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Introduction

La d6couverte de nouvelles r6actions, capables de former plusieurs liaisons, en une seule

6tape, avec de bons rendements globaux, tout en respectant I'envirofirement est donc

devenue un d6fi important pour le chimiste, Ainsi, les r6actions multi composants (MCRs) qui

rdpondent d l'ensemble de ces critdres, jouent un r61e innovateur et font I'objet d'une

attention toute particulidre, ainsi constitue un excellent outil de synthise pour repondre A cette

attente.lll

Les r6actions multi-composantes sont d6finies comme 6tant des processus permettant

d'assembler, dans un seul pot, one-pot en anglais (qui veut dire dans le mOme r6acteur), au

moins trois r6actifs qui vont participer d la structure du produitfinal. Ces rdactions sont des

proc6d6s trds efficaces qui r6unissent la rapidit6, 1a diversit6 et lacomplexit6 stucturale.

Lorsque de telles rdactions permettent de combiner des produits de d6par"trnajoritairement

commerciaux ou ais6ment accessibles, elles deviennent de bons outils pour lesindustries

pharmaceutiques, afin de cr6er des chimiothdques destindes au criblage i haut d6bit.

La premidre MCR est attribu6e i Sfrecker qui, en 1850, a r€alisd la synthdse d'c,-amino-

acides. En 1882, la synthdse effectu6e par Hantzsch de l,4-dihydropyridines lors d'une

r6action ente deux moldcules de p-c6to-ester et un ald€hyde dansl'ammoniaque, est

consid6r6e comme la premidre synthdse multi composant d'h6t6rocycles, eta fait l'objet de

nombreuses 6tudes.l2l

La dihydropyridine est un motif structural appartenant aux h6terocycles i sixcha?nons dont

l'atome d'aznte occupe l'un des sommets, C'est une zubstancesynthdtique qui a fouv6 son

application dans divers domaines tels la biologie, lam6decine...etc.[3'4]

Aprds la synthdse de Hantzsch, les 6tudes pharmacologiques ont montr6que La

dihydropyndine et ses d#vds possddent le pouvoir de conkdler f influx ducalcium aux

cellules, ce qui a amen6 i les utiliser dans le traitement del'hypertension art6rielle et les

angines de poitrine.ls'6lp6r"ttttoent, d'aukes activitdspharmacologiques, qui n'ont pas un

rapport avec les canaux calciques, ont 6t6prouv6es : il s'agit de propri6t6 anti-amn6sique, anti-

conwlsant, anti diab6tique, anti -infl ammatoire, anti -oxydante . . . etc. I7l

En plus de leur importance biologique, ils sont 6galement des partenairescl6s largement

utilis6s en synthdse organique cofirme interm6diaires dansplusieursr6actions d'oxydation, de

r6duction, d'alkylation ... etc.l81

Le prdsent favail a comme objet 1'6valuation de 1'activit6 anti-oxydante de quelques 1,4-

dihydropyndines portant des fragments ur6e et thiourde sur le groupe ph6nyle en position 4 de

l'hdterocycle (Figure In. 1 ).
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Figure In.l. Stucture g6ndrale des composds faisant l'objet du pr6sent travail.

Une des 6tapes c16 de synthdse de ces mol6cules est la r6action multi composant de Hantzsch,

dont nous avons montrd l'importance ci-dessus. Ces mol6cu1es ont 6t6 fournies par M. Stiti

Mohamed Zakaia, un doctorant au laboratoire de pharmacologie et de phytochimie

(universit6 de Jijel), dont le directeur de thdse est le professeur SmailKhelili. En effet, elles

font partie de son travail de thdse et il les a 6valuds sur d'autres moddles biologiques, lors

duguel elles ont montr6 une activit6 vasodilatatrice kds marquds (Article soumis au

'ChemicalPapers').

Le pr6sentm6moire, qui commence par une introduction gdnerale, est organisd en quatre

chapitres. Le chapihe I comporte les donndes de la liu6rature concernant les 1,4-

dihydropyridineg incluant leurs propri6t6s pharmacologiques et la m€thode de synthdse des

compos6s faisant l'objet de ce havail. Puisque l'objet de ce travail est la ddtermination de

I'activite anti-oxydante de compos6s cit6s ci-dessus, le chapitre II a 6t6 consacr6 i rappel

bibliographique sur le stess oxydatif, les espdces rEactives de i'oxygdne et sur les

antioxydants natwels et synth6tiques. Le chapike III comporte les r6sultats obtenus et leur

discussion et finit par une conclusion. Le chapitre IV inclue la partie exp6rimentale qui ddorit

le materiel et les m6thodes utilis6es et les protocoles exp6rimentaux appliqu6s. Le Manuscrit

est cl6tur6 par une conclusion generale et des r6sum6s en arabe, frangais et anglais.
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Chnpitre I

Gdndralitds sr,lr les DHPs



I.1. Introduction

Parmi les diffdrents isomdres de la dihydropyridine, les d6riv6s 1,4-dihydropyridines

mdritent une attention sp6ciale, non seulement pour leurs propri6t6s chimiques mais

particulidrement pour leur importance pharmacologique croissante. La diludine, le foridone,

le c6r6brocrast et la glutapirone sont des substances repr6sentatives de l'utilisation des

d6riv6s du 1,4-dihydro-2,6-dim6thyipyridine-3,5-dicarboxylate de di6thyle dans 1e domaine

m6dica1.tll Le diludine est un antioxydant.l2l Vu ses propri6t6s radio-protectives, il est

courafilment utilis6 pour diminuer les effets secondaires de la radioth6rapie dans le

traitement des maladies canc6reuses (Figure I.l ).ls-41
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1,4 -dihydropyridines d' int6r6t biologique.

Le foridone (riodipine) est un anti-hypertensi{ anti-angine, utilis6 plus

particulierement quand les maladies cardiovasculaires s'accompagnent d'asthme et

d'hypertension pulmonaire. Isl

Le cer6brrocrast est un nouveau composd trds actif, Il a un effet neurotropique {anti-

amn6si que), anti-hyp oxi que, antidiabdtiqu e, et anti -infl ammatoire. t6l

La glutapyrone, sel de sodium de I'acide 2-(2,6-dimdthyl-3,5-di6thoxycarbonyl-1,4-

dihydropyndine4-carboxamide glutarique, possdde une large vari6t6 d'activitds biologiques

(neuromodulateur, neuror6gulateur, anti-conwlsant et anti-arythmiQue).lul

Guidd par l'int6rdt th6rapeutique de cette nouvelle classe de mol6cules (DHP), les

cherchzurs ont synthdtis6 de nouvelles structures qui ont 6t6 utilisdes comme m6dicaments

H

Glutapyrone

Figure I.1. Structures de quelques
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vitaux dans le traitement des maladies cardiovasculaires telles que l'hypertension artdrielle,

l'angine de poitrine et I'arythmie cardiaque.lEl

I.2. Int6r0ts biologiques des dihydropyridines (DHP)

I.2.1. Inhibiteurs des canaux calciques (ICa**)

Les l,4-dihydropyridines sont des inhibiteurs calciques ou antagonistes du calcium,

des m6dicaments qui permettent d'inhiber le transfert membranaite du calcium dans les

cellules nrusculaires cardiaques et les cellules musculaires vasculaires. Ils diminuent les

r6sistances p6riph6riques vasculaires et la consommation en oxygdne du myocarde (Figure

I.21.rot'

Figure I.2. Exemple de 1,4-Dihydropyridines Inhibiteurs des canaux caiciques.

I.2.2. Activit6 antituberculeuse

Des sdries de 1, 4-dihydropyridines non zubstitudes sym6triques et asymdtriques ont

6t6 6tudi6es pour une activit6 antituberculeuse [10]. Comme exemple, on peut citer ceux de la

figure I.3.tlol
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Figure t.3. Skucture g6n6rale d'agents antituberculeux a base 1,4-dihydropyndine.tl0l

I.2.3. Activitd anticanc6reuse

On retrouve dans la littdrature de nombreuses mol6cules permettant de contrOler les cellules

tumorales. Parmi ces moldcules onretrouve les d6riv6s de 1,4-dihyropyridine. En effet, on

peut citer comme exemple les travaux de Kazuoohishi et al. qui ont montrdl'effet

int6ressantde AC394 qui potentialise l'effet anti-tumoral et anti-m6tastasique de I'adriamycin

dans 1e cas du cancer du c6lon chezla sourie (Figure I.4).t111

Figure I.4. Structure chimique du AC394.

