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Introduction Générale

Aujourd'hui, les besoins croissants pour traiter de nombreuses maladies poussent les
chercheurs a développer de nouvelles méthodes de synthese moins colteuses et a explorer

les ressources naturelles(1).

Les hétérocycles quinoléiques, une classe de composés organiques largement étudiée,
présentent un grand intérét dans divers domaines comme les industries chimiques et
Pharmaceutiques (2).1ls sont d'excellents pionniers pour synthétiser de nouveaux systemes
susceptibles d'avoir des propriétés biologiques intéressantes contre le paludisme, les
maladies  cardiovasculaires,  antifongiques, antiinflammatoires,  antibactériennes,
antiparasitaires, anticancéreuses (3)(4). Certains dérivés quinoléiques ont déja montré un
profil pharmacologique prometteur, un pouvoir antibactérien confirmé et sont également

utilisés comme antioxydants de corrosion (5)(6).

Le travail décrit dans ce manuscrit s’inscrit dans ce contexte d’évaluation des
différentes activités Dbiologiques d’une série de dérivés synthétiques de la
8hydroxyquinoléine, et plus particuliérement décrire 1’activité antifongique, antimicrobienne

et antimitotique.

Pour présenter nos travaux et mettre en évidence nos différentes contributions a la

fouille de données, nous avons retenu ’articulation suivante :
» Une partie théorique se décompose en deux chapitres distincts et complémentaires :

Dans le premier chapitre, nous offrons un apercu général sur les composés dérivés de
la quinoléine. Nous définissons tout d'abord cette classe de molécules, puis explorons les
différentes méthodes de synthése employées pour les obtenir. Ensuite, nous examinons leurs
propriétés physico-chimiques impliquées. Enfin, nous mettons en lumiére le vaste éventail
d'activités biologiques qui possedent ces dérivés quinoléiques, notamment leurs effets
antiparasitaires,  antifongiques, anti-inflammatoires, anticancéreux, antibactériens,
antiviraux, antioxydants et anti-neurodégenératifs. Cette analyse approfondie jette ainsi les

bases pour comprendre le potentiel thérapeutique remarquable de cette classe de composés.

Le deuxiéme chapitre détaillera les principes fondamentaux qui régissent les

différentes méthodes analytiques employées dans I'évaluation de Il'activité biologique des
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composés étudiés. Nous aborderons dans un premier temps les techniques permettant une
appréciation génerale de cette activité biologique. Puis, nous approfondirons spécifiqguement
les méthodologies utilisées in vitro et in vivo pour le criblage de l'activité antiparasitaire,
anticancéreuse et de de l'activité antibactérienne, ainsi que du potentiel antioxydant des
molécules.

» Une partie pratique décrivant pour chacune des activités antimitotique, antifongique
et antibactérienne, le matériel et les protocoles employés, les résultats obtenus ainsi

que leur interprétation analytique, suivie d'une discussion critique.

Enfin, ce mémoire est cloturé par une conclusion générale qui permettra de tirer

quelque suggestion de prolongation a ce travail.
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Chapitre 1 la 8-hydroxyquinoléine

. Définition :

La 8-hydroxyquinoléine, également connue sous le nom oxime, est une petite
molécule hétérocyclique avec un groupe hydroxyle en position 8 sur le noyau de la
quinoléine. En raison de cette structure, la 8-HQ peut servir de ligand bidenté et former des
complexes de coordination stables avec divers cations metalliques tels que le cuivre, le zinc,

le fer et le vanadium.(7)(8)

—
/
N

Figure 1 : structure de la 8-hydroxyquinoléine

Il. Synthese :

