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Introduction

INTRODUCTION

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’especes oxygénées activées
(ERO) et les défenses antioxydantes de 1’organisme, en faveur des premieres. Notre mode de vie
(tabagisme, alcoolisme, obésité, exercice physique intense), mais aussi nos mauvaises habitudes
alimentaires, augmentent de fagcon anormale la production des ERO dans notre organisme. A long
terme, ceci peut contribuer a 1’apparition de diverses pathologies liées au vieillissement comme
les cancers, les maladies cardio-vasculaires et les maladies neurodegeneratives (Pelletier et al.,
2004).

Dans un souci de prévention, il conviendra donc de disposer d’outils performants permettant
d’évaluer correctement le statut de stress oxydant afin d’apporter les corrections nécessaires pour

optimaliser nos défenses antioxydantes et diminuer les dommages oxydatifs induits par les ERO.

Malgré les avancés scientifique il n’y a pas de thérapie précise pour le stress oxydatif. Plusieurs
médicaments utilisés possedent une activité antioxydante latérale qui ne fait pas partie de I’effet
principale sur les maladies ciblés. Actuellement il y a un grand intérét pour développer des

médicaments qui ciblent directement le statut redox.

Les dérives de benzothiazoles sont des composés largement diversifiés et qui ont une importance
croissante notamment gréace a leurs activités pharmacologiques multiples. Actuellement, leur réle

d’antioxydant suscite de plus en plus d’intérét (Joseph et al., 2014).

Notre travail repose sur I’évaluation de I’activité antioxydante in vitro de quelques dérivés de
benzothiazol nouvellement synthétisés a 1’université de Jijel. Nous avons choisis une série des
tests comme ABTS, DPPH et la chélation de fer, plus I’effet inhibiteur sur la peroxydation
lipidique et I’oxydation de GSH.
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1. Définition

Le stress oxydatif, dénommé également stress oxydant, résulte d’un débalancement « pro-oxydants
/ antioxydants » en faveur des oxydants, ce qui se traduit par des dommages oxydatifs de
I’ensemble des constituants cellulaires : les lipides avec altérations des membranes cellulaires, les
protéines avec 1’altération des récepteurs et des enzymes, les acides nucléiques avec un risque de

mutation et de cancerisation (Sergent et al., 2001).

Cet déséquilibre est induit lors de la surproduction incontr6lée d’espéces radicalaires et leurs

dérivées secondaires ou un déficit en antioxydant (Pelletier et al., 2004).

cellule . nutrition
Hg Pb Glutathion Oligoéléments
Cd ‘]) Thioredoxine Se ' {
| SOD, GPx Cu u\ =2\
e Ferritine Zn .. 'l
3! Ozone NOx - — Mn
goudrons rabac ¢ Adaptation //
S —— —¥énomique =
alcohol e (; =
=
)
Vitamine C, E
Caroténoides
Polyphénols
Respiration
mitochondriale
/(_ \ stress /
| & . Antioxydants
phagocytose

Figure 1 : La balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants (Favier ,2006).
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2. Les radicaux libres

Les radicaux libres peuvent également étre définis comme tout atome, molécule ou espece
chimique qui contient un ou plusieurs des électrons célibataires (électrons non appariés dans leur
orbite externe) et peut ainsi réagir pratiquement avec tous les composants cellulaires. La présence
d'un électron non apparié confere a ces molécules une grande instabilité, c'est-a-dire qu'elles sont

extrémement réactives et que leur durée de vie est courte (Carange ,2010).
3. Source de production des radicaux libres

Les sources de radicaux libres sont variées peuvent étre d’origine endogene par le biais de
différents mécanismes physiologiques dans 1’organisme, mais aussi d’origine exogene,

provoquées par plusieurs sources chimiques et physiques.
3.1. Origine Endogene

Plusieurs inclusions intracellulaires sont des sieges importantes pour la production des radicaux

libres comme la mitochondrie, les microsomes, le cytosol.
» Lachaine respiratoire

La principale source de ROS est la mitochondrie par I'intermédiaire de sa chaine respiratoire, elle

produirait en effet 90% des ROS cellulaires.

La mitochondrie est un organite intracellulaire qui est responsable de la production d’énergie sous
forme d’ATP.

Au niveau de la membrane des mitochondries les composeés réduits issus du cycle de

Krebs (NADH et FADH2) sont oxydes, libérant de 1’hydrogene (H+) et des électrons (Leborgne
,2013). Les électrons sont transférés le long de la chaine respiratoire au cours des réactions

d’oxydoréduction jusqu’a I’accepteur final, I’oxygene, qui est réduit completement en H20
(Carriere et al., 2006).

O2+ 4H+ + 4 e- —> 2H20
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Environ 2% de I’oxygéne subit une réduction univalente conduisant a la formation du radical

superoxyde.

O2 +e- ’ 02

» Peroxysome

Le peroxysome est une source importante dans la production cellulaire de H.O> car cet organite
contient de nombreuses enzymes générant du H20.. Toutefois ce dernier est utilise comme substrat
par la catalase peroxysomale afin de réaliser des réactions de peroxydation d’autres substrats. Ces
réactions sont importantes dans les processus de détoxification présents dans le foie et le rein. Il
semble cependant que seule une faible quantité de H.O> produit au niveau du peroxysome pourrait

échapper a la catalase (Servais ,2004).
» Les microsomes

L’auto-oxydation du cytochrome P450 et I'oxydation du NADPH par le NADPH déshydrogénase

sont les deux principales sources de production d’O2 *- (Vallyathan et Xianglin ,1997).
> Le cytosol

C'est la localisation des différentes réactions enzymatiques responsables a la production des

radicaux libres.
» La xanthine oxydase

La xanthine oxydase est une enzyme soluble qui génére des ERO en réduisant I'Hypoxanthine en
xanthine. Mais elle peut également catalyser I'oxydation de la xanthine en acide urique. La
production d’ERO par la xanthine oxydase est faible en condition basale, mais joue un réle

important lors de d'ischémie-reperfusion (Harrison ,2002).
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Xanthine oxydase

Hypoxanthine { > Xanthine
0: 02"
Xanthine oxydase
Xanthine + 20: + H20: » Acide urique +2 O~ +2 H+

» LaNO-synthase

Beaucoup de cellules sont capables de produire du monoxyde d’azote NO« a partir d’arginine et
d’oxygéne, dans une réaction catalysée par la NO-synthase (NOS). Cette production est

physiologique et joue un réle majeur dans le tonus vasculaire (Kebieche ,2009).

NOS
L-Argénine + O2 + NADPH » L-Citruline + NO+ + NADP

3.2. Origine exogene :

Les radiations (ionisantes, ultraviolets, micro-ondes). L’irradiation peut affecter les acides

nucléiques par ’intermédiaire de réactions physicochimiques complexes qui ont lieu dans leur
environnement proche. Cet effet dit indirect est par exemple consécutif a la radiolyse de I’eau
(Basdevant et al., 2006).
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Radiation + H;O =—» H,0+ t+¢€

Figure 2 : Radiolyse de 1’eau (Tsormpatsidis et al., 2010)

» Certains médicaments (traitements contre le cancer, psoralene). Un certain nombre de
médicaments, notamment I'adriamycine, la bléomycine et des toxiques comme le paraquat,
constituent une source renouvelable de radicaux libres, grace a des phénomeénes de recyclage,
c'est-a-dire de régénération des formes oxydées/réduites, appelés cycles futiles (Daoudi
,2018).

» Les polluants (fumée de cigarette, pollution atmosphérique (SO2, NO-,

O3, hydrocarbures) (Pryor et al., 1983).

» Lafumée de cigarette est un mélange complexe de plus de 4700 produits chimiques. Elle
se compose de deux phases, I’une gazeuse, I’autre solide et constituée de goudrons, qui se
caractérisent toutes deux par une concentration tres élevée des donneurs des radicaux
libres. Dans les poumons, la fumée de cigarette peuve libérer H2O2, qui peut diffuser dans
les noyaux de cellules et réagit avec le fer pour produire OH- qui provoque des dommages
d’ADN, ce qui peut conduire a l'activation de 1'oncogéne et le gene suppresseur de tumeur
(Pryor et al., 1983).
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Réactions oxydatives Respiration
de détoxification

mb interne mitochondriale

R.E. i . _ monsamine exydase
mb nucléaire cytochrame F2n0
péroxysomes
F‘h xanthine oxydase
cytose NO synthases
o (NO)

lipaxygénases/ Ea

mb plasmique
phagosomes

lysosomes N

HAD(PIH oxydases cyclooxygénases

(medicaments, pesticides...)