I.2.4. Activit6 anti-oxydante

Dans ces demieres ann6es, une importance particulidre a €t6 accordde aux propri6t6s anti-

oxydantes. Le fragment 1,4-dihyropyridine et trds souvent 6te 6tudes pour leur capacit6 anti-

oxydante. RathinamRamesh et al. ont synthdtis6 une sdries de 2,6-dramino-4-aryl-1-

propylelcyclohexyl-1,4-dihydropyridine-3,5-dicarbonitrile en utilisant la condensation de

Hantzch i nois compos6s, le malononitrile et d6verses ald6hydes et amines (Figure I.5;.ltzt

OMe
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Figure I.5. Structure chimique de quelques agents antioxydant d base du noyau

dihydropyridine,

Les composds ont 6t6 waluds comme des anti-oxydants in vitro en utilisant la technique de

pi6geage des radicaux DPPH.Certains des compos6s test6s sont montr6s une propri6t6

antioxydant remarquable en particulier les compos6s contenant un halogdne.Parmi les

compos6s test6s, les deux mol6cules A et B pr6sentent une bonne activit6 antioxydant plus

proche du m6dicament standard (Acide ascorbique), qui peut 6tre attribu6e i la prdsence d'un

fragment de chlore sur le noyau aryls.ltzl

I.2.5. Activit6 antidyslipidEmique

AtulKumar et al. ont qynth6tis€ des N-aryl-1,4-dihydropyridines et les ont cribl6s pour leur

6ventuelle activit6 antidyslipid6mique. Certains doenfie eux ont pr6sent6 une

antidyslipid6mique activit6 prometteuse [abaissement des lipides et des et des triglycerides

(TG)l in vivo et in viho (Figure I.6;.ltrt
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Figure L6. Sfiucture g6n6rale de 1,4-dihydropyridines possddant acfivitd anti-

dyslipid6mique,

I.2.6. Activitds analg6sique anti-inflammatoire

Shrikanth Ulloora et al. oilt synth6tis6 une s6rie de 1,4-dihydropyridin4-yl-

phenoxyacetohydrazones et ont 6valu6 leur propri6t6s pharmacologiques (Figure l.'l1.ttn tu

plus part des compos6s ddcrits dans cette 6tude ont prdsent6 des activit6s analg6sique anti-

inflammatoire trds signifi catives.

H
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Figure I.7. Structure g6nerale de 1,4-dihydropyridin4-yl-phenoxyacetohydrazones dot6s

r)

d' activit6s analg6sique anti-infl ammatoire.



1.2.7, Activit6 anti-ulcire

Subudhi et al. ont d6crits des l,4-dihydropyridines et leur de

sulfanilamide dotdes d'une bonne activit6 anti-ulcdre (Figure L8).

bases de Mannich avec le

I15I

H'czoocvL.cooc2Hs

,,"4*4"*. rff'o2NH2" L_*r{_/
Figure I.8. Structure g6n6rale bases de Mannich de 1,4-dihydropyridines avec le

sulfanilamide.

I.3. La synthise originale des 1,4-dihydropyridines (R6action de Hantzscho 1882)

La premidre dihydropyridine (ou esters de Hantzsch) a 6td synth6tis6e pour la premidre fois

par Arthur Hantzsch en 1882, of il a pr6pard le 1,4-dihydro-2,6-dimdthylpyridine-3,5-

dicarboxylate de di6thyls.lt0t Cefte r6action implique une condensation d'un ald6hyde (1

mol6cule), un d6riv6 1,3 dicarbonyl6 (ac6to-acltate d'6thyle, 2 mol6cules) et l'ammoniac (1

mol6cule) dans I'acide acdtique ou dans l'6thanol i reflux pendant quelques heures.

Cependant, ies rendements des 1,4-DHPs obtenues par cette m6thode 6taient gen6ralement

bas (Sch6ma III.1).

EIO2E- _ -a _-GOzENH4oH ll ll

- 
.-> 

MCAN,,,\ME
EIOH, A H

Sch6ma I.1. Rdaction originale de Hantzsch pour la synthdse des 1,4-dihydropyridines.

A nos jours, la synthdse de Hantzsch est consid6r6e comme la m6thode la plus simple et la

plus utilis6e polu I'accds i de larges librairies de 1,4-dihydropyridines (1,4-DHPs) en faisant

intervenir differents alddhydes et differents compos6s dicarbonyl6s d m6thyldne activ6, et en

utilisant differents catalyseurs qui sont de plus en plus performants.

Ces catalyseurs sont de natures variables comme les acides de Lewis, Les bases de Lewis, Les

supports solides, les heteropolyacides, les liquides ioniques, les micro-ondes et 1'ultra-son.t17-
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I.4. Synthises des mol6cules ir tester

Les mol€cules faisant I'objet du prEsent fiavail ont 6td fournies par M. Stiti Mohamed

Zakaia, un doctorant au laboratoire de pharmacologie et de phytochimie (Universit6 de Jijel),

dont le directeur de thdse est le professeur Smail Khelili. Elles font partie du travail de thdse

de M. Stiti (Thdse non encore soutenue et article soumis au journal 'chemical papers' poul'

expertise). La voie de synthdse de ces mol6cules est pr6sent6e dans le sch6ma IIL2 ci-dessous.

La premidre 6tape repr6sente la r6action de Hantzsch impliquant 1'ac6to-ac6tate d'6thyle, le 4-

nirobenzald6hyde, I'acetate d'ammonium comme source d'ammoniac, l'dthanol comme

solvant, le tout chauff6 i reflux en pr6sence de nitrate de calcium, ce fournit le compos6 1. La

deuxidme est une r6duction du groupe nitro en groupe amine, utilisant I'hydrogenation

catalytique sous pression d'hydrogdne (10 bars), en pr6sence de palladium sur charbon (5%),

dans le mdthanol, ou le formiate d'ammonium (comme d'hydrogdne) d reflux de 1'6thanol, en

pr6sence de palladium sur charbon (5%) comme catalyseur, ce qui fournit I'amine 2. La

dernidre 6tape qui fournit les composds d tester 3a-j, l'amine 2 ftagit avec divers isooyanate

ou isothiocyanate aryle ou d'alkyle dans le dichlorom6thane (CHzClz) comme solvant i
tempdrature ambiante.

10
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Sch6ma I.2. Sch6ma de synthdse de moldcules d tester. Rdactifs : (i)= Ca(COz)z,4HzO, EtOH

i reflux; (ii)= H2 (10 bars), Pd/C (57o), M6thanol, 65oC ou (iii) Pd/C (5%), HCOONH+,

EIOH i reflux ; (iv) RNCO ou RNCS, CKzClz,temp6rature ambiante.
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II. Activitd anti-oxvdante

II.1. Introduction

Les radicaux libres, les espdces rdactives d'oxygdne (EROs), le stress oxydant et antioxydants

deviennent des termes de plus en plus familiers aux professionnels de la sant6 et m€me pour

le grand public. De nombreux ffavaux ont d6montrd que notre organisme produit EROs dont

il doit se prot6ger. Cette ddcouverte sera le point de ddpart d'une intense recherche

scientifique dans le monde entier sur le stress oxydant et les antioxydants. Par ailleurs,

plusieurs m6thodes ont 6t6 adapt6es pour dvaluer et mesurer les dommages oxydatifs caus6s

aux lipides, d I'ADN et aux prot6ines, afin d'identifier les sources g6n6rafices de stress

oxydant, et de d6terminer les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques.lll

II.2. Les radicaux libres

IL2,1. D6finition

Un radical libre (RL) est une entit6 chimique (atome, ion, mo16cu1e, fragment de

mo16cu1e) capable d'exister sous forme ind6pendante, contenant au moins un 6lectron libre

sur sa couche externe, augmentant considdrablement sa r6activit6 par ndcessit6 de se combiner

avec un autre Elecfton pour atteindre la stabilit6 selon un ph6nomdne d'oxydation. Sa durde de

vie est trds courte (quelques millisecondes voir quelque nanosecondes) et il est syrnbolisd par

un point qui indique ori i'61ectron libre se situe (Exemple : 'OH).12I

Les radicaux libres peuvent 6tre formds par trois proc6d6s :

{ Addition d'un 6lectron libre d un non radical.