La 8-hydroxyquinoline, également connue sous le nom de quinoléin-8-ol, est un
hétérocyclique azoté qui sert de précurseur a la création de plusieurs dérivés. La synthése de
Skraup (1880) est la méthode de synthese du quinoléin-8-ol la plus ancienne et la plus
répandue, elle consiste a faire réagir le 2-aminophénol a plus de 100 C° en présence d'acide
sulfurique, de propane-1,2,3-triol (glycérol) et d'un oxydant doux en quantité catalytique. Le
glycérol se déshydrate en acroléine lorsque l'acide sulfurique est chauffé a 100 ° C. La
formation de 1,2-dihydroquinoléine se produit lorsque I'acroléine s'additionne a I'aniline en
présence de 2-aminophénol. Un oxydant doux comme le nitrophénol peut facilement
I'oxyder et I'aromatiser en quinoléine. Pour rendre la réaction moins violente, on peut ajouter
du sulfate ferreux. En raison de sa forte tendance a se polymériser, I'acroléine ne peut se

former qu'in situ(9).

TH

A

@" r — | I
B —— ]

NHL [""\‘:JH —— e

OH

Figure 2 : Synthése de SKRAUP
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I11. Propriétés biologiques de la 8-hydroxyquinoléine :

La 8-HQ et ses analogues ont un large éventail d'activités biologiques, notamment
antimicrobienne, anti tumorale, antioxydante et neuroprotectrice, en plus de ses propriétés
chélatrices de métaux, les propriétés redox du noyau quinoléine et du groupement 8-hydroxy

sont responsables de ces effets (10).

Neuroprotection
agents

Miscellancous
activities

Botulinum
neurotoxin
inhibitors

Mycobacterium \ i/

tuberculosis ) >
inhibitors =

Anti-
schistosomal
agents

Anti-cancer
agents

Inhibitors of
20

dependent
enzymes

Chelators of
metalloproteins
with
promiscuous
activities

Anti-HIV
agents

Aantileishmanial Antifungal
agents agents

Figure 3 : Apercu des applications pharmacologiques a large spectre des déerivés de 8-

HQ(11).

I11.1.  Activité antibactérienne

La 8-hydroxyquinoline, est un composé organique hétérocyclique qui possede des
propriétés antibactériennes intéressantes, Des études récentes ont montré que la 8-
hydroxyquinoline et certains de ses dérivés ont une activité antimicrobienne contre plusieurs

types de bactéries Gram positif et Gram négatif.(5)

Les études de relation structure-activité ont identifié certains dérivés nitro ou

halogénés de la 8-hydroxyquinoléine dotés d'une puissante activité antibiotique accumulée.
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Notamment, la 5-nitro-8-hydroxyquinoléine inhibe efficacement la croissance aussi
bien des bactéries a Gram positif comme S. aureus que des souches a Gram négatives telles
E. coli. La nitroxoline (5-nitro-8-HQ), utilisée pour traiter les infections des voies urinaires,
inhibe sélectivement Pseudomonas aeruginosa a une CMI de 84,14 uM. Son groupement
nitro électroattracteur augmenterait son effet chélateur et donc son activité antibactérienne

contre les bactéries a Gram négatif les plus difficiles a traiter.(5)

De méme, l'introduction d'un chlore en position 5 générait un bactéricide compose a
large spectre, avec un CMI de 1 pg/mL sur E. faecalis. Ces améliorations d'activités
antibiotiques pourraient étre attribuées a une meilleure réactivité avec les cibles cellulaires

essentielles. (5)

La 8-hydroxyquinoline et ses dérivés sont actifs contre un large spectre de bactéries
Gram négatives et Gram positives. E. coli, K. pneumoniae, S. marcescens, Salmonella spp.,
S. dysenteriae, M. morganii, C. freundii, P. shigelloides, A. hydrophila, P. stutzeri, S.
putrefaciens, P. aeruginosa sont sensibles avec une MIC de 78-881,79 uM Par exemple, la

nitroxoline inhibe sélectivement Pseudomonas aeruginosa..(5)

Les bactéries Gram positives comme S. aureus, S. epidermidis, M. luteus, E. faecalis,
C. diphtheriae, B. cereus, B. subtilis et L. monocytogenes sont sensibles avec une MIC de

3,44 a 13,78 uM (5).. L'iodoquinol est tres efficace contre Neisseria gonorrhoeae.(12)

Certaines bactéries résistantes sont aussi sensibles, comme Acinetobacter baumannii
résistant aux carbapénémes. L'IOX1 (dérivé de 8-hydroxyquinoléine) a montré des effets
thérapeutiques dans des modéles murins de septicémie a Acinetobacter baumannii résistant

aux carbapénemes(13).