Figure 3: Principaux sites cellulaires de productions des ERO (Sekli ,2011)

Donc, nous sommes tous les jours constamment exposés aux radicaux libres, qu’ils soient produits
par nos cellules ou proviennent de notre environnement. Dans le cas d’une production et/ou
exposition prolongée ou trop grande aux radicaux libres, les conséquences sont défavorables et
sont a I’origine de dysfonctionnements cellulaires qui peuvent conduire au vieillissement accéléré

et a plusieurs maladies (Rochat ,2014).
4. Les différents types des radicaux libres

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient de

distinguer trois groupes (Favier ,2003):

v" Les radicaux libres primaires : ils dérivent directement de 1’02 par une réaction de
réduction tels I'anion superoxyde Oae- et le radical hydroxyle OHe, ou de l'azote tel le
monoxyde d'azote NOe. Ils jouent un rdle particulier en physiologie.

v Les radicaux libres secondaires : ils sont formés par la réaction des radicaux libres
primaires sur des composés biochimiques cellulaires.

v" Les espéces actives de ’oxygene : ce sont des molécules ne possédant pas d’électron non
apparié( ne sont pas des radicaux libres ), comme l'oxygene singulet (10.), le peroxyde
d'hydrogene (H202) ou le nitroperoxyde (ONOOH), mais sont aussi reactives et peuvent

étre des précurseurs de radicaux.
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Les radicaux libres primaires et secondaires et les espéces actives de 1’oxygene sont
regroupées sous le nom d’espéces réactives de I’oxygene ou ERO ou EOA « ROS » (en

anglais pour Reactive Oxygen Species).

Les ERO comprennent 1’oxygene singulet (O2), 1’anion superoxyde (O27), le radical
hydroxyle(OH"), le peroxyde d’hydrogene (H202) et I’0zone (O3). Selon les auteurs, ils incluent
également le monoxyde d’azote (NO"), I’anion peroxynitrite (ONOO?), également désignés

especes réactives de 1’azote (ERN), et les radicaux peroxyles (ROO¢) et alkoxyles
(ROe). Les principales ERO sont énumérées dans le tableau 1 :

Tableau 1 : Principales especes réactives de 1’oxygene (ERO)

Radicaux libres (RL) Espéces réactives non
radicalaires

Anion superoxyde (O27) Peroxyde d’hydrogéne (H205)
Hydroxyle (OH") Acide hypochlorique (HOCI)
Hydroperoxyle (HO2") Ozone (O3)
Peroxyle (RO2") Oxygene singulet (O2)
Alkoxyle (RO") Hydroperoxyde (ROOH)
Dioxyde de carbone (CO27") Peroxynitrite (ONOO")
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4.1. Les especes oxygénées activées radicalaires :

» Le radical anion super oxyde (Oz2-)

C’est la forme réduite de I'oxygéne moléculaire par la réception d'un électron, c’est le premier

radical formé lors du transport des électrons au niveau de la chaine respiratoire (Harman ,2001).

O+ —» 02"

Il est produit en grande quantité dans les macrophages pendant la destruction bactérienne

(phagocytose), (Babior et al., 1990), dans la chaine respiratoire mitochondriale (phosphorylation
oxydative) et dans d’autres types cellulaires comme les lymphocytes (Friedman ,2011), les
cellules endothéliales et les fibroblastes (Maly ,1990). La réactivité et le pouvoir oxydant de 1’Oxe-
sont faibles, mais son pouvoir réducteur en présence des métaux de transition (fer, cuivre et zinc)
présents dans les sites actifs des enzymes est la base de la formation d’espéces plus réactives. Dans
cette logique, il est désormais bien établi que le radical super oxyde est le principal précurseur

conduisant a la formation d’un puissant radical libre qui est le radical hydroxyle.

L’anion superoxyde O2¢- joue un réle trés important dans la génération d'autres radicaux libres tels
que le peroxyde d'’hydrogene H20-, le radical hydroxyle OH-, et l'oxygéne singlet 1’02 (Stief
,2003).

L'anion superoxide capable de réagir avec I'oxyde nitrique pour former le peroxynitrite

(ONOO-) qui est capable de donner par la suite des composeés trés toxiques comme le radical
hydroxyle et le dioxyde nitrique (Halliwell ,1997).

ONOO + H+——» OH +NO:

» Le radical hydroxyl OH*

C’est le radical le plus dangereux dans 1’organisme, il est formé de la réaction de 1'anion superoxide

(02.-) avec I'hydrogéne peroxyde (H20>).

H:0:+ 02" = 02 + HO- + HO" (Réaction de Haber-Weiss)
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Ainsi la fission homolytique de la liaison O-O du peroxyde d'hydrogéne donne deux radicaux
hydroxyles. Cette fission peut étre causée par la chaleur ou par des radiations ionisantes(Vergely
et al., 2003). Cependant, une solution de peroxyde d'hydrogéene avec des ions ferreux suffit a
fournir des radicaux hydroxyles. Cette réaction fut observee pour la premiére fois par Fenton en
1894 (Halliwell et Gutteridge ,1984)

H:0:+ Fex” = Fes* + HO- + HO* (Réaction de Fenton)

Le radical Hydroxyle réagit avec les lipides, polypeptides, protéines, et ADN, spécifiqguement la
thiamine et la guanosine (Ashok et Ali ,1999).

» Oxyde nitrique :

Le radical oxyde nitrique (NO*) ou monoxyde d’azote, et un radical avec un électron non apparié,
il est formé par I'action du NO synthétase sur L-arginine (Fang et al., 2002).L'oxyde nitrique lui-
méme moins réactif que les autre radicaux libres, mais sa surproduction dans des conditions
spécifique capable de provoquer la déplétion des principaux antioxydants au niveau du plasma,
tels que l'acide ascorbique et I'acide urique et capable d'entamer la lipide peroxidation (Halliwell
,1996).

4.2. Les especes oxygénees activées non radicalaires :

» L’oxygeéne singlet 102

Il correspond a une forme excitée de 1’oxygene O2 : il posséde la méme structure électronique que
I’oxygeéne mais ‘agencée’ différemment, a savoir que les électrons de la couche externe
initialement non appariés se sont appariés. Il n’est donc pas radicalaire. Son état ‘excité’lui confére

un potentiel oxydant supérieur a celui de 1’oxygene (Halliwell et Gutteridge ,2015).
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» Le peroxyde d’hydrogene H202

Le peroxyde d’hydrogeéne H2O2 n’est pas une espéce radicalaire, il n’est pas chargé et peut donc
diffuser trés facilement a travers les membranes. De ce fait son action n’est pas restreinte a son
lieu de production mais peut se dérouler dans différents compartiments cellulaires tel que le noyau,
ce qui en fait un ERO assez toxique. C’est un oxydant impliqué notamment dans la voie de

I’apoptose (Halliwell et Gutteridge ,2015).

Le peroxyde d'hydrogéne est produit a partir du radical superoxyde en solution aqueuse.Cet ion
provoque la dismutation de I'eau pour former du peroxyde d'hydrogene et du dioxygene (Halliwell
et Gutteridge ,1984). Cette réaction est catalysée par le superoxyde dismutase.

0"+ 2H" S0D » H202+On

» Le Peroxynitrite :

La réaction du NO avec anion superoxide donne naissance au peroxynitrite.

02"+ NO* ————» 0OONO-

Le Peroxynitrite est un dérivé d'oxygene tres toxique provoque des lésions tissulaires trés graves
en plus de I'oxydation des LDL.

Peroxynitrite apparait comme l'espéce le plus toxique pour les tissus au niveau des sites de
I'inflammation et participe dans plusieurs désordres neurodégéneratif et des Iésions rénales.

Le peroxynitrite (OONO-) est capable d'oxyder les protéines et les bases azotiques des brins

d'’ADN par une grande similarité de I'oxydation par le radical hydroxyle (Adoui et al., 2015).
» L’acide hypochlorique (HOCI)

Il est formé a partir du peroxyde d’hydrogéne. Il passe facilement a travers les membranes
biologiques, et peut altérer les constituants protéiques de la cellule a cause de son fort pouvoir

oxydant (Ognjanovic et al., 2008).