{ Perte d'un dlectron par un non radical.

{ Scission homolytique d'une liaison covalente.

11.2.2. Nature et sources des radicaux libres

Le radical libre le plus simple est l'atome d'hydrogdne avec un proton et un dlecfton unique.

Les radicaux libres peuvent 6galement 6tre des radicaux centr6s d'oxygdne, d'azote ou de

carbone. Les radicaux qui endommagent les systdmes biologiques sont, en particulier, des

radicaux librres d'oxygdne, plus connus sous le nom d'espdces r6actives de l'oxygdne ou

@RO$ (en anglais : Reactive Oxygen Species ou ROS). Ils sont les principaux sous-produits

formds dans les cellules a€robies, et peuvent initiEr des r6actions auto-catalytiques de sorte

que les mol6cules auxquelles elles r6agissent, elles-mOmes soient converties en radicaux

libres pour propager la chaine des dommages.l2l
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Laprinaipale source des radicaux O2' et HzOz, pendant le mdtabolisme 6nerg6tique cellulaire,

est la chaine respiratoire. Les mitochondries ont 6t6 identifi6es comme responsables de

i'initiation de la plupart des rdactions des radicaux libres se produisant dans les cellules. Il y a

6galement d'autres sources cellulaires des radicaux libres telles que I'enzyme xanthine

oxydase (qui catalyse la r6action de I'hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide

urique), le cytochrome P450, les peroxysomes, les microsomes et les macrophages au cours

de I'inflammation. Les ROS peuvent aussi Otue produits par une multitude de sources

exogdnes telles que les x6nobiotiques, les compos6s ch1or6s, les agents environnementaux, les

mdtaux (redox et non redox), les ions et 1es rayonnements.t3l

II.2.3. Les diff6rents types des radicaux libres

II.2.3. 1. Espices r6actives oxydantes radicalaires

II.2.3.1.1. Anlon superoxyde 02-

C'est l'une des premidres espdces oxydantes radicalaires (EOR) d 6tre form6es, par r6duction

d'une mol6cule d'O2 (Eq. U.1).13'41

oz *e- 
$'f'.'o:i 

oz" Eq.II-1

Sa demi-vie longue compar6e aux autres EOR est conffebalanc6e par le fait que les membranes

biologiques lui sont relativement impermdables; il reste ainsi moyennement dangereux. Il peut

conduire i la formation de HzOz(Eq. [.2).
sCID

2Oz" +2lf ---+ I{2O2+ 02 Eq. rr,2

Cette reaction peut €tre ben6fique comme d6l6tere pour I'organisme :

{ b6n6fique car on passe d'une espdce trds oxydante -(1e radical superoxyde) i une

espdce moins oxydante iH2Oz) ; c'est d'ailleurs l'6tape catalys6e par une enzyme

antioxydante la Superoxyde Dismutase (SOD).

'/ d6l6tdre car le H2O2 peut 6tre d l'origine d'auffes EOR, par La r6action de Fenton

catalysde par ies ions de fer ou de cuiwe.

11.23.1,.2. Radical libre hydroxyle ('OH)

C'est le radical le plus dangereux dans l'organisme car il est toxique. Il est form6 lors de la

r6action de l'anion superoxyde avec le peroxyde d'hydrogdne (Eq. II.3), ou par r6action de ce

dernier avec les ions ferreux (Eq. II.a). Il joue un r61e dans I'auto oxydation lipidiquss.13'al

HzOz+ Oz'- + lf---+HO' +FI2O Eq. rr,3
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fuOr+ Fe2* -+'OH + OH + Fe3* Eq.II.4

II.2.3.1.3. Le monoxyde d'azote (NO')

Le monoxyde d'azote (NO.), une espdce rdactive d'azote (an anglais reactive nitlogen species

ou RNS), est produit de manidre endogdne d partir de la L-arginine, de I'oxygdne et du

NADPH (Nicotinamide ad6nine dinucl6otide phosphate) par plusieurs enzymes d'oxyde

nitrique synthdse (NOS) en rEponse d un certain nombre de stimulus physiologiques. Le NO.

est une espdce trds rdactives, il repr6sente le messager mol6culaire id6al, il est impliqud dans

le rdglement dbn certain nombre de fonctions y compris la tension art6rielle, phagocytes et

l'activitd antirnicrobienne, hom6ostasie endoth6liale et neuronale, adhdrence de plaquette et

de leucocyte, et f induction de I'apoptose. t3'41

La glneralion spontan6e de 1'O2.- et de radical NO. favorise la formation de peroxynitrite

(Eq. IL5) qui est un produit kds toxique, un RNS lui-mOme capable d'induire la peroxydation

lipidique et la nitration de prot6ine. t3' 4l

Oz'- * NO' --+ ONOO-Eq.II.5

11.2.3.1.4. Les radicaux alkyles ft., alkoxlles RO'et peroxyles ROO.

L'oxydation de la membrane cellulaire par le radical hydroxyle conduit d la formation de

radicaux peroxyles ROO'. La ddgtadation de ces derniers suivant la r6action de Fenton

conduit i la formation de radicaux alkoxyles hautement r6actifs (Eq. IL61.ls' 
rl

ROOH + Fe2* --+ RO' + OH + Fe3* Eq.Ir.6

11.23.2. Espices r6actives d'oxygdnes non radicalaires

Il.2 3,2..1. Oxygine singulet ( 
I 02)

Lorsgue de l'6nergie est apport6e d l'oxygdne, celui-ci passe dye1a;t singulet quirepr6sente sa

forme activ6e. C'est une forme kds 6nerg6tique de grande rlactivitl qui peutoxyder de

nombreuses mol6cules. Il est form6 d partir de l'ion superoxyde (Eq. II.7).151

'O-O' + tO, 
Eq.II.7

II.2 3.2.2. Le peroryde d' hydrogbne (HzOz)

Il est relativement stable, possdde une demi-vie longue, et les membranes

biologiques lui sont perm6ables. 11 est peu dangereux en soi pour la cellule, mais il constitue

la source du radical hydroxyl HO', qui est plus toxique, d travers la rlaetion de Fenton @q.
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Il.4).Certains auteurs prdfdrent alors considerer la rdaction de l'anion zuperoxyde avec le

HzOz, catalys6e par un ion m6tallique tel que le fer ; cette rdaction est appel6e r6action

d'Haber-Weiss (Eq. IL8).tsl

'O2- + HzOz ---+ 'OH +OH-*O2 Eq.II.8

11.2.3.2.3. Le peroxynitrite NOr-

Son apparition est exff6mement rapide, et se produit par une r6action enfi'e deux EOR

produites trds vite au cows du processus de stress oxydant (Eq. IL9),tsl

02- + No '+ oNoo- 
t* 

* oNooH Eq. rr.9

A f instar du radical hydroxyle, Nos'est une EOR qui cause beaucoup de dommages aux

composants cellulaires. Isl

a) L'acide hypochloreux HOCI

Essentiellement produit par les myeloperoxydases (MPO) leucocyfaires d partir de peroxyde

d'hydrogdne et d'ion chlorure (Eq. II.10).tsl

I{zOz+ }f + Cl- + I{2O + HOC1 Eq. rr.to

1L2.4. Rdles physiologiques des radicaux libres

Les radicaux libres constituent des espdces ehimiques dangereuses, capables d'engendrer un

nombre important de maladies. Cependant ces espdces sont indispensables i la vie, i1s

remplissent de trds nombreuses fonctions cellulaires.