Les SARM sont également sensibles, par exemple une petite molécule appelée
DNAC-2 qui est un dérivée de la 8-hydroxyquinoléine a une activité antibactérienne avec
une CMI de 8 pg/ml contre la souche SARM USA300 et est bactéricide a deux fois la
CMI(14) et méme la Mycobacterium tuberculosis est aussi sensible(15)

La 8-HQ a deux principaux mécanismes d'action. Elle chélate des ions comme Fe2+,
Zn2+ ou Cu2+ dans le cytoplasme bactérien, privant les cellules de cofacteurs vitaux. Cette

séquestration du fer inhibe des métallo-enzymes impliquées dans la respiration, la
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réplication de I'ADN et la synthése protéique(16). Ce mécanisme est observé chez P.

aeruginosa (17).

De plus, du fait de son caractére amphiphile, la 8-HQ s'intercale dans la bicouche
lipidique des membranes bactériennes, en altérant I'intégrité et la fluidité. Ceci perturbe la
perméabilité sélective et I'hnoméostasie ionique, conduisant a la lyse cellulaire(18)

La 8-HQ inhibe de maniere compétitive des enzymes-clés comme la gyrase et la
topoisomérase 1V chez S. aureus, MRSA Ceci bloque la réplication/transcription de I'ADN
Elle provoque également un découplage de la chaine respiratoire bactérienne en ciblant la
NADH-déshydrogénase, notamment la production d'ATP (19)

La 8-HQ induit un stress oxydatif via la génération de dérivés réactifs de lI'oxygene au
niveau intracellulaire (ROS)(20). Elle inhibe aussi la biosynthése des acides gras nécessaires
a la formation de la paroi bactérienne, entrainant une lyse cellulaire (14).Enfin, la 8-HQ

permet une neutralisation des toxines bactériennes(21).

Le tableau ci-dessous fournira des information sur I’activité antibactérienne de certains

dérivés de 8 hydroxyquinoline .

Tableau | : Concentrations Minimales Inhibitrices et Zones d'Inhibition des Dérivés de
la 8-Hydroxynoline

Molécule Souche Diameétre de la Référ
zone ence
d’inhibition/

5-(4-(4-chlorophényl) pipérazine- B. subtilis Diametre de la

yl)méthylquinoléin-8-ol (CPMQ) S. aureus zone d'inhibition
r,AN.R E. coli (mm)
N E. ludwigii 40, 25, 50 et 45

OH re L,

5-((4-phénylpipérazin-1-yl) méthyl) = B. subtilis Diamétre de la

guinoline-8-ol (PPMQ) S. aureus zone d'inhibition

R= \@ E. coli (mm)
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5-(4-methylpiperrazinyl)-méthyl
quinoléin-8-ol (MPMQ)
R=

~CH,

5-((4-benzo-[1,

pipérazinyl)méthylquinoléin-8-ol (BPMQ)

R=
1)
Ly
O
.
P
. N7

8hydroxyquinoline
le CQ (6, 5- chloro-7-iodo-8HQ)

Cl

3

Cl N
OH

3]-dioxo-5-yIméthyl)