HO:+CI » HOCI+HO-
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5. Les marqueurs biologiques du stress oxydatif (produits d’oxydation) :

Le stress oxydatif, di aux radicaux libres, entraine des dégats tissulaires essentiellement par
I’oxydation des protéines, de I’ADN ou des lipides (Laight et al., 2000).

5.1. L’oxydation de ’ADN :

L’ADN est une cible privilégiée pour les ERO ; Les espéces réactives, et plus particuliérement le
radical hydroxyle (OHe), peuvent induire des cassures de I’ADN, des mutations ponctuelles
(simple ou double brins) ou bien altérer les systemes de réparation. Les ERO peuvent induire
notamment des oxydations, des nitrations ou des méthylations des bases. Ces modifications vont
ainsi perturber la transcription et la traduction par la suite, aboutissant a la formation d’une protéine

tronquée et/ou non fonctionnelle.

Ces altérations sont souvent a I’origine des phénomeénes de mutagénése, carcinogénese ou encore

de vieillissement prématuré (Valko et al., 2006).
5.2. carbonylation des protéines :

Les modifications des structures primaire, secondaire et tertiaire des protéines par les EOA sont a
la base de la formation de dérivés protéiques carbonylés via plusieurs mécanismes incluant la

fragmentation et 1’oxydation des acides aminés (Pincemail et al., 1999).
5.3. Peroxydation des lipides :

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés comme les acides linoléiques ou
arachidonique sont les cibles privilégiées des EOA et plus particulierement des radicaux libres.
Dans une premiére étape, ils se transforment en peroxydes lipidiques (ROOH) qui peuvent étre
mesurés au niveau plasmatique, Sous ’action de métaux de transition (fer, cuivre), les peroxydes
lipidiques se décomposent ensuite en toute une série de sous—produits dont font partie les
aldéhydes (Pincemail et al., 1999). Les principaux marqueurs de 1’oxydation lipidiques sont le
malondéaldéhyde (MDA), les hydroperoxydes lipidiques, le 4-hydroxynonenal (4- HNE)
(Guichardant et al., 2006).
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5.4. Oxydation des glucides :
Le glucose peut s'oxyder dans des conditions physiologiques, en présence de traces

métalliques, en libérant des cétoaldehydes, H202 et OHe, qui entraineront la coupure de protéines

ou leur glycation par attachement du cétoaldéhyde (Barnoud et al., 2006).
6. Systéemes de défense antioxydante:

Pour se protéger des effets déléteres des EOA, 1’organisme dispose d’un ensemble complexe de
défenses antioxydantes .Un antioxydant correspond a une substance qui peut, a faible
concentration comparée aux substrats oxydables, supprimer ou empécher 1’oxydation de ceux- ci
(Gutteridge and Halliwell ,1990). On distingue classiquement 2 catégories d’antioxydants: les
antioxydants endogenes (enzymatiques) et les antioxydants exogénes (non enzymatiques), selon

qu'ils soient produits ou non par lI'organisme.

Les antioxydants endogenes se retrouvent sous forme d'enzymes produites par I'organisme telle
que le superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase, toutes trois présentes dans le
cytoplasme, le milieu extracellulaire et la mitochondrie. Ces enzymes jouent un role tres important
dans le maintien de la santé (Baba et McGrath ,2008).

Et les antioxydants exogénes sont fournis par l'alimentation. On retrouve le béta-carotene
(provitamine A), l'acide ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E), le lycopéne et les

polyphénols.
6.1. Systeme antioxydants enzymatique
» Les super oxydes dismutase (SOD)

La SOD est I’une des plus importantes enzymes cellulaires possédant une fonction antioxydante ;
assurent 1’¢limination de 1’anion superoxyde Oze- par une réaction de dismutation, en le

transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygeéne (Pincemail et al., 2007).

SOD
20"+ 2 H" » H-0O: + O
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> La Catalase

La catalase est une enzyme tétramérique, chaque unité portant une molécule d’héme et une
molécule de NADPH, Elles catabolisent les peroxydes d’hydrogeénes en molécules d’eau pour
prévenir la formation de radicaux hydroxyles (Mates et al., 1999). Cette enzyme est abondante
dans le foie et les globules rouges. Elle se retrouve préférentiellement dans les peroxysomes et en

plus faible quantité dans le cytosol (Garait ,2006).

2HO> — 2H-O + O

» La glutathion peroxydase (GPX)

Les principales enzymes capables de détruire le peroxyde dhydrogene sont les catalases a
cofacteur fer et les glutathion peroxydases a cofacteur sélénium (Favier ,2003). La glutathion
peroxydase (GPx) agit en synergie avec la SOD puisque son role est d’accélérer la dismutation du
H202 en H20 et O2. Lors de cette réaction deux molécules de glutathion réduit (GSH) sont
oxydées en glutathion-disulfure (GSSG) (Mates et al., 1999).

2 GSH + H:0,— GSSG+ 2 H,O

6.2. Systéeme antioxydants non enzymatique

> Les caroténoides

La plupart des caroténoides et vitamine A interagissent avec I'oxygéne singulet et peuvent ainsi
empécher I'oxydation de plusieurs substrats biologiques dont les acides gras polyinsaturés (AGPI).
Parmi d'autres caroténoides intéressants pour leurs propriétés antioxydantes, (Center et al., 2000).
le caroténoide le plus connu et étudié est le B-caroténe, appelé aussi« pro-vitamine A » du fait de
leur faible concentration dans 1’organisme, leurs roles antioxydants sont considérés comme faibles,
mais complémentaires des systémes principaux évoqués plus haut. Le B-carotene désactive

I’oxygene singlet 102, et piége les radicaux peroxydes ROO- (Krinsky, 1989).
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» Lavitamine E (Le tocophérol)

La vitamine E (a-tocophérol) est I’antioxydant liposoluble majeur des lipides. Sous le terme
vitamine E est regroupée la famille des tocophérols (a, B, 3, y). Le caractere hydrophobe de la
vitamine E lui permet de s’insérer au sein des acides gras de la membrane cellulaire et des
lipoprotéines, ou elle joue un rdle protecteur en empéchant la propagation de la peroxydation
lipidique induite par un stress oxydant. Seuls o et & tocophérols possedent les propriétés
antioxydantes les plus intéressantes (Vertuani et al., 2004).

» Lavitamine C (acide ascorbique)

L’acide L-ascorbique, ou vitamine C, est considérée comme le plus important antioxydant
hydrosolubles présent dans les fluides intra- et extracellulaires. La vit C peut directement réagir
avec des especes réactives de 1I’oxygéne comme HOe« ou O2e. Elle peut recycler 1’a-tocophérol

pour aider a prévenir 1’oxydation des lipides (Vertuani et al., 2004).
» Glutathion (GSH)

Le glutathion est un tripeptide, il joue un rdle majeur dans la protection contre les altérations
oxydantes des lipides, des protéines et des acides nucléiques .En situation de stress oxydant, son
role protecteur et détoxifiant il résulte principalement de sa fonction de coenzyme des GPX.

Le GSH intervient également dans le cycle de régénération de 2 vitamines antioxydantes : la

vitamine E et la vitamine C (Powers et Jackson ,2008).
» Lesoligoéléments

Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganese (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont des métaux
essentiels dans la défense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes antioxydantes requiérent
un cofacteur pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale a besoin de
manganése, la SOD cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de fer et la GPX de sélénium
(Garait ,2006).
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7. Benzothiazole et effet antioxydant

Le benzothiazole est un composé hétérocyclique aromatique de formule chimique C7HsNs. 1l est
constitue d'un cycle thiazole fusionné avec un noyau benzene. Les 9 atomes des deux cycles sont
coplanaires entre eux et avec leurs substituants éventuels, qui forment une classe de dérivés

appelés benzothiazoles.

Si le composeé en lui-méme n'est pas tres employé, il a beaucoup de dérivés. Quelques-uns sont

présents dans la nature.

Certains dérivés industriels sont tres utilisés comme additifs de produits commerciaux (pour la
fabrication de biocides ou du caoutchouc synthétique et des pneus notamment). Certains d'entre
eux sont hautement toxiques (tel que MBT/mercaptobenzothiazole).