Les radicaux libres participent au fonctionnement de certaines enzlrrnes, la transduction de

signaux cellulaires, la d6fense immunitaire confe les agents pathogdnes, la desffuction par

apoptose des cellules tumorales, 1a r6gulation de la dilatation capillaire, le fonctionnement de

cErcains neurones et notamment ceux de la m6moire, la f6condation de I'ovule Et la

r6gulation des gdnes. Iq

11.2.4.1. Le stress oxydant

1I.2.4.1.1. D6finition

Le stress oxydant est ddfini comme un ddsequilibre entre les processus biochimiques de

production des EROs et ceux qui sont responsables de leur contu61e et 6limination.l7l Ce

d6s6quilibre peut se produire quand le systdme de d6fense antioxydant est surmene par
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l'augmentation des oxydants ou lorsque les ddfenses sont affaiblies par une carence d'apport

etlou de production d'antioxydants.tsl L'6quilibre ou hom6ostasie redox est perturbd et les

cellules deviennent vulndrables aux attaques par les ERO.

11,2,4.2, Les consdquences mol6culaires du stress oxydatif

La production excessive des radicaux libres provoque des l6sions directes des mol6cules

biologiques : oxydation de I'ADN, des prot6ines, de lipides et des glucides, mais aussi des

l€sions secondaires dues au caractdre cytotoxique et mutagdne des m6tabolites lib6r6s

notamment lors de l'oxydation des lipides.lel Les principales cibles radicalaires sont :

1I.2.4.2.1. Lipides (Peroxyd ation lipidique)

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsatur6s sont la cible privil6gi6e de

l'attaque par leradical hydroxyle capable d'arracherunhydrogdne sur les carbones situds entre

deux doubles liaisons, pour former un radical didne conjugud, oxyd6 en radical peroxyle.

Cette rdaction appelde peroxydation lipidique forme une r6action en chatne car le radical

peroxyle form6 se transforme en peroxyde au contact d'un autre acide gras qui forme un

nouveau radical didne conjugu6, Le radical peroxyle, aprds dvolution en un peroxyde cyclique

et coupure de la moldcule, peut lib6rer diff6rentes alddhydes toxiques dont le

malonaldialdehyde (MDA) ou I'hydroxynon6nal. Cette attaqle des lipides peut concerner les

lipoprot6ines circulantes ou les phospholipides mernbranaires. Les consdquences seront

differentes : I'attaque des lipides circulants aboutit d la formation de lipoprot6ines de densit6

l6gere (LDL) oxyd6es qui, capt6es par des macrophages, formeront le d6p6t lipidique de la

plaque d'ath6rome des maladies cardiovasculaires, alors que I'attaque des phospholipides

membranaires modifient la fluidit6 de la membrane et donc le fonctionnement de nombreux

r6cepteurs et tansporteurs et la ffansduction des signaux.fel

11.2.4.2.2. Protdines (orydation protdique)

L'action des radicaux lib'res a lieu sur les chaines laterales de certains acides amin6s comme le

thiol des cystEines. A proximit6 des sites de liaison d'ions m6talliques peuvent se d6rouler des

r6actions d'oxydation qui produisent des acides amin6s anormaux. Les radicaux libres sont

dgalement responsables de la formation de ponts disulfrues qui modifient la conformation des

prot6ines et nuisent i leur activit6 biologique (activit6 enzymatique, transduction d'un signal

ou systdme de transport).tl0l
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11.2.4,2.3, Dommages oxydatifs de I'ADN

L'ADN, qu'il soit nucl6aire ou mitochondrial, est 6galement une cible majeure des

ROS. Les radicaux O:'- et'OH provoquent des l6sions de I'ADN. Ceux-ci peuvent en effet

interagir avec les d6soxyriboses de I'ADN mais aussi avec ses bases puriques et pyrimidiques.

Ces altdrations structurales lorsqu'ellss ne sont pas r6par€es enka?nent i long terme des

altdrations g6niques : cassures chromosomiques, mutations, d6l6tions, et amplifications, d

l'origine d'un dysfonctionnement au niveau du mCtabolisme prot6ique (Figure II.l;.rtt

Cassure Simple t\-
Brin (CSBj

Adduits, Pontages

inlra brins Pontage
-Protdine

Modification de base
(Oxydation)

Sile abasique

Figure II.l.Les diff6rents dommages d I'ADN provoques par le stress oxydant.

11.2.4,2,4, Cihles glucidiques du stress oxydant

Les EROs agissent essentiellement sur le glucose et sur les prot6oglycanes (pr6sents en

grande quantitd dans les cartilages). L'oxydation du glucose (ou gluyco-oxydation) s'effectue

par deux m6canismes qui aboutissent tous deux dL la formation de produits finaux de

glycosylation (PF6;. Ir zl

1/ Oxydation stricto sensu (au sans strict)du ghlcose en derivds carbonyl6s qui donnent

des PFG en r6agissant avec une prot6ine;

r' Glycosylation non enzymatique des prot6ines (rdaction de Maillard), r6zultant un la

formation d'une liaison covalente entre un ose et des groupements amin6s libres d'une

proteine aboutissant d la formation de PFG, aprds attaque de cette prot6ine glyqu6e

par des EOR (.OH et No3'surtout).

II.2.5. Les antioxydants

IL2.5.1. D6linition des antioxydants

La production des RLs est r6gu1€e par noffe organisme qui a d6velopp6 des moyens de

ddfense antioxydants qui protdgent confi'e les effets potentiellement destructeurs des RLs. Un

antioxydant peut 6tre d6fini comme toute substance eapable, d concentration relativement
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faibie, d'entrer en comp6tition avec d'autres substrats oxydables et ainsi retarder ou empdcher

l'oxydation de ces substrats.ll3]

Un antioxydant id6al dewait 6te ais€ment absorb6 et 6teindre des RLs, et chdlate les

m6taux aux niveaux physiologique approprids. Quelques antioxydants peuvent agir I'un sw

I'autre avec d'autres antioxydants r€g6nerant leurs propri6t6s originales. Ce m6canisme

d6sign6 souvent sous le nom du 'r6seau antioxydant'.llal

II.2.5.2. Classification et m6canismes d'action des antioxydants

11.2.5.2.1, Systimes antio xydants e nzymatiques

Pour contr6ler la production permanente des ROS, les organismes vivants possddent des

systdmes de d6fense qui les protdgent contre les dommages des ROS. Ces ddfenses permettent

de maintenir la concentration en espdces radicalaires i un taux basal (hom6ostasie

physiologique). En effet, elles possddent une grande affinit6 pour les ROS, avec lesquelles

elles r6agissent trds pour les neutraliser rapidement.tlsl

{ Les Superoxydes Dismutases (SOD)

Ce sont des m6tallo-enzymes qui catalysent la dismutation de l'anion superoxyde.Cette

r6action chimique catalys6e par la SOD n6cessite un milieu acide et va permetfre d'agir

simultandment avec 2 anions superoxydes aboutissant i la formation de dioxygdne et de

peroxyde d'hydrogdne.

(Eq. II.11):

2Oz'+ 2I{ - HzOz * Oz @q.II.11)

Elles sont pr6sentes dans la majorit6 des organismes vivants et chez les eucaryotes, ce sont

des enzymes ubiquitaires. Il existe plusieurs superoxydes dismutases (SOD) qui different par

leur cofacteur (Mangandse, Cuiwe ouZinc),leur structure et leur localisation cellulaire.tlfl
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Figure II.2. Structure tridimensionnelle du superoxyde dismutase.

{ La cntalase

C'est une enzyme que I'on retrouve principalement au sein des peroxysomes,

h6patocytes, les 6rythrocytes et les cellules r6nales (Figure II.3;.ltst

dans les

Figure II.3. Sfucture kidimensionnelle de la catalase

Elle catalyse la dismutation de peroxyde d'hydrogdne en oxygdne et en eau (Eq. II.12).