E.ludwigii

B. subtilis
S. aureus
E. coli

E.ludwigii
B. subtilis

S. aureus
E. coli

E.ludwigii

S. aureus
S. epidermidis
L. monocytogenes

All Gram-positive
bacteria

E. coli

S. marcescens

P. shigelloides

A. hydrophila

S. putrefaciens
A.xylosoxidans

C. albicans

S. cerevisiae

25, 25, 30 et 27

Diamétre de la
zone d'inhibition
(mm)

25, 25, 30 et27

Aucune zone (17)

CMI (xM)
6.89
3.44

CMI (xM)
26.1
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NO.,

\

OH
5-nitro-8-quinolinol

1
=S
-
~J
O

Cloxyquine

0 N,

@ \ \
1 1 ¥
O 0t 0

100 20ogw)  3(Ntoke)

A A% N AYA Y

0 0 0
yYY Y YV oYY
O O O OH
(1540 Shooid) G0 7674000

contre presque
toutes les BGN
A. hydrophila
M. luteus

P. stuzeri

S. putrefaciens
B. cereus

E. coli

S. marcescens
S.Typhimurium
S. Enteritidis
S. dysenteriae
C. freundii

A.xylosoxidans

A. hydrophila

P. shigelloides

Les souches multi
résistante de
Neisseria
gonorrhoeae

CMI (uM)

5.26
10.52

CMI (mM)
21.03

CMI (xM)
5.57

114

CMI en uM

(1) 27.56-55.11
(2) 2.78-5.57
(3) 2.63-5.26
(4) 2.23-4.46
(5) 0.08-0.15
(6) 0.10-0.20
(7) 0.28-0.56

()

(12)
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111.2.  Activité antivirale :

La 8-hydroxyquinoléine (8-HQ) et ses dérivés synthétiques présentent un potentiel
antiviral prometteur contre un large éventail de virus & ADN et ARN. Leurs mécanismes

d'action sont multiples et ciblent diverses étapes du cycle viral(10)

D'une part, ces composés inhibent les protéases virales essentielles au clivage des
polyprotéines et a la maturation des particules virales (22). La 8-HQ se lie au site catalytique
de la protéase NS3/4A du virus de I'hépatite C, bloquant ainsi sa fonctionnalité. De méme, le
dérivé 8-HQ-5-carboxamide inhibe l'activité de la protéase NsP2 du virus Chikungunya,

enzyme cruciale pour la réplication du génome viral. (23)

D'autre part, ces molécules interferent avec les polymérases virales responsables de la
transcription et la réplication du matériel génétique viral. La 8-benzyloxyquinoléine pénétre
le canal de I'ARN-polymérase PA/PB1 du virus Influenza A, obstruant I'accés au site actif
de transcription(24). De facon similaire, la 8-HQ se lie au site de liaison a 'ARN de la

polymérase 3Dpol de I'entérovirus A71, inhibant ainsi la réplication du génome(25).

Ces composés peuvent également cibler la néosynthese de composants viraux
indispensables a I'assemblage et au bourgeonnement des nouveaux virions. Le dérivé 8-HQ-
valine inhibe la synthése des glycoprotéines de surface G et F du virus respiratoire syncytial,
limitant la production de particules virales infectieuses.Ces dérivés de 8-hydroxyquinoléine
démontrent une activité antivirale étendue contre divers virus pathogéenes tels que les

entérovirus(25), le micropterus salmoides rhabdovirus,(26), le VIH-1 et le VHC(27).

Certains composés modifiés comme la 8-éthoxyquinoléine présentent méme un indice
de large spectre considérable, les positionnant comme des pistes prometteuses pour le
développement de futurs agents therapeutiques a large spectre contre les infections
virales(22).

Des études structure-activité ont permis d'identifier les dérivés pyrano (2,3-c)pyrazole
et pyrano(2,3-d)imidazole de la 8-hydroxyquinoline-5-sulfonylchlorure comme étant
particulierement actifs contre le paramyxovirus aviaire de type 1 et le virus de la
laryngotrachéite in vitro et in vivo. La présence du noyau 8-hydroxyquinoléine semble
essentielle a l'activité antivirale, tandis que les substitutions sur les noyaux

pyrazole/imidazole permettent de moduler subtilement cette activité(28).