Parmi les benzothiazoles naturels, on trouve la luciférine de luciole, une des molécules de la
famille des luciférines, un groupe de composés émetteurs de lumiere qu'on trouve chez certaines
espéces capables de bioluminescence. Une partie de la molécule de la structure de la vitamine B1 a
la forme du Benzothiazole (Cressier et al., 2009).

Plusieurs études ont été réalisées afin de comprendre les mécanismes thérapeutiques, et supposé
qu’un lien direct entre une fonction thiol qui capture les radicaux et un groupe aromatique qui les

piége par dégradation potentielle de la structure aromatique (Joseph et al., 2014).
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1. Cancer et stress oxydatif

Le développement du cancer est un processus complexe comprenant des modifications cellulaires

et moléculaires induites par divers stimuli endogénes et exogénes

(Pham-Huy et al., 2008). généralement, le stress oxydant (ou ERO) est directement lié aux
processus de cancérogénese par les lésions de ’ADN qu’ils créant [’activation des pro-
carcinogénes en carcinogénes, amplifiant les signaux de prolifération et inhibant les antioncogenes

comme la protéine p53 (Valko et al., 2007).

Par contre, a un stade plus avancé d’évolution de la carcinogenése, les radicaux libres serviront
inversement pour les NK (Natural Killer) lymphocytes a tuer les cellules tumorales (Valko et al.,
2006).

2. Le vieillissement cellulaire et stress oxydatif

Le vieillissement est la perte progressive de la fonction des tissus et organes au fil du temps. La
théorie radicalaire du vieillissement, plus tard nommé comme théorie du stress oxydatif du
vieillissement, se fonde sur I'hypothese sur la base des dommages structuraux que les pertes
fonctionnelles associées a l'dge sont dues a l'accumulation d’éléments oxydés et a leurs
conséquences sur I’organisme comme la peroxydation lipidique ou la carbonylation des protéines
(Liguori et al., 2018).

Selon Bulteau ,(2006) La mitochondrie a été désignée comme responsable du vieillissement
cellulaire car elle est source des ERO mais est également leur cible préférentielle subissant ainsi
toutes leurs actions délétéres. Elles accumulent les mutations sur I’ADN mitochondrial ce qui

altére leur morphologie, leur fonctionnement et empéche leur renouvellement.

Au sein d’un organisme agé, le taux de mutations est plus élevé. Le fonctionnement des
phosphorylations oxydatives est altéré au sein des mitochondries ce qui entraine une
surproduction d’ERO. Ces derniers agissent sur I’ADN mitochondrial et provoquent des mutations

ce qui enclenche un cercle vicieux et participe au vieillissement cellulaire.
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3. Le diabete et stress oxydatif

Le diabete sucré (type 1 et 2) est une maladie métabolique associée a une formation accrue de
radicaux libres et une diminution de défense antioxydant (Liguori et al., 2018) I’hyperglycémie
active plusieurs voies responsables d’un stress oxydant et de la surproduction d’ERO. 11 est
intéressant de noter que les ERO peuvent participer a 1’installation du diabéte par une destruction
des cellules béta du pancréas, cellules sécrétrices d’insuline, ainsi qu’une altération de 1’action de

I’insuline ce qui peut étre un facteur déclenchant diabéte (Bonnefont-Rousselot et al., 2004).

4. Maladies neurologiques et stress oxydatif

Le stress oxydatif a été étudié dans le cadre de maladies neurologiques telles que la maladie
d'Alzheimer, la maladie de Parkinson. Si le cerveau est si sensible au stress oxydant c’est parce
qu’il s’agit d’un tissu riche en acide gras polyinsaturés, sujets a la peroxydation lipidique. De plus,
chez I’Homme, certaines régions du cerveau sont constituées de tissus riches en fer ce qui

augmente la probabilité de production d’ERO (Tissier ,2011).
4.1. Maladies d’alzheimer

Selon Poprac ,(2017), La maladie d'Alzheimer est liée a I'accumulation du peptide neurotoxique
B-amyloide capable de former des plagues amyloides, est due au stress oxydatif et joue un réle

important dans les processus neurodégénératifs.

La pathogenese de la MA est également liée a un déficit en neurotransmetteur, 1’acétylcholine,
chez cerveau qui a été attribué a l'activité altérée de l'acétylcholinestérase, I'enzyme qui convertit
l'acétylcholine en choline et en acétate. Les inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase représentent seul
traitement actuellement approuvé pour le traitement de la MA, dont le but est d'augmenter la

biodisponibilité de I'acétylcholine dans les zones clés de la mémorisation dans cerveau.

5. Maladies cardiovasculaires et stress oxydatif

La maladie cardiovasculaire (MCV) une des principales causes de morbidité et de mortalité chez
les personnes &gées a une étiologie multifactorielle associée a une variété de facteurs de risque
pour son développement, notamment I'hypercholestérolemie. Des données de recherche ont fourni
des preuves précieuses démontrant le rdle du stress oxydatif dans un certain nombre de maladies
cardiovasculaires telles que I'athérosclérose, I'ischémie et I'insuffisance cardiaque (Pham-Huy et
al., 2008).
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5.1. Maladies cardiaque

» insuffisance cardiagque

selon Tsutsui ,(2001), Une production chronique d’ERO au sein de la mitochondrie des cellules
cardiaques provoque des dégats sur I’ADN mitochondrial et I’accumulation de mutations induit
des dommages cellulaires aboutissant a des remodelages cardiaques importants. Ces processus
interviendraient dans certaines pathologies cardiaques comme les cardiomyopathies
hypertrophiques, les cardiomyopathies dilatées, les blocs de conduction ou encore les infarctus

chez I’ Homme.

5.2. Maladies vasculaires

> L’athéroxélérose

Il s’agit d’une pathologie qui affecte essenticllement 1’espéce humaine ; une pathologie
inflammatoire chronique multifactorielle qui se caractérise par un épaississement de la paroi des
arteres au niveau de I’intima. Nous ne nous attarderons pas dessus mais il faut savoir que les ERO
et le processus de stress oxydant sont directement impliqués dans la pathogénie de cette maladie
(Stentz et al., 2004).

Les lipoprotéines (LDL) oxydées par les neutrophiles activés sont reconnues et phagocytées par
les macrophages (Daugherty et al., 1994). Les LDL oxydées s’accumulent dans le macrophage et
forment une cellule spumeuse ce qui constitue ’initiation de la formation des plaques d’athérome
(Babior ,2000). Une surproduction d’ERO intervient dans 1’activation des cellules impliquées
dans I’athérosclérose, dans la formation et dans la progression de la lésion (on pourra citer

’intervention de la NADPH oxydase vasculaire par exemple) (Beaudeux et al., 2006).

6. Maladies oculaires et stress oxydatif

Le stress oxydatif a été impliqué dans la pathogenése de plusieurs affections oculaires telles que
la dégénérescence maculaire liée a I'4ge, la cataracte en modifiant divers types de cellules de l'ceil,

photochimiguement ou non-photochimiquement sensible (Pham-Huy et al., 2008).
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6.1. La cataracte

Chez ’'Homme, de nombreux facteurs de risques d’apparition de la cataracte ont été découverts
(le sexe, I’age, le poids, la consommation d’alcool ou de tabac, le diabéte...). L’age reste le plus
important (Vinson ,2006). Sous I'action des radicaux libres, les protéines cristallines du cristallin
peuvent se réticuler et s'agréger, entrainant la formation de cataractes. Dans la rétine, une
exposition prolongée aux radiations peut inhiber la mitose dans I'épithélium pigmentaire rétinien
et les choroides, endommager les segments extérieurs du photorécepteur ce qui a été attribuer a

une peroxydation lipidique (Pham-Huy et al., 2008).