2 HrOz --+ 2 H2O * Oz Eq. II.12

{ La glutathion peroxydase (GPX)

Les e,nzymes de cette famille sont Selenium-d€pendante. La glutathion peroxydase (GPX) est

pr6sente dans le cytoplasme oti elle joue un r6le majeur dans la rdgulation de l'6tat redox

physiologique intracellulaire des c ellu I es vas culaires (Figure II.4;. I t st
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Figure IL4. Structure kidimensionnelle de la glutathion peroxydase.

F.lle catalyse la r6duction des hydroperoxydes (HzOz), et des peroxydes lipidiques en utilisant

le glutathionr6duit (GSH) comme donneur d'hydrogdne (Eq. II.13;.ttst

2 GSH + I{zOz +GSSG + 2H2O Eq. rI.13

{ L'hime oxygdnase

L'hdme oxyg6nase d6grade l'hdme (pro-oxydant) en biliverdine, puis en bilirubine qui est un

antioxydant, en CO et en fer, et peut prdvenir l'oxydation des LDLs. On distingue I'hdme

oxyg6nase constitutive et inductible. Cette demidre est induite par le stress oxydant et les

LDLs oxyd6s (ox LDLs), et possdde un effet antiathdrogdne chez la souris.llsj

,/ Les thior€doxines (TRx) et la thiorddoxine r6ductase (TRxR)

Les thiorddoxines sont des enzymes i activit6 anti-oxydante intrinsdque cofiune toutes les

protdines d groupement thiol (SH). Elles jouent aussi un r61e important dans la rdgulation du

systdme immunitaire. Une fois oxyd6e, la thior6doxine est r6duite par la thior6doxine

r6ductase (TRxR) qui est une enzyme poss6dant un groupement s6l6nocyst6ine dans son site

actif. La TRXR intervient aussi dans la d€gradation des peroxydes lipidiques et du peroxyde

d'hydrogdne et dans lardg6n6ration du radical ascorbyl en acide ascorbique.llq

11.2.5.2.2. Les systBmes antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants sont des agents redox qui r6agissent (effet scavenger) avec les oxydants et

soit stoppent, soit ralentissent les processus d'oxydation.llsl
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{ Glutathion

Le glutathion est le thiol le plus abondant dans les organismes et les systdmes vivants. C'est

un kipeptide constitu€ d'acide glutamique, de cyst6ine et de glycine (1-L-Glutamyl-L-

cyst6inylglycine). Il est antioxydant par son caractdre nucldophile et radicalaire. Le

mdcanisme par lequel il neutralise les radicaux libres est prdsentd par 1'6quation II.14 (Eq.

II.14;.ltst

GSH + 'OH ---+ GS'+ II2O

2 GS' ---+ GSSG Eq.Ir.l4

{ Acide Urique

L'acide urique est un pi6geur de 1'O2, des radicaux peroxyles et hydroxyles (Roz'et HO'

respectivement), de I'ozone et de HCIO. La r6action de i'acide urique avec ces ROS g6ndre

des radicaux moins r6actifs que Ho'.tlsl

,/ Les prot6ines de stockage des m6taux de transition

Des prot6ines liarrt les m6taux (tansferrine, c6ruloplasmine, etc,), l'albumine ou

l'haptoglobine dimimrent le taux des ions m6talliques libres en les complexant avec en

cons6quence, une diminution de leur pouvoir oxydant. A titre d'exemple, la rdaction de

Fenton entre le fer (ou cuivre) et I'eau oxyg6n6e ne se fait pas en absence du m6tal.

{ Les vitamines

La vitamine E ou o-tocopherol, est un antioxydant liposoluble, elle se localise entre leschaines

d'acides gras des phospholipides qui constituent les membranes et les lipoprot6ines. Le r6le

essentiel de la vitamine E est de capter les radicaux peroxyles lipidiques RO2 Qui propagent

les chaines de peroxydation. La partie active de la mol6cule 6tant la fonction ph6nol

r6ductrice. Celle-ci perd facilement un atome d'hydrogene et se transforme en radical u-

tocopheryle, tandis que le radical peroxyle est r6duit en une mol6cule d'hydroperoxyde @q.

r.1s).

ROr' + a-TH ---+ RO2H +a,-T Eq. rr.ts

De plus, I'o-tocophdrol capte les radicaux superoxydes (sous leur forme proton6e HO2 ), les

radicaux hydroxyles OH, ainsi que I'oxygdne singuletlOz. Bien que la concentration d'o-
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tocopherol soit relativement faible in vivo, le recyclage de ce dernier par des systdmes

r6ducteurs dont le plus important est I'ascorbate, lui permet de jouer son r6le d'antioxydant d

plusieurs reprises. tlul

La vitamine Cou acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble, L'ascorbate est un trds bon

capteur de radicaux libres oxyg6n6s puisqu'il rlagit non seulement avec les radicaux

hydroxyles 'OH, mais aussi avec les radicaux superoxydes O En outre, I'ascorbate capte

les radicaux peroxyles ROz'. En rdagissant avec ces diversoxy-radicaux, l'ascorbate est oxydd

en radical ascorbyle (Asc'-) qui est relativement inerte vis-d-vis des mat6r:iaux biologiques.

L'ascorbate possdde une propri6t6 importante qui est la r6paration possible de deux aukes

antioxydants, le glutathion et 1'o-tocoph6rol d partir de leurs formes radicalaires. I1 est recycl6,

tout au moins en partie, par dismutation du radical ascorbyle (Eq. II.16).tl6l

AscH' + GS' --+ Asc"+ GSH

Asclf + s-T' --+ Asc'- + u-TH Eq. rI.16

{ Les carot6noides

Les carot6noides sont des pigments liposolubles jaunes, orang6e d rouge, synth6tis6s par les

plantes et les microorganismes. Les carot6noides sont capables d'inactiver 1'oxygene singulet

loz 
et les RLs en neutmlisant 1'6lectron non appari6, les transformant ainsi en mol6cu1es ou

ions stables.tlTl

{ Les polyph6nols

Les polyph6nols sont des m6tabolites secondaires ayant des propri6t6s anti-oxydantes, et en

particulier la classe des flavonoides. Les flavonoides peuvent agir de differentes fagons dans

1es processus de rdgulation du stress oxydant, par capture directe des RLs, par ch6lation de

m6taux de transition comme le fer ou par inhibition de 1'activit6 de la xanthine oxydase

[Xo;.tttt

{ Taurine

La taurine (acide 2-aminoethanesulfonique) est un acide amin6 sulfond (Figure II.5). La

majeure partie de cette moldcule se kouve dissoute dans le cytosol soit 1i6e aux membranes
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cellulaires. Son action dans l'organisme est mal connue. Elie serait capable d'inactiver des

radicaux libres. A c6t6 de son r6le dans les d6fenses anti-oxydantes, elle participerait aussi d

la r6gulation de la pression osmotique cellulaire en modifiant les concenhations

intracellulaires de calcium. tlel

?

Ho-frv\NH"
OA

Figure ll'S.Structure de la tawine,

'/ Oligo-6l6ments

Le zinc, le s6l6nium et le mangandse sont des oligo-616ments qui interviennent coillme

cofacteurs d'enzymes indispensables dans la lutte contre les radicaux libres-1201

Les possibles actions anti-oxydantes du zinc sont les suivantes :

r Protection contre la diminution de concenffation de la vitamineE.

r Stabilisation de la structuremembranaire'

I Limitation de la production endogdne de radicauxlibres.

o Participation d la structure et i la fonction de l'enzyme

extraceliulaire i activitd antioxydante : IaSOD'

r Paticipation au maintien de la concentration tissulaire en

metallothionine, mol6cule potentiellement capable de pidger

les radicauxlibres.