12
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Le tableau suivant indique notamment ’activité antivirale de certains dérivés de 8

hydroxyquinoline.

Tableau Il : Dérivés de la 8-hydroxyquinoléine et leur concentration inhibitrice 50
(1C50) contre divers virus pathogeénes.

Molécule Souche Concentration  Référence
inhibitrice 50
Avian 3-4 ug/ml
X aramyxovirus
fom =2 O P
57:"—%” o =] t}.—@—l:l typel (APMV'
0.5 - S = _@_ _— 1)
d e pem .
N = laryngotracheit (28)
OH E-—@—h-::l‘i.'._

) o is virus (LTV)
5-(2-thioxo-4-aryl-5-carbonitrile-6-

amino-pyrano(2,3-d)imidazol-2-

yl)sulphonyl-8-hydroxyquino-  lines
and 5-(2-oxo-4-aryl-5-carbonitrile-6-
amino-pyrano(2,3- d)imidazol-2-

yl)sulphonyl-8-hydroxyquinolines

| Covid 19 1.38uM (29)
_—
I N
OH
5,7-Diiodoquinolinol
it Coronavirus 3.03uM (30)
=
R™ N I
OH

4
2-isopropy, 2-isobutyl-5,7-dichloro-8-
hydroxyquinoline
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I11.3.  Activité antiparasitaire :

Des centaines des millions des personnes sont touchées par des maladies parasitaires
telles que le paludisme, la leishmaniose ou la trypanosomiase humaine africaine,
principalement dans les pays tropicaux. Cependant, les traitements disponibles sont limités
par leur toxicité, leur colt ou I'émergence de résistances. Par conséquent, de nouvelles

méthodes antiparasitaires sont nécessaires(7).

Le 8-hydroxyquinoléine (8-HQ) et ses dérivés ont démontré une activité antiparasitaire
intéressante contre divers parasites, tels que Trypanosoma, Leishmania, Toxoplasma et
Schistosoma(31)(32). Il est probable que la 8-HQ fonctionne en chélant les ions métalliques
essentiels aux parasites, ce qui entraine un stress oxydatif et inhibe les métalloenzymes clés
(33).

L'efficacité de la 8-HQ et de dérivés halogénés tels que le clioquinol contre
Trypanosoma cruzi et Leishmania spp a été confirmée par des études in vitro et in vivo chez
la souris(34)(35). L'activité antiparasitaire est potentialisée par des complexes métalliques a
base de 8-HQ, tels que les complexes de vanadium, de ruthénium et de fer, par rapport aux
ligands seuls (31) (36)(37).

La biodisponibilité et I'action antiparasitaire de la 8-HQ sont améliorées par la
vectorisation par des systemes nanoparticulaires (38). Quelques dérives de 8-HQ ont
également démontré leur efficacité contre des parasites responsables de maladies négligées
tels que Trichomonas vaginalis et Balamuthia mandrillaris(34)(39).

Par conséquent, la 8-HQ et ses analogues semblent étre une classe pharmacologique

prometteuse pour la création de nouveaux antiparasitaires(32).

Le tableau ci-apres indique notamment divers dérives de la 8-hydroxyquinoléine et
leur concentration inhibitrice 50 (IC50) contre divers parasites pathogenes.
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Tableau I11 : Dérivés de la 8-hydroxyquinoléine et leur concentration inhibitrice 50
(1C50) contre divers parasites pathogénes.