7. Maladies inflammatoires et stress oxydatif

Il existe maintenant des preuves substantielles que les maladies inflammatoires telles que l'arthrose
est caractérisée par une inflammation chronique mais aussi par un stress oxydant systémiques et

locaux.
7.1. L’arthrose

L’arthrose est un phénomene inflammatoire articulaire et un déséquilibre entre la synthese et la
dégradation du cartilage et de I'os sous-chondral au cours duquel des ERO sont formées a partir
des cellules inflammatoires présentes, des synoviocytes activées, des cellules endothéliales et des
chondrocytes. Les ERO sont essentiellement produits par la NADPH oxydase et les NOS
inductible et endothéliales. On assiste alors a la dégradation du collagene et des protéoglycanes, a
I’augmentation de la synthese des métalloprotéases (néoformation, activation des métalloprotéases
inactives et inhibition des inhibiteurs de leur synthése) et a 1’apoptose des chondrocytes signant la
mort du cartilage (Jungbluth ,2008).
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Les molécules utilisées dans ce travail proviennent du laboratoire de pharmacologie et
phytochimie, universit¢ de Jijel, les procédures de synthése et l’évaluation de 1’activité
pharmacologique de ces molécules font 1’objet de [Iarticle scientifique « Synthesis,
characterization and biological évaluation of benzothiazoles and tetrahydrobenzothiazoles bearing
urea or thiourea moieties as vasorelaxants and inhibitors of the insulin releasing process »
(Harrouche et al., 2016).

1. MATERIEL

Le matériel expérimental et les réactifs utilisés durant le travail pratique sont rapportés en

(Annexel).
2. METHODES

La plupart des tests antioxydants consistent a étudier la disparition ou la formation d'un produit
spécifique dans un milieu soumis a un stress oxydant. Cependant, chaque test permet d'étudier
I'inhibition d'une seule espéce oxydante ou bien la protection d'une seule cible a la fois.

2.1. Mesure de ’activité antioxydante par le test ABTS :

Lors de la mise en ceuvre de ce test, ’ABTS incolore est préalablement oxydé avec du persulfate
de potassium (K2S208) pour former le radical cationique ABTS+e de coloration bleu-vert (Figure
4). L’addition d’un composé antioxydant engendre la réduction du radical ABTS++ en ABTS.
L’activité antioxydante est déterminée par la décoloration de la solution et s’exprime par le
pourcentage de réduction de I’absorbance a 734 nm, longueur d’onde a laquelle le radical ABTS+e

présente une bande d’absorption caractéristique (Sarr et al., 2015).

Y

ABTS
+ K3S,0,
o) ¢ o) ¢
Ne N N N
S — A= I
HO,S S S SOzH HO,S S S SO;H
ABTS

Figure 4 : Formation du radical cation ABTS+e a partir de I’ABTS (Moon et Shibamoto, 2009).
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L'antioxydant radicalaire des dérivés de benzothiaazole a été mesuré en utilisant le test de
décoloration par cations radicalaires ABTS, comme décrit par Re et al., (1999). ABTS « + a été
produit par la réaction entre 7 mM d’ABTS dans de I’eau et 2,45 mM de persulfate de potassium,

puis incubé a I’obscurité a la température ambiante pendant 12-16h avant utilisation.

La solution de ABTS ¢ + a ensuite été diluée avec le méthanol pour obtenir une absorbance de
0,700 & 734 nm.

Dans ce test 100 pl des composés H51,H52,H53,H57,H511, a différentes concentrations
(5;10;50 ;100 ;500 ;1000pg/ml) est ajouté & 900l de la solution ABTS « +. [L’acide ascorbique,
utilisé comme antioxydant de référence et un control (méthanol +ABTSe +) ont également été
testés a ces mémes concentrations]. La lecture de I’absorbance a été faite au bout de 30 minutes
au spectrophotometre a 734 nm. Trois réplicats ont été effectuées pour chagque concentration testée
(n=3).

L’activité¢ anti-radicalaire a ¢été exprimée également sous forme d’ECso (ug/ml), la

concentration nécessaire pour provoquer une réduction de 50% du radical ABTSe +.
2.2. Mesure de I’activité antioxydante par le test DPPH

Le test DPPH repose sur la théorie qu’un donneur d’hydrogene est un antioxydant. Le radical
DPPHe, de coloration violette et qui présente une bande d’absorption caractéristique a 517 nm,
accepte I’hydrogéne qui est cédé par I’antioxydant pour former le DPPH (Figure 5). L’effet de
I’antioxydant est proportionnel a la disparition du radical DPPHe et a la décoloration de la solution
du violet au jaune. L’activit¢ antioxydante s’exprime par le pourcentage de réduction de

I’absorbance a 517 nm (Sarr et al., 2015).

RH
(antioxydant)

o O o, )

H

OQNQN—N O;NQN—N
. &) N o, O
R,
DPPH- DPPH

Figure 5 : Reaction entre le DPPH- et le composé antioxydant pour former le DPPH (Moon et

Shibamoto ,2009).
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La capacité de piégeage du radical libre (DPPH) a été mesurée comme elle a été decrite par Brand
etal., (1995). Le DPPH a été préparé par solubilisation de 1.2 mg de DPPH dans 50ml du méthanol
au jour de la manipulation. Brievement, a 100 ul des composés a différentes concentrations (5
;10;50;100;500;1000ug/ml) est ajouté 900 pl de la solution méthanolique de DPPH. L’acide
ascorbique, utilisé comme antioxydant de référence et un control contenant du méthanol et DPPH

ont également été testés a ces mémes conditions.

Apres agitation, La lecture de I’absorbance a été faite au bout de 30 minutes au spectrophotometre

a 517 nm. Deux réplicas ont éte effectuées pour chaque concentration testée (n=2).

L’activité anti-radicalaire a été¢ exprimée également sous forme d’ECso (ug/ml), la concentration

nécessaire pour provoquer une réduction de 50% du radical DPPH°.
Dans les deux tests, le pourcentage de réduction a été déterminé selon la relation suivante :

_ A0-A1
A0

PI x100

AQ : absorbance de la solution d’ABTS++ ou de DPPHe pure

A1l : absorbance de la solution d’ABTS++ ou de DPPHe aprées ajout de la molécule testée a une

concentration donnée et apres un temps donné.

Seules les molécules qui ont présenté une activité considérable dans le teste de DPPH et ABTS,

ont été évaluées pour la suite des testes.
2.3. Détermination de I’activité chélatrice du fer

La chélation du fer est basée sur I’inhibition de la formation du complexe Fe?*-ferrozine. Pour
évaluer le pouvoir chélateur d’un composé donné, le composé stabilisant le plus utilisé est la
ferrozine qui forme avec le fer libre, présent dans un milieu réactionnel, un complexe ferrozine-
Fe2+de couleur violette intense. La quantification de ce complexe par spectrophotométrie a 562
nm dans un milieu de concentration connue en fer, renseigne sur la quantité de fer non chélatee et
donc sur la capacité des composés a chélater cet élément. Plus la coloration de la solution contenant

le composé testé est claire, plus le pouvoir chélateur est important (Zhao ,2006).
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Suivant le protocole décrit par Dinis et al., (1994), un volume de 100ul des composés a une
concentration (1000ug/ml) est ajouté & 100 pl de FeSOa4 et 450 pl de KH,PO, (100 mM). Apres
une agitation vigoureuse et un repos de 5min, 100 ul de ferrozine sont ajoutés. L’EDTA utilisé

comme un antioxydant de référence a été également testé a ces mémes conditions.

Le mélange est laissé au repos pendant 10 min & température ambiante et I’absorbance est mesurée
a 562 nm. Les résultats permettent de calculer le pourcentage d’inhibition comme décrit
précédemment pour le DPPH et ABTS. Trois répliquas ont été effectuées pour chaque

concentration testée (n=3).
2.4. Peroxydation lipidique in vitro

L’étude a été menée sur trois souris Swiss albinos femelles, provenant de I’institut Pasteur d’ Alger,
(Algérie). Les souris sont maintenues dans I’animalerie de I’Université de Jijel dans des conditions
standards, une température ambiante de 22°C, une humidité relative de 60 % et a un cycle de
lumiere/obscurité de 12 /12 h. Les souris ont été placées dans des cages en plastique. Elles ont

acces libre a la nourriture et a I’eau.