Le s€lenium est connu pour ses propri6t6s antioxydantes. I1 entre dans la constitution de la

Gpx. Cette enzyme s6teno-dEpendante participe au recyclage du glutathion et r6duit la

peroxydation lipidique en catalysant la r6duction des peroxydes dont le HzOz. D'auffes r6les

sont attribu6s d cette enzyme : elle interviendrait dans la transduction des signaux cellulaires,

la r6gulation de I'expression de gdnes (par son action au niveau des facteurs de transcription),

I'induction de BOta carotdne et jouerait donc un r61e cl6 lors du cycle cellulaire-

./ Min6raux

Nous citerons tout particulierement, le magn6sium. Il se trouve dans le chocolat, les produits

cerealiers, les l6gumes et les fruits secs. Son d6frcit favorise la peroxydation lipidique' t20l

II.2.6. Les maladies li6es au stress oxydatif

En faisant apparaiffe des mol6cules biologiques anormales et en sur-exprimant certains

gdnes,le stress oxydant serait la principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer'
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cataracte, scl6rose lattrale amyotrophique, syndrome de ddtresse respiratoire aigu, oeddme

pulmonaire, vieillissement accel.er6, Nzheimer, Parkinson, infeCtions intestinales,

rhumatisme, 1' ath6ro sc16rose, 19 diabdte. 
t21'221
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Chupitre III

Rds ultuts et discussion



1I.1. Objectif du travail

comme nous I'avons ddjd signald bridvement dans l'introduction gdnerale l,objectif
principal du prdsent travaiT est l'dvaluation de l'activitd antioxydante de nouvelles mol€cules
synthdtisees par M. stiti Mohamedzakaia dans le cadre de sa thdse de doctorat, prepar6e
sous la direction du professeur Khelili smail. Les molecules d tester sont issues d,une
pharmaco modulation de la nifedipine, une 1,4-dihydropyridine, utilisee dans le fraitement de
diverses maladies cardiovasculailes (Figure IILl). Dans cette pharmaco modulation, le groupe
nitro de la nifddipine a 6td remplacd par des fragments ur6e ou thiour6e, et d6plac6s vers la
position para du groupe phdnyle en position 4 de 1'h6terocycle (Figure IILl). Les propri6t6s
oxydantes de ces composds pourraient 6tre exprim6es par :

Le cycle 1,4-dihydropyridine qui se transformerait en pyridine aprds oxydation.
La fonction thiour6e qui se transformerait en dioxyde ou en disulfure selon les
conditions d' oxydation.

->

HN.R

"A*t

fi:3,i,?" ou arkyre

Figure rrr'1' conception des moldcules i tester par modulation structurale de la nif6dipine.
ces mol6cules ont subi tois tests dans lesquels ils r6agissent avec hois r6actifs qui sont :

{ DPPH

r' ABTS

/ FRAP
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Les principes de base de ces frois tests

expdrimentale). Ainsi, dix compos6s ont 6t6

ont 6t6 expliqu6s dans le chapitre 4 (partie

test6s dans le cadre de ces trois tests (Figure
m.1).

III.2. R6sultats et discussion

rrl.2.1. Test de pi6geage du radical 2,2-diph6nyl-r-picryrhydrazyl (DppH)
L'activit6 antioxydante des d6riv6es de la DHP est mesur6e en comparaisond un antioxydant
standard qui est I'acide ascorbique (vitamine c). Les r6sultats sont exprim6s sous forme
d'ECso * l'6cart-type et sont pr6sent6s dans re tableau III. 1 .

D'aprds le tableau III.l on peut remalquer que les composds 3a, 3c,39, 3h-j sont totalement
inactifs' Par contre les compos6s 3b, 3d-e pr6sentent une activit|antioydante. Les compos6s
les plus actifs sont 3b et 3d, mais compar6s d I'acide ascor.bique, ils sont environ 4 moins
actifs que lui' on peut remarquer que toutes les ur6es sont inactives (3a, 3c, 3h, 3i) alors que
quatre thiour6e (3b, jd-f) sur six sont actives.

Tableau III.L.ECso (pCrr,l) de nos composds et celle de l,acide ascorbique avec le test
DPPH.

IINt*

*A*u

Compos6 x R ECso (pg/ml)
3a 0 Et Inactif
3b S Z-Et-CeHt 24,12 r 0,49
3c o E!ry.1 Inactif
3d S 3-C6lI4 ?6,96 x.1,47
3" S 3-Cl-C6H4 51,44 + 1,59
3f S 4-OMe-CoH+

15,29 + 1,31
3s s 3-NOz-CeI{+ Inactif
3h o 4-OMe-CeHa Inactif
3i o 3-Cl-C6H4 Inactif
3i S 3-CN-CsHn Inactif
A. Ascorbique 6,31+2,25

Ceci indiquerait que le groupe C:S joue un rdle important dans l,activit6 antioxydante de nos
composds' En effet, des travaux d6crits montrent que certaines thiour6es et carbonvlur6es
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prdsentaient des activit6s antioxydantes trds fortes.tl'slEn effet, une thiour6e est capable de
subir l'equilibre thione-thiol (Figure IILI), Le groupe thiol est responsable de l,activit6
antioxydante de nombreux antioxydants endogdnes comme le grutathion.

R1HN 
- 

NHR2 

-

tl
s

,aN- 
R

"A*"

RIHNY**'

SH
Figure III.2. Equilibre thione-thiol chez les thiourdes.

1II,2.2. Test de pi6geage du radical-cation ABTS.*

Au cours de ce test, I'acide d'ABTS perd un illectronpour forme r un radrcal cation ABTSr+
de couleur bleue, et qui se d6colore en prdsence d'une substance antioxydante.L,activit6
antioxydante des ddriv6es de la DHP est mesurde en comparaisond un antioxydant standard
qui est l'acide ascorbique (vitamine c). Les rdsultats sont exprim6s sous forme d,EC5s *
l'6cart-type et sont pr6sent6s dans le tableau III.2.

Tableau IrI'2'ECso (psirnl) de nos compos6s et celle de l,acide ascorbique avec le test
ABTS.

Compos6 X R ECso(uelmt)
3a o Et 87,00 +4,72
3b S 2-Et-CsHq 5.90 + 0,31
3c o Butyl 11.00 + 0.54
3d S 3-OMe-CeHa 4.48 + 0.46
3e S 3-CI-C6H4 3.54 * 1,10
3f S 4-OMe-CoH+ L74 + 1,83
3s S 3-NO2-C6H4 35.12 * 0,32
3h o 4-OMe-CoFIa 48.44 +4.11
3i o 3-Cl-C6H4 95.00 +2"22
3j S 3-CN-CcHn 18.61 * 1.83
A, ascorbique

5.53 + 0,gg
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D'aprds le tableau III.2, on peut voir que les composds qui 6taient inactifs avec le test DppH
sont devenus actifs avec le test ABTS (3a, 3c, 3g-j), mais restent largement moins actifs que
l'aoide ascorbique. Les plus actifs d.'entre ceux-ld, les deux compos6s 3c et 3j, sont deux et
trois fois moins actifs que l'acide ascorbique. Les autres compos6s, 3b, 3d-e, qui 6taient les
plus actifs avec le test DPPH monkent avec le test ABTS une excellente activitd antioxydante
qui est soit comparable i celle de I'acide ascorbique (3b) ou nettement plus actifs (3d-l), en
paticurier le compos6 3f qui environ trois fois plus actif que l'acide ascorbique. ces r6sultats
monhent aussi que les thiourdes sont plus actives que les ur6es et que les thiour6es portant des
substituants donneurs d'6lecbons sont plus actives que celles portant des substituants
athacteurs.

III.2.3. Test de pouvoir rdducteur GRAP)
L'activit6 r6duchice des ddriv6s de DHP a 6t6 6valu6e en urilisant la m6thode de FRAp.
cette derniere est une analyse d'activit6 antioxydante rapide, reproductible, et facile i
executer' La m6thode est basee sur la capacit6 des antioxydants d rdduire le fer feryique Fe3*
en fer ferreux Fe2*. Par cons6quent, Fe2* est dvalue en mesurant et en surveillant
I'augmentation de la densit€ de la couleur vert dans le milieu r6actionnel d 700
nm'L'augmentation de l'absorbance colTe$pond dL une augmentation du pouvoir r6ducteur des

composds test6s' L'activitl antioxydante des d6riv6es de la DHp est mesur6e en comparaisoni
un antioxydant standard qui est l'acide ascorbique (vitamine c). Les r6sultats sont exprim6s
sous forme d'ECso * l'6car1-type et sont pr6sent6s dans le tabreau III.3.