MOLECULE PARASITE Concentration inhibition REFER
50 ENCE
Leishmania 0.05 +0.02
N R :
| amazonensis, (40)
,.-f Hprf Leishmania infantum 0.26x+ 0.04
,:|:,H Leishmania braziliensis 0.35 £0.06
8 -Quinolinol
| S Leishmania major 15.3 +3.00
N
OoH
8 -Quinolinol
Cl Leishmania major 21.5+5.13
—
L
N
OH
5-Chloroquinolinol
Cl Leishmania major 30.8 £ 3.28
/ﬁjﬁ
—
Cl N
OH
5,7-Dichloroquinolinol
Leishmania major 23.8 £4.86

Br
—
—
Br N
OH

5,7-Dibromoquinolinol
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| Leishmania major 16.0 + 2.81
=~
—
| N
OH
5,7-Diiodoquinolinol
el Leishmania major 125+ 2.92
X
(41)
~
Cl N~ "CHjz
OH
5,7-Dichloro-2-
methylquinolinol
cl Leishmania infantum 6.3+£1.4
s e
2
| N
OH
5-Chloro-7-iodo-8-
L Trypanosoma brucei 20x0.3
quinolinol
: — (42)
I Leishmania infantum 185+ 6.6
| —
| N
OH
5,7-Diiodoquinolinol
Trypanosoma brucei 1.7+£0.8
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N Trichomonas vaginalis PH 151 :29.81 (34)
PH 152: 16.88
& PH 153: 23.82
&S PH 154: 19.29
PH 155: 31.31
PH 156: 42.71
20
L
CN
NJQN
L_J
OH
N\
—
=S
R
. G Trypanosoma cruzi Epimastigot Trypomasti  (7)
H
es otes
A W oW :
d o u 942+223 20.10 +
N o 717+107 286
i Ri NO, H L4 276052 2.25%+0.95
2.17+0.35 0.40+0.08
258+056 1.10+0.88
1.01£0.73
Trypanosoma brucei 12.4+£0.8
'\5“‘.
=
M
OH
8 -Quinolinol
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NO»
~
=
N
OH

5-nitro-8-quinolinol

Cl
=
—
Cl N
OH

5,7-Dichloroquinolinol

I
B
| N
OH
5,7-Diiodoquinolinol
Cl
ﬁ@
—
| N
OH
5-Chloro-7-iodo-8-

quinolinol

Trypanosoma brucei 0.8+0.3

Trypanosoma brucei 25+0.2

Trypanosoma brucei 3.0£0.2 (43)

Trypanosoma brucei 24+0.4

I11.4.  Activité antifongique :

La famille des composés prometteuse de la 8-HQ et de ses nombreux dérivés qui ont
été synthesés ces derniéres années représente une opportunité dans la lutte antifongique, que

ce soit chez I'nomme ou dans un contexte agricole(44).

Cette famille des composés heterocycliques composée de la 8-hydroxyquinoline (8-
HQ) et de ses dérivés présente une efficacité contre diverses souches des champignons

pathogénes qui a été démontré dans des nombreuses études récentes(45).
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D'autres derivés de 8-HQ complexés avec des métaux tels que le cobalt, le nickel, le
cadmium, lI'aluminium et le lanthane ont également montré des propriétés antibactériennes et
antifongiques intrigantes contre les souches Gram positif et Gram négatif ainsi que contre
Candida spp(46)(47).

La 8-HQ et certains de ses dérivés ont également été démontrés efficaces contre des
champignons phytopathogenes tels que Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea, Fusarium
graminearum et Magnaportheoryzae, qui provoquent des pertes importantes de récoltes. Les
souches fongiques ont démontré une efficacité exceptionnelle du dérivé 5-(4-phényl-1H-
1,2,3-triazol-1-yl)quinolin-8-ol avec des CE50 compris entre 0,09 et 5,96 g/m(48)

Donc ces molécules sont des candidats intéressants pour le développement de
nouveaux meédicaments ou pesticides en raison de leur spectre d'activité, de leur faible

toxicité et de leur mécanisme d'action(48).