Le sacrifice des souris a été realisé en utilisant le chloroforme (Saiah et al., (2017), aprés
dessiccation les cerveaux sont prélevés et 1’homogénat des trois cerveaux a été préparé

immédiatement.
Préparation de I’homogénat du cerveau

La préparation de la fraction tissulaire a été effectuée selon la méthode de (Sanmugapriya et
Venkataraman ,2006). Nous avons rincé les cerveaux avec le tampon phosphate (pH=7,4),
ensuite nous avons homogénéisé les cerveaux en ajoutant 10 volumes de tampons phosphate
(0.1M, PH 7.4) contenant de KCI (1.17%). Le broyage a éte effectué a I’aide d’une seringue
manuellement, puis I’homogénat a été centrifugé a 3000 tours/min pendant15 min. Le surnageant

ainsi obtenu est utilisé pour I’induction de peroxydation lipidique et oxydation du GSH invitro.
Induction de la peroxydation lipidique et I’oxydation du GSH

Nous avons utilisé le mod¢le d’exposition du GSH du cerveau in vitro au FeCls, FeSOa, et le Pb ;
Pour cela on a mélangé 600 ul d’homogénat, 150ul FeCls, 150l FeSO4 ,50ul Pb, 100ul (H51,
H511, Quercétine, AA, méthanol et DMSO pour le contrdle), on a incubé 60min a 37°C. (ahmed
etal., 2013).
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2.4.1. Effet des dérivées de benzothiazole sur la peroxydation lipidique

Le MDA est un produit de réaction de peroxydation lipidique qui se forme lors de 1’attaque des
lipides polyinsaturés par des espéces réactives de I’oxygene. Dans notre étude, le taux du MDA

tissulaire a évalué selon la méthode d’Okhawa et al., (1979).

Le dosage repose sur la formation en milieu acide et a chaud (100°C) entre le MDA et 1’acide

thiobarbiturique (TBA) d’un complexe coloré qui absorbe a 532 nm.

Pour cela, 0.4 ml de la fraction cytosolique déja incubé a été ajouté a 1.5 ml de la solution
contenant ; 5% d’acide trichloracétique (TCA) 0.125% d’acide thiobarbiturique (TBA), et 0.52%
d” HCL. Aprés incubation au bain marie a 100°C durant 60 minutes puis refroidissement, le
mélange est ensuite centrifugé pendant 15 minutes a 3000 tours /min. L’absorbance du surnageant
est mesurée a 532 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions. La concentration du

MDA dans I’échantillon est exprimée en nmole/ml.
2.4.2. Effet des dérivées de benzothiazole sur I’oxydation du glutathion

Le dosage du glutathion a été réalisé selon la méthode d’Ellman (1959). Le principe de ce dosage
repose sur la mesure de I’absorbance de I’acide 2-nitro-5-mercapturique. Ce dernier résulte de la
réduction de I’acide 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique (réactif d’Ellman, DTNB) par les
groupements (-SH) du glutathion.

Pour ce dosage , 20 ul de DTNB a 0.01 M, 0.5ml de tampon phosphate (pH=8) ont été ajouté a
500 pl de la solution incubée. Le mélange a été incubé pendant 20 minutes a 25°C et la densité a
été ensuite mesurée a 412 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions. Le taux du
GSH a été déduit a partir d’une gamme d’étalonnage préparée dans les mémes conditions que le
dosage de glutathion, et les concentrations sont exprimés en pg de glutathion par ml d’homogénat
(Annexe 2).

2.5. Etude inslico des molécules étudié

Nous avons utilisé le serveur de prédiction de la barriére hémato-encéphalique on ligne ’BBB
predictor’ sur les molécules testés (H41, H411, H51, H511, H52, H53, H57) et la molécule de
référence (acide ascorbique) en appliquant 1’algorithme Adaboost avec deux bases de données ;
MACCS et Pubchem (2).
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2.6. Analyse statistique

Les résultats numériques et graphiques sont représentés sous forme de moyenne erreur standard.
L’étude statistique a été réalisée par le logiciel GraphPade. On a utilisé le teste de one-way-
ANOVA et le test tuky pour la comparaison entre les groupes. L’équation Asymetric sigmoidal,
5PL, X (log concentraction) a été utilisé pour la détermination de I’EC50. Le seuil de signification

est défini supérieur a 95% (p < 0.05),

(P>0.05), désigne effet non significatif

(P< 0.01), désigne effet tres significatif **
(P<0.001), désigne effet hautement significatif ***

(P<0.0001), désigne effet tres hautement significatif ****
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1. Piégeage du radical ABTS par des dérivés de benzothiazoles :

Le calcul du pourcentage de réduction du radical ABTS, permet de tracer les courbes de la Figure

D’aprés les résultats présentés dans la (figure 6), il semble que le pourcentage de réduction du
radical libre augmente avec 1’augmentation de la concentration soit pour 1’acide ascorbique ou

pour les différents composeés.

100
] - H51
s — H511
2 i —+ AA
S i
@3 50—
=28
0 I ]
0 1 2 3 4

Logdose(ug/ml)

Figure 6 : Pourcentage de réduction du radical libre ABTS par H51 ,H511 et I’acide ascorbique a

différents concentrations.
Nous avons remarqueé que le pourcentage de réduction du radical libre pour les composés

(H511, HS51) était inférieur a celui de I’AA pour toutes les concentrations utilisées. Pour une
concentration de 100 ug/ml I’AA a révélé un pourcentage de réduction d’ABTS de 79,41 %. Pour
les composés (H51, H511), a la concentration de 500 pg /ml, le pourcentage réduction de ABTS
est de 79,46 %.

Par la méthode de la régression non linaire nous avons pu deduire graphiquement les valeurs
d’EC50 des composés (AA, H51, H511, H52, H53, H57,H411 ,H41).
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Tableau 2 : Les EC50 des composés (H51, H511, AA) du test de piégeage du radical ABTS.

Composé EC50 + Ecart type (ug /ml)
H51 80,45+ 1,07

H511 80,86 + 1,05

AA 24,37 £ 1,95

H52 ND

H53 ND

H57 ND

H411 ND

H41 ND

D’aprés les résultats présentés dans le tableau 2, ’EC50 obtenu pour I’acide ascorbique

24.37 £ 1.95 pg /ml, utilisé comme une molécule de référence, est inférieur mais comparable a
ceux des composés H51, H511 qui ont présenté un EC50 de 1’ordre de 80.45 + 1.07 pg /ml, 80.86
+ 1,05 pg /ml respectivement. Par contre les composés (H52, H53, H57, H411, H41) n’ont présenté

aucune activité réductrice de I’ABTS, I’EC50 dans ce cas est notée comme non définie (ND).
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2. Piégeage du radical DPPH par les dérives des benzothiazoles :

Les résultats obtenus lors du test de mesure de la réduction du radical DPPH par AA , H511, H51,

a différentes concentrations sont présentés dans la figures (7).

100
- o ; (H51)

(H511)
-4 AA

DPPH (%)
Pourcentage de réduction

logdose(ug/ml)

Figure 7 : Pourcentage de reduction du radical libre DPPH par H51, H511 et I’acide ascorbique a

différentes concentrations.

Les résultats ont révelé que les trois composés possédent une activité anti-radicalaire
concentration- dépendante. Le premier constat de ces résultats montre que le pourcentage de
réduction du radical DPPH a été supérieur a 80% a une concentration inférieure a 500 pg /ml pour
I’AA, 74,11% a la concentration de 250 pg /ml pour H51 et 80,55% a la concentration de 500 pg
/ml pour H511.

Par la méthode de la regression non linaire nous avons pu déduire graphiquement les valeurs
d’EC50 des composés (AA, H51, H511, H52, H53, H57, H411, H41).
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Tableau 3 : Les EC50 des composes (H51, H511, AA, H52, H53, H57,H41 H411) du test de
piégeage du radical DPPH.

Echantillon EC50 + Ecart type (ug /ml)
H51 18,72 +1.12

H511 16,13 +1.10

AA 17,96 +1.31

H52 ND

H53 ND

H57 ND

H411 ND

H41 ND

L’activité réductrice des composés H51, H511 et ’AA a enregistré une bonne inhibition de 50%
de radicaux libre (IC50) de I’ordre de (18,72 + 1.12), (16,13 + 1.10), et (17,96 £ 1.31)
respectivement pour H511, AA et H51.par contre les composés (H52, H53, H57,H411,H41) n’ont
présenté aucune activité réductrice de DPPH, ’EC50 dans ce cas est notée comme non définie
(ND).

Les structures des molécules a tester H511, H51, H52, H53, H57 et H41 sont présentés dans le
tableau (4).