Tableau III'3'ECso (tiglml) de nos composds et celle de l'acide ascorbique avec le test FRAp.

,rN- 
*

I

"A**

29.74 * 1,23

49.22 + 5.85

64.47 + 1.1i
30.12 * 3.10



3f s _4-OMe-CoHa 53.64 +2,69
3s S 3-NOz-CoHa 51.43 * 1,40
3h o 4-OMe-CoH+ 8.745 * l,4l
3i o 3-Cl-CeHa 46,00 * 1,gg
3j S 3-CN-CaH+ 54,74 * 5,85
A. ascorbique 24.$ r IJ4

Les r6sultats monffent que les compos6s 3b, 3e et 3h sont les composds les plus actifs,
oti 3b et 3e sont proches de l'acide ascorbique alors que 3h est environ trois fois plus actif que
lui' Les autres composds (3a, 3c, 3d, 3t 39, 3i et 3j) sont environ deux i trois fois moins
actifs que l'acide ascorbique- on peut remarquer que le compose le plus actif avec ce test est
1'ur6e 3h portant un groupe donneur en position para sur re groupe ph6nyle.

on peut voir qu'il une difference de comportement de nos mol6cules selon le systdme
oxydant en face' En effet, alors que les mol6cules test6es etaient actives avec les tests ABTS
et FRAP (de faiblement actives d trds actives), plus que la moiti6 des mol6cules 6taient
inactives avec le test DPPH. une autre diffdrence de taille est le fait qu,avec les tests DppH
et ABTS les thiourees sont gdneralement plus actives que les ur6es, alors le test FRAB, les
compos6s les plus actives sont des ur6es et des thiour6es. Mieux encore, ie compos6 le plus
actif avec le test FRAP est une ur6e (compos6 3h). cette difference de comportement est ii6e
au mdcanisme d'oxydo-rdduction impliqu6 dans chaque systdme. Le DppH et I,ABTS
peuvent agir pat les deux mdeanismes possibles qui sont le transfert d,6lectron et le hansfert
de protons, alors que dans re cas du systdme FRAP il n,y a que re transfert d,6leckon.
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fV. Matdriels et mdthodes

IV.l. Matdriels utilisds

,/ Solvants et rdactil's utilis6s

o DMSO (Dim6rhyle sulfoxide)

r Mdthanol: solvant

o Ethanol: solvant

o Tampon phosphate : pour fixer le pH n 6.6

r K3Fe(CN)o : Rdacrif

o FeCl:.6H:O : R6actif

r Acide tr.ichloroac6tique : R6actif

. 2,2-diph6nyl-l,picrylhydr.a4rl (DppH) : R6actif

r Acide 2,2''azito'bis(3-6thylbenzothiazaline-6-sulphonique) 
(ABTS) : R6actif

o Acide ascorbique : r6ference.

r Eau distill6E.

Mol6cules i tester

Dix molecules ont 6t6 choisiespour 6tre testdes comme antioxydants. Elles ont 6t6 synth6tis6es
par M' Mohamed zakarta stiti, doctorant au laboratoire de pharmacologie et de phytochimie
(universitd de Jijel), dont le directeur de thdse est le professeur Smail Khelili. Les structures
de ces moldcules sont pr6sent6es dans la figure IV.l, et leur sch6ma de synthdse a 6t6 d€,grit
dans le chapitre 1.

r' Appareillage

a- Spectrom6trie UV_visible

La spectom6trie d'absorption dans l'ultraviolet et le visible est une m6thode bas6e sur la
propri6t6 des molecules d'absorber des radiations lumineuses de longueur d,onde de 1g0 d
800 nm'tll cette technique d'analyse, souvent utilisde dans un mode quantitatif pour
d6terminer la concenhation d'une entit6 chimique en solution, se base sur la loi de Beer-
Lambert pour des longueurs d'ondes correspondant au maximum des bandes d,absorption
@q.IV.1).

A= e.C.t Eq.IV.l
C : Concentuation molaire de la solution;
A : Absorbance normalisde;

t : Longueur du ffajet optique dans la sorution traversde (Figure IV.2).
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cuve conterlaat les ione fea-ea

prese|rce d'o-ph€def lroliae

Figure IV.2. Cuve utilis6e en spectrom6trie I-rV-visible, remplie par l'6chantillon i
analyser et travers6e par un rayon lumineux.

w.2. Mdthodes d'6valuation de loactivit6 antioxydante

Plusieurs mdthodes sont utilis6es pour 6valuer, in vitro et in vivo, l'activit6 antioxydante. comme

par exemple, les m6thodes ABTS (Sel d'Ammonium de I'Acide 2,2- Azinobis-3-

Ethylbenzothiazoline-6-Sulfonique), TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capaciry) et le
FRAP (pouvoindducteur)qui reposent sur le transfert de l'6lectron, ainsi que les m6thodes DppH
(2,2-DiPhenyl-PicrylHydrazyle) et ORAC (oxygen Radical Absorbance Capaciry) qui se basent

sur le transfert d'un atome d'hydrogdne.l2l

Le pouvoir antioxydant des produits test6s a 6t€ estimd par comparaison avec un antioxvdant

naturel (l' acideascorbique).

Cette 6tude a 6t6 rdalis6e au niveau de laboratoire de pharmacologie et de phytochimie facult6

des sciences exactes et informatique de I'universit6 de Jijel.

nt.z.l. Pr6paration des solutions des produits i tester

Les coryosds i tester sont sous forme de poudre. lmg de chaque corpos6 a 6t6 solubilis6 dans I mj de

DMSO, donnant une solution mdre' Toutes les mol€cules ont 6t6, dans un premier terips, test6es d cette

concentration (1 mg/ml)' Des solutions diludes ont 6te prepardes par la suite d partir de la solution mdre
pour les conEros6s montrant une activit€ d la concentration de lmg/ml, afin de determiner les

concenmtions d 50 % de I'effet maximal (ECso). Les solutions diludes ainsi prepar6es vont de l0 i 500
pglml zuivant (Tableau W. I ).

Tableau rv.l. Pr6paration de la sorution mere et les solutions filles.

Solution I tester s. Sr Sz Ss Sr Ss Sc

Concentraflon

(trg/tnl)

1000 500 250 100 50 25 10

Volume totale (mt) I 1 I I t I I
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Nous avons utilis6l'acide ascorbique comme un antioxydant de r6ference (control positif), dont
l'absorbance a 6t6' mesur6e dans les m€mes conditions que les 6chantillons.L,acide ascorbique
est un antioxydant puissant hydrosoluble, capable de pi6ger ou neutraliser d des concentrations
trds faibles les espdces rdactives de I'oxygdne.l3lll est un reducteur susceptible de limiter la
peroxydation lipidique en intervenant dans Tarlglnfuation des autres antioxydants tels que a-
tocopherel.tal

IV.2.2. Test DPPH

N.2.2.1. Principe du test

Le test au DPPH permet de mesurer la capacit6 d'un antioxydant i reduire le radicai stable
DPPH' par ffansfert d'un hydrog€ne(ou d'un 6lectron selon sa nature chimique). Le DppH.
initialement violet, se transforme en DppHH, jaune p6re (Figure IV.3), Le maximum de son
absorption dans le visible se situe vers 515 nm dans le m6thanol ou l,6thanol.isr

Les absorbances mesurdes n 515 nm servent alors d caiculer le pourcentage de r6duction du
radical DPPH', qui est propotrionnel au pouvoir anti-radicalaire de l,6chantillon, selon
1'6quation suivante (Eq. IV.2).

PR(%) - 
(Atran-lanuoxYaant) 

x100
Abl"o

A : absorbance pour une concentration en antioxydant.

