KINETICS

In order to calculate the second-order homogenous rate
constant (K) of the kinetic of the free-radical scavenging,
first, the pseudo-first-order rate constants K, for the reaction
of the studied antioxidant compounds and superoxide radical
were calculated using the Nicholson—Shain equation (6) [23].

(©)

where Egis the formal potential of the 0,/05 redox couple
in the free form, Ep, is the anodic peak potential after the
addition of the limit concentration of the studied antioxidant
compounds and v is the scan rate of the potential (mV/s):.
Secondly the values of the second-order homogenous rate
constant (K) for the ligand TAcPPH, and the complex
PATACPP were determined from the following equation 7
[24].
K
=
K = (7

where C is the limit concentration of the studied antioxidant
compounds that permit the obtaining of the pseudo-first-
order condition.

From the K values, the Gibbs energy of activation (AG¥*)
(Table 5) was calculated using the following relationship
[23, 24],

AG*=RT1n %L 8)
hK

where k represents the Boltzmann constant, R is the gas
constant and h is Planck’s constant.
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Table 5. Homogeneous rate constant and energy of
activation for TAcPPH,, PdTAcPP and a-tocopherol

Entry KM'sY AG* (kJ.mol %)
TAcPPH, 0.2 77.73
PdTACPP 1.3 73.02

a-Tocopherol 1.6 75.8
CONCLUSION

In the present work, we studied the interaction of an
electrochemically generated superoxide anion radical with
the ligand meso-tetra-4-actophenyl-porphyrin (PdTAcPP)
and its palladium (II) complex (PdTAcPP) using cyclic
voltammetry techniques. The decrease in anodic peak current
density was exploited to evaluate the binding parameters of
the interaction of 05 with TAcPPH, and PdTAcPP. This
study showed that the radical o5 strongly interacts with
both the ligand and its palladium complex. the anodic peak
current density of the 0,/05 redox couple systematically
decreased as TAcPPH, and PdTAcPP concentration was
gradually increased in solutions containing a fixed
concentration of o3 radicals. This decrease in anodic
current densities is ascribed to antiradical activity for the
added ligand and its complex. ICs), as antioxidant activity
coefficients and binding constant values all showed that the
complex PdTAcPP has higher antiradical activity and
binding strength. The negative values and the magnitude of
the binding free energy indicated, respectively, the
spontaneity and the electrostatic interaction of 05 with the
ligand TAcPPH, and its complex PdTAcPP as the dominant
mode. The diffusion coefficients of the free and 035 bound
forms were evaluated by the application of the Randles-
Seveik equation. The low diffusion coefficient of the
bounded 037 —TAcPPH,and O3 -PdTAcPP compared to that of
the free 03 evidenced the formation of a product which
diffuses more slowly than the free o7 radical. The
homogenous rate constants of O3 -TAcPPH, and
05 —PdTAcPP interactions were equal to 0.2 and 1.3 M’ s,
respectively.
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Conclusion générale

C’est ainsi que nous marquons la fin de notre modeste recherche qui s’est basée sur deux parties

essentielles ;

Dans la premiére partie , nous avons tenté d’étudier l'interaction qui existe entre un radical
anion superoxyde généré électrochimiquement et des dérivés porphyrines, en utilisant des

techniques de voltamétrie cyclique.

D’abord la diminution de la densité de courant de pointe anodique a été exploitée pour évaluer
les paramétres de liaison de cette interaction. Cette étude a montré que le radical O; interagit
fortement avec les deux dérivés porphyrines. Ensuite, cette diminution de la densité de courant
anodique a été attribuée a l'activité antiradicalaire du ligand ajouté et de son complexe. Enfin,
La ICs, les coefficients d'activité antioxydante et les valeurs des constantes de liaison de tous
les dérives étudiés ont montré une activité antioxydante plus élevée que celle de I’antioxydant

standard a-tocophérol.

Par ailleurs, les valeurs négatives et lI'ampleur de I'énergie libre de liaison ont indiqué la
spontanéité et l'interaction électrostatique de O; avec les dérives de la porphyrine. C’est ainsi
que, les coefficients de diffusion des formes libres de O; ont été évalués par lI'application de

I'équation de Randles-Sevcik.

Quant a la deuxieme partie de notre travail de recherche , celle-ci, était consacrée a I’étude de
I'interaction de I'ADN avec les dérivés des porphyrines ,en utilisant des techniques de
voltamétrie cyclique et de spectroscopie électronique .C’est ainsi que les énergies libres de

liaison des dérivés du porphyrine avec I'ADN ont été déterminées .

En effet , les valeurs de I'énergie libre de liaison obtenues par voltamétrie cyclique étaient tres

proches de celles obtenues par la spectroscopie électronique.

Les résultats expérimentaux obtenus ont été confirmés par une étude d'arrimage moléculaire

par ordinateur a l'aide du logiciel d'arrimage moléculaire AutoDock.

Nous avons conclu que les études d'amarrage donnent une bonne approximation des données
expérimentales et ont montré que tous les dérivés de la porphyrine étudiée sont placés dans la
rainure mineure de I'ADN, en outre, le type d'interaction était automatique de nature

électrostatique dans tous les cas.
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