Y X R

T L

Figure 8 : La structure primaire des molécules

/}—NH
¥

30



SECTION Il : ETUDE PRATIQUE Chapitre Il : Résultats et discussion

Tableau 4 : Les différentes substitutions de la molécule mere

Molécule Y X R
H41
Br S
H51 CoHe @ e
H511 CoHs O
™ g e
CaHs 0 )
H52 CoHs 0 -C(CHa)s
H53 CoHs 0] -CH(CHs3):

Dans les deux tests le pouvoir antioxydant des composés H51et H511 est supérieur a celui de leurs
homologues H52, H53, H57, H41, ceci est d0 probablement a la différence des substitutions entre
les différentes molécules (tableau 4). H41 par exemple posséde une structure identique a celle de
H511 avec une simple substitution de groupement éthyle en Br en position Y. par contre, les
molécules H52, H53 et H57 possédent une fonction éthyle en position Y mais mangue la fonction
thiol en position X ; cette derniere est substituée par une fonction urée. On a constaté que les
molécules actives de cette série, H511 et H51 possédent simultanément une fonction thiol a la
position X et une fonction éthyle a la position Y (tableau 4) indiquant ainsi que I’activité
antioxydante est due principalement a la présence simultanée des fonctions thiols et éthyle sur la

structure mere (figure 8).

Les résultats obtenu sont en accord avec ceux rapportes par Prouillac ,(2006) que I’addition d’un
guelconque groupement (amide, thiol, éthyle ...) permet d’augmenter les propriétés antioxydantes.

Prouillac ,(2009) ont déclaré que les dérivés thiol possedent une capacité a piéger les radicaux
31



SECTION Il : ETUDE PRATIQUE Chapitre Il : Résultats et discussion

libres (DPPH- ; ABTS-+; OH) et au sein de chaque famille, et notamment des familles thiol et
aminothiol, les motifs derivés du thiadiazole sont toujours plus actifs que les dérivés du

benzothiazole.

De plus, en accord a notre proposition, Rodriguez-Bernaldo (2010) ont rapporté que
généralement la présence des groupements éthyle et thiol augmente le pouvoir antioxydant ,donc

I’effet anti-radicalaire n’est pas seulement dose-dépendant mais également structure-dépendant .
3. Evaluation de P’activité Chélatrice du fer

L’activité de chélation de fer par les composés (H51, H511, EDTA) a été menée par la méthode

de Dinis et al., (1994).

150
= EDTA
EE Hl H51
2 100 I ! = H511
oy
o
% *%*
5 50
S
O_

EDTA H51 H511

(1000 pg/ml)

Figure 9 : pourcentage de I’activité chélatrice (%) des composés (H511, H51, EDTA). Les
résultats sont exprimés en moyenne = S.E.M (n=3).* p< 0.05; ** p<0.01 ; *** p < 0.001 comparé

avec le contréle positif (EDTA).

Selon les résultats obtenus dans cette étude (figure 9), on constate que la meilleure activité
chélatrice est celle de I’'H511 (73,87%). Le composé H51 exerce un effet considérable mais

significativement inférieur a celui enregistré par H511 (41,51%) (p < 0.01).

Chimiquement le chlore Cl» réagit avec la plupart des éléments, métaux et non-métaux, en formant
des chlorures ou I’élément est a un degré d’oxydation élevé. Ainsi, avec le fer, il forme le chlorure

de fer(111) FeClz (1).
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L’activité importante de H511 est di probablement a la présence de la fonction Cl .H51par
exemple possede une structure identique a celle de H511 avec une simple substitution de Cl en
position R. Dailleurs, ces travaux montrent que les composés en fonction thiol ne pourraient pas
chélater des métaux de transition a une activité avancé si ces derniers ne possédent pas les groupes

fonctionnels nécessaires pour l'activité chélatrice.

L’activité chélatrice des métaux de transition comme le fer et le cuivre impliqués dans la
génération de radicaux libres peuvent prévenir les oxydations des macromolécules. Ces chélateurs
forment des composés de coordination avec les métaux en inhibant ainsi le cycle redox du métal

ou forment des complexes métalliques insolubles (Ferrali et al., 1997).

Selon Tissier ,(2011), le cerveau est si sensible au stress oxydant ¢’est parce qu’il s’agit d’un tissu
riche en acide gras polyinsaturés, sujets a la peroxydation lipidique. De plus, chez les souris,
certaines région du cerveau sont constituées de tissus riches en fer ce qui augmente la probabilité

de production d’ERO par la réaction de fenton.
4, Effet des dérivés de benzothiazole sur la peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique est le processus de dégradation oxydative des acides gras polyinsaturés
des membranes biologiques qui provoque une altération de la fonction membranaire, une
détérioration de I'intégrité structurale, une diminution de la fluidité et I'inactivation d'un certain
nombre  de  récepteurs  protéiques et denzymes  liées aux  membranes
(Sibi et al., 2016). Au cours de ce processus, un grand nombre de sous-produits sont formés qui
affectent un site loin de la zone de leur génération, parmi ces dérivés toxiques, le MDA est le
marqueur le plus utilisé en peroxydation lipidique, a une demi-vie plus longue que celle des
radicaux libres. Il diffuse facilement et peut former des liaisons avec les bases d'ADN, il est lui-

méme mutagéne (Milane ,2004).

L’absorbance du surnageant est mesurée a 532 nm contre un blanc préparé dans les mémes
conditions. La concentration du MDA dans I’échantillon est exprimée en nmole/mg

d’homogénat, obtenues par 1’équation suivante : MDA=D0x10/1.56

La figure 10 représente les variations des taux du MDA cytosolique dans I’homogenat du cerveau
incube invitro avec le FeSO4 et le Pb en présence de ; la quercétine, H51, H511.
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Figure 10 : Variations des taux du MDA in vitro, en présence de ; H51, H51, et la Quercétine

(n=5).

Le modele d’exposition au FeCls/FeSOa, et le Pb a altéré considérablement la concentration du
MDA du cerveau in vitro. D’apreés les résultats qu’on a obtenus et analysée, on a constaté une

différence significative du taux de MDA entre le control- et le control+ de I’ordre de (1.40+0.0004,

2.54+0.0004) respectivement, (p<0.0004).

En présence de la molécule H51 il n’y a pas une signification par rapport au control+ (2.74+0.47
et 2.54+0.74) respectivement, alors qu’en présence de la molécule HS511et la molécule de
référence, quercetine il y a une diminution hautement significative par rapport au control+

(1.93+0.03 et 1.53+0.0005) respectivement (p<0.01).

La quercetine a empéché la peroxydation lipidique et donc protégé les membranes de 1’effet
prooxydant provoqueé par le FeCls, FeSO4, Pb. La molécule H511 a son tour a présenté un trés bon
effet antioxydant traduit par la diminution de la peroxydation lipidique, cet effet est di
probablement a la synergie de la fonction thiol avec la fonction éthyle plus I’activité de chélation

de fer, alors que I’inefficacité de la molécule H51 est possible due a I’absence de cette activité de

chélation.
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5. Effet des dérivés de benzothiazole sur I’oxydation du glutathion

La cellule dispose pour sa protection du glutathion, thiol intracellulaire vital qui constitue un acteur
essentiel de la défense antioxydante cellulaire en se liant par son pdle SH aux métabolites toxiques.
Il joue son role antioxydant également en synergie avec les enzymes antioxydantes telle que la
Gpx et la GST (Kebsa ,2006). Le GSH est la premiere ligne des mécanismes de défense cellulaire

contre les dommages oxydatifs (EI-Missiry et al., 2001).

Les variations des taux du GSH cytosolique cérébrale obtenue par 1’étude in-vitro en présence de

H51, H511, I’acide ascorbique, et la quercitine sont présentées dans la figure 11.

200
*%

**

150

100

a1
T

taux de GSH cytosolique

o
|

Figure 11: Variation des taux du GSH cytosolique cervicale in vitro, en absence et en présence

de; la quecétine, H51, H511, et AA in-vitro (n=5).

Le modele d’exposition au FeCls, FeSOs, et le Pb n’a pas altéré la concentration du GSH du
cerveau in vitro, ou nous n’avons pas constaté une différence significative du taux de GSH entre

le control- et le control+ (92.28+0.64 et 101.71+0.64) respectivement (p>0.5).

On constate que H511 (118.111+0.41) a exercé un effet mieux que celui de ’H51 (101.311+0.41).