* 
A-H

or\

\ ,)-.-NO,
)-J( d-\'ozN 

"-h.-*-(.-/ 
*

I

fi'-\
\/

Eq.IV.2

A'

,a{{ | t

Figure IV.3. conversion de DppH. en DppHH par transfert d,un hydrogdne.
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IV.2,2.2. Mode op6ratoire

ce mode opdratoire a 6t6 ex6cut6 selon une m6thod.e d6crite.t6lun volume de 50 pl de
solutions de dtff'lrentes concantrations de chaque produit est ajout| d 1950 pl de Ia solution
m6thanolique du DPPH (60pM) fraichement prepar6e. Paralldlement, un conk6le n6gatif est
pr6pard en m6langeant 50 pl de DMS7 avec 1950 pl de la solution m6thanolique de DppH. La
iecture de l'absorbance est faite pour chaque concentration i 515 nm aprds 30 min d,incubation d
l'obscuritd et d tempdrature ambiante. Le contrdle positif est repr6sent6 par une solution d,un
antioxydant standard, I'acide ascorbique, dont I'absorbance a 6t6 mesur6 dans les m€mes
conditions que les 6chantillons et pour chaque concentration, le test est r6p6t6 4fois

IV.2.3,Test ABTS

IV.2.3.1. Principe du test

cette mdthode est bas6e sur la capacit| des composds i pieger le radical-cationique
ABTS'+ qui pr6surte un specfre d'absorption dans le visible it 734 nm.t7l En r6agissant avec le
perzulfate de potassium (K:szo*), 1'ABTS forme le radical ABTS.*, de couleur bleue i verte.
L'ajout d'un antioxydant va r6duire ce radical et provoquer la decoloration du m6lange. cette
dernidre est propofiionnelle d la concentation en antioxydants.

Leradrcal ABTS'* est form6 par arcachement d'un 6lectron (e) d un des atomes d,azotedu pont
azotl de I'ABTS (Figure IV.4). En pr6sence d'un antioxydant donneur de H., le radical d,azate
concemd pidge un H', conduisant d I'AIITSH*, ce qui entraine la d6coloration de la solution

)
(I1r..**:ry"".*

Ho3st\-^s t
ABTS \

Ji*","*
ll

"","caF*.*{D'

)l
*",",G5*-**fr)'"'"

) S-,-1,so3H
+AOH-.> fY*-"-N<"-f -Y 

* o,t-"-";;-r'i*'il"-H -\(/

,tgrs-* \

Figure IY'4' G6neration du radical-cation ABTS'* avec le persulfate de potassium et sa r6action

avec un antioxydant (AOH),
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[Y.2.3.2. Mode op6ratoire

Le potentiel antioxydant radicalaire des d6riv6s de dihydropyridine a 6t6 mesur6 en utilisant le

test de pi6geage par le cation radicalaireABTs'+ suivant la mdthode decrite par Re et al. avec de

mineurs modifications.[8] Le radical cation ABTS'+ a 6t6 form6 pat lardaction entre un m6lange

(1: 1) de solution d'ABTS (7 mM) et de persulfate de potassium (2,45 mM), conserv6e d

I'obscurit6 et i temp6rature ambiante, pendant t2 iL 16 h avantutilisation. La solution ABTS'* a

ensuite 6t6 dilu6e avec de l'6thanol pour obtenir une absorbance de 0,700 ir 734 nm. Aprds
addition de i00 pl d'6chantillon ou (acide ascorbique comme controle positif) i differentes

concentrations a 900 pt de la solution ABTS'+ dilude, I'absorbance a 6t6 mesur6e aprds l0 min
d'incubation i temp6raturc ambiante (20 + 2 "C).Toutes les dEterminations ont 6t6 r6p6t6es

quaffe fois.

Les r6sultats des absorbances obtenues permettent d'exprimer le pourcentage d,inhibition
comme decrit pr6cddemment pour le test DppH,.

IV.2.4.Test du pouvoir rdducteur (pRAp)

N.2.4,1, Principe du test

La m6thode est basde sur la r6action de r6duction du Fe3* prdsent dans le complexe

ferrocyanure de potassium en Fe2*. La r6action est r6v616e par le virement de la couleur jaune du

fer ferrique (Ft') vers la couleur bleu vert du fer ferreux (F.'). L'intensit6 de cette coloration

est mesurEe par spectrophotom6trie i ?00 nm.

Les conditions d'essai favorisent la rdduction du complexe et donc le d6veloppement de la
couleur, d. condition qu'un r6ducteur (antioxydant) soit pr6sent.

N .2.4.2. Mode op6ratoire

L'activit6 r€duckice dhn compos6 est €valu6e par la rdaction d'oxydo-r6duction enhe la

molecule et les ions mdtalliques de kansition, notamment le fer. Le ferricyanure de potassium

KiFe(CN;6 foumit des ions ferriques (F"n') qui seront r6duits en fer fereux (F.*r) par les

antioxydants prEsents' Le pouvoir r6ducteur est d6termind selon la m€thode d6crite par

oyaizuavec quelques rnodifications,l'1100 pl de l'echantillon d diff6rentes concentrations dilu6
dans le DMSO est m6lang6 avec 2s0 pl d'une solution tampon phosphate (0,2 M ; pH : 6,6) et

250 pl d'une solution de fefficyanure de potassium K3Fe(CN)o d 1 yo.Le mllange est incube dans

des tubes i 50 oC pendant 20 minutes. Aprds retour des tubes d tempdrature ambiante, 250 pl
d'acide kichlorac6tique (ATA) iL r0 % sont ajout6s pour stopper la rdaction, puis on ajoute au ce

m6lange 850 pL d'eau distill6e- Nous additionnons ensuite au melange 170 pld,une solution de

chlorure de fer III (FeC13, 6Hzo) d, 0,L yo fraichement pr6par6e. La lecture des absorbances se
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fait contre un blanc e 700 nm i l'aide d'un specffophotomdtre, L'acide ascorbique est utilis6
comme conff61e positif dans cette exp6rience dans les mdmes conditions. Chaque test est r6p6t6
4 fois.
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Conclusion g6n6rale

Ce travail avait comme objet l'6valuation de 1'activit6 antioxydante de quelques I,4-

dihydropyndines portant des fragments ur6e et thiourde sur le groupe ph6nyle de

I'h6t6rocycle, Le choix de ces nroldcules a 6t6 guid6 par le fait que le cycle 1,4-dihydroyridine

lui-m€me et,aussi la fonction thiour6e, possdderait des propri6t6s antioxydantes. Le manuscrit

a commencl pat une introduction g6n6rale, puis s'en suivit des g6n6ralit6s sur les 1,4-

dihydropyndines, incluant leur propri6t€s pharmacologiques, ainsi que la synthdse des

mol6cules faisant l'objet de ce travail. Nous avons mis l'accent sur les propri6t6s

pharmacologiques plut6t que les m6thodes de synthdse parce que les travaux r6alis6s ici sont

uniquement une dvaluation d'une activit6 pharmacologique. Nous avons ensuite pr6sent6 un

bref apergu sur le stress oxydatif et ses m6faits, et aussi les differents types d'antioxydants,

naturels ou synthdtiques. Les travaux rdalis6s, comprenant trois tests diff6rents (DppH,

AEITS, FRAP), ont montr6 que globalement, 1es mol6cules test6s possddent un r6el pouvoir

antioxydant et certains d'enfoe eux so sont montrds aussi actif voir nettement plus actifs que

I'antioxydant de r6fersnce, l'acide ascorbique. L'utilisation de trois tests diff6rents 6tait

n6cessaire parce que le comportement antioxydant d'un composd ehimique d6pend du

systdme oxydant en face et du m6canisme d'oxydation. En effet, les rdsultats ont montrf que

le co.mportement de nos moldcules n'6tait pas le m6me selon le test, mais en revanche, ont

rdv6l6 un waie potentiel antioxydant qui mdritent d'€tre approfondis. En effet, les systdmes

oxydants qu'ont affront6s nos mol6cules sont des systdmes chimiques et non biologiques. Il

serait important et n6cessaire de les tester sur des systdmes biologiques qui les rapprochent

plus de la rdalit6 de I'organisme, c'est-d-dire, les tester in vivo.
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