Le tableau suivant fournira les différents dérivés de la 8-hydroxyquinoléine et leur

concentration minimale inhibitrice (CMI) contre divers champignons pathogeénes.
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Tableau IV : Différents derivés de la 8-hydroxyquinoléine et leur concentration
minimale inhibitrice (CMI) contre divers champignons pathogenes

MOLECULE

Cl
/E:;Ej
/
I N
OH
5-Chloro-7-iodo-8-quinolinol

OSO

S

N/
- xH 20
acide8-hydroxy-5-

quinolinesulfonique

OSOH

A

8-hydroxy-7-iodo5-

quinolinesulfonique

L
e 3

—

(=2 = _
— N
e

1
S

1

8-Hydroxyquinoline-5-(4-
chlorophenyl)sulfonamide

Champignon CMI REFERANCE
[0.250 mg/ml -
0.500 mg/ml ]

Candida spp. [64 mg/ml -64

(C. albicans, mg/ml ]

C.glabrata,

C. krusei,

C. parapsilosis

C. tropicalis) (49)
[32 mg/ml 256

Et mg/ml ]

Dermatophytes

(M. canis,

M. gypseum,

T. mentagrophytes

T. rubrum)

Candida  albicans 2 pug/ml

Microsporum canis 2 ug/ ml

Trichophyton

mentagrophytes 1 pg/ mi
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s Candida  albicans
0;» Sf;I"»<»—f;j Microsporum canis 8 ug /ml (50)
Oij 0 Trichophyton
i) mentagrophytes

8-hydroxyquinoli ne-5-(N-4-
methoxyphenyl) sulfonamide

111.5. Activité anti inflammatoire :

Les hétérocycliques 8-hydroxyquinoléine (8-HQ) et ses dérivés ont une variété de
propriétés pharmacologiques, y compris des effets anti-inflammatoires, la 8-HQ et certains
de ses dérivés peuvent inhiber la production de médiateurs pro-inflammatoires tels que les
cytokines, les prostaglandines et les radicaux libres, selon plusieurs études in vitro et in
vivo(51)(52).

Le mécanisme anti-inflammatoire de la 8-HQ impliquerait son activité chélatrice des
ions metalliques, ce qui empécherait les cellules immunitaires d'activer les voies de
signalisation pro-inflammatoires dépendantes des métaux,de plus, la 8-HQ a la capacité
d'inhiber directement des enzymes pro-inflammatoires telles que la NO synthase inductible
(iNOS)et la cyclooxygénase-2 (COX-2)(51).

Sur des modeles animaux, certains dérivés de 8-HQ, tels que la 5-chloro-8-
hydroxyquinoléine(clioquinol) est démontrée des propriétés anti-inflammatoires plus fortes

que les anti-inflammatoires conventionnels(53).

Pour le traitement des maladies inflammatoires cutanées, l'incorporation de la 8-HQ
dans des formulations topiques ou des matériaux nanostructurés pourrait améliorer son

activité anti-inflammatoire locale(54).
I11.6.  Activité anticancéreuse :

La 8-hydroxyquinoléine (8-HQ) et ses dérivés font partie d'une classe importante de
composés heétérocycliques azotés qui ont démontré des propriétés potentiellement
anticancereuses, la capacité de ces molécules a chélater les ions métalliques semble étre un

élément important de leur cytotoxicité sélective contre les cellules cancéreuses(55)
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Le cuivre, le zinc, le ruthénium, le platine et le gallium sont tous des exemples des
complexes métalliques a base de 8-HQ qui ont une efficacité antitumorale (56)(57).Dans
différentes lignées de cellules cancéreuses, ces complexes provoquent I'apoptose et
l'autophagie via les voies mitochondriales et une production accrue d'especes réactives
d'oxygene(55). Certains d'entre eux ont également montré des effets in vivo chez des souris

xenogreffes avec des tumeurs humaines(58).

La 8-HQ et ses dérivés peuvent non seulement former des complexes cytotoxiques,
mais ils peuvent également servir de ligands bidentés pour stabiliser et activer des