Les compose H511 et H51 ne présente pas une signification par rapport au contrdles (p<0.5).
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Cependant les molécules de référence, la quercétine et I’acide ascorbique ont augmenteé le taux de
GSH de maniére hautement significative par rapport au control - et control + (155.071+0.01 et
149.044+0.02), (p<0.01)

L’augmentation significative de D’activité protectrice de la fonction thiol du GSH pendant
I’incubation avec les molécules de référence, quercétine et acide ascorbique, prouve que ces
molécules protégent en genéral le GSH du cerveau, indépendamment aux effets prooxydantes du

FeCls FeSOa, et le Pb par-ce-qu’il n’y a pas différence significative entre le control- et le control+.

6. Evaluation de la capacité des molécules brutes de franchir la barriere

hémato-encéphalique (étude insilico):

La barriére hémato-encéphalique (BBB) est une séparation du sang en circulation et du liquide
céphalorachidien (LCR) dans le systeme nerveux central (SNC). Il se produit le long de tous les
capillaires et consiste en des jonctions serrées autour des capillaires qui n'existent pas dans la
circulation normale. Les cellules endothéliales limitent la diffusion d'objets microscopiques
(bactéries, par exemple) et de grosses molécules hydrophiles dans le LCR, tout en permettant la
diffusion de petites molécules hydrophobes (O2, hormones, CO2). Les cellules de la barriere
transportent activement des produits métaboliques tels que le glucose a travers la barriere avec des

protéines spécifiques(2). Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau suivant:
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Tableau 5 : Molécules testés et scores de passage par la barriere hémato-encéphalique

MACCS Adaboost
- BBB+ BBB+
H41 L_ e #> Score=5.231 | Score=3.838
BBB+ BBB+
‘ Ty
H411 L s D e Score=4.559 | Score=11.592
‘ BBB+ BBB+
H51 h il g Score=3.780 | Score=0.251
T B
BBB+ BBB+
H511 @ ol L S Score=2.690 | Score=8.005
BBB+ BBB+
H52 Score=3.796 | Score=0.251
BBB+ BBB+
H53 Score=3.043 Score=9.911
BBB+ BBB+
H57 Score=5.392 | Score=15.883
BBB+ BBB+
AA HO A e Score=1.466 |Score= 3.246
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D’apreés le serveur de prédiction BBB en ligne on observe que les molécules testés ont une capacité
de franchir la barriere hémato-encéphalique avec de différents scores; plus que le score est grand
plus la chance des molécules a franchir la barriere hémato-encéphalique augmente. Cela nous
permet de connaitre les molécules qui peuvent produire un effet au niveau du cerveau et aide a
combattre le stresse oxydatif et les dégats causée par ce dernier. Ca ouvre aussi un large domaine

de recherche scientifique et donne espoirs pour les maladies qui touchent le cerveau.

38



Conclusion et perspective

Conclusion et perspective

Les dérivés de benzothiazoles sont des composes largement répandus et qui ont une importance

croissante notamment grace a leurs effets bénéfiques sur la santé, utilisés comme antioxydant.

L’objectif primordial assigné par cette étude et d’évaluer les propriétés antioxydantes in vitro de

quelque dérivés thiols nouvellement synthétises a 1’université de Jijel.

L’évaluation des tests antiradicalaire, par estimation de la capacité de piégeage du radical libre
DPPH, piégeage du radical ABTS, le pouvoir chélateur du fer, L’oxydation de GSH et I’inhibition
de la peroxydation lipidique. Les résultats obtenus ont montré que les composés sont doués d’un
pouvoir antioxydant trés important en enregistrant des bons EC50, dans le test de pouvoir chélateur
du fer I’efficacité a été plus marquée par le composé H511 par rapport a le composé de H51 et la
molécule H511 a empéchée la peroxydation lipidique et donc protége les membranes de 1’effet
prooxydant provoquée au laboratoire, a cause de la présence des deux fonctions éthyle et thiol en

synergie.

L’étude insilico réalisé par BBB predictor indique que les molécules étudiées sont capables de

franchir la barriere hémato-encéphalique.

Plusieurs axes de recherche peuvent étre ouverts, suite aux résultats obtenus par continuités de

cette étude in vitro par des expériences in vivo.
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Annexes

Annexe (1) : Le matériel et les produits utilisés pendant la partie pratique

Annexes

1-Matériel

v

AN N N U N N N N U N N N N RN

Agitateur

Bain marie

Balance analytique
Barre d’agitation magnétique
Beéchers

Centrifugeuse

Cuve en plastique
Flacons

Gants chirurgicaux

Les fioles

Micropipette 10-1000ul
Papier absorbant

Papier aluminium

pH métre

Pissette

Spatule
Spectrophotometre

Vortex

2. Produits

v

NN N N R N NN

ABTS

Chloroforme

DMSO

DPPH (2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl)
DTNB

Ethanol

FeCls

Ferrozine

FeSOq4
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KH,PO,

L’eau distillée

I’EDTA (Ethylénediamine-tétra-acétate)

Méthanol

persulfate de potassium (K2S208)

Tampon phosphate
TBA
TCA

Annexe (2) : 1a courbe d’étalonnage de GSH réduit (ug/ml)
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Annexe (3) : le résultat de pourcentage de réduction de test d’ABTS (%0)

logdose
0
0,69897
1
1,69897
2
2,69897
3

H51
0 0
10,6583072 4,07523511
-8,62068966 -4,38871473
38,8714734 23,1974922
58,6206897 49,3730408
80,2507837 81,9749216
100 100

0
-6,5830721
0
24,6081505
58,30721
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79,265824
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80,5642633

H511
0 0
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-9,71786834  2,50783699
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100 100
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Annexe (4) : le résultat de pourcentage de réduction de test DPPH (%b).

logdose
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0
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Annexe (5) : le résultat de P’activité chélatrice (%).

Composé

%
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0
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68,1470138
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100
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Annexe (6) : résultats de la peroxydation lipidique (MDA)
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Annexe (7): résultats de ’Oxydation du glutathion (GSH)
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EVALUATION IN VITRO DE LEFFET ANTIOXYDANT DES PRODUITS
NOUVELLEMENT SYNTHETISES A FONCTION THIOL : LES DERIVES
DU BENZOTHIAZOLE

Résumé

Le stress oxydant est peut-étre impliqué dans de nombreuses maladies comme facteur déclenchant ou
associé a des complications lors de leur évolution. L’objectif de notre étude est 1’évaluation de 1’activité
antioxydante in vitro de quelques dérivés de thiol.

Nous avons vérifié I’activité antioxydante par le test de DPPH, ABTS et la chélation de fer. In vitro
I’induction de la peroxydation lipidique et I’oxydation de GSH, et I’inhibition de la peroxydation lipidique
dans ’homogénat du cerveau a été vérifié la perméabilité d’une série des molécules a travers la barriére
hémato-encéphalique par 1’étude insilico.

Les résultats obtenus prouvent que seuls les dérivés qui comportent une fonction éthyle avec thiol (H51,
H511) ont présenté une activité antioxydante et un effet inhibiteur de la peroxydation lipidique, les
molécules testées sont perméables selon le logiciel BBB.

Ces résultats confirment que les molécules H51, H511 possedent une activité antioxydante importante, elles
peuvent étre comme des candidats pour le développement des médicaments ciblant le stress oxydant.

Mots clés : Dérivés du benzothiazole, activité antioxydante, stress oxydant, cerveau.

Abstract

Oxidative stress is potentially involved in many diseases as a triggering factor or associated complications
during their evolution. The objective of our study is the evaluation of the in vitro antioxidant activity of
some thiol derivatives.

We checked the antioxidant activity by the DPPH test, ABTS and iron chelation. The oxidation of GSH,
and the inhibition of lipid peroxidation inducing in the brain homogenate in vitro. More were checked the
permeability of a series of molecules across the blood-brain barrier by the insilico study.

The results obtained may only those derivatives which has an ethyl function with thiol (H51, H511) have
exhibited an antioxidant activity and a lipid peroxidation inhibiting effect, the tested molecules are
permeable according to the BBB software.

These results confirm that the H51, H511 molecules possessed significant antioxidant activity; they may
be as candidates for developing drugs that target oxidative stress.

Key words: Benzothiazole derivatives, antioxidant activity, oxidative stress, brain.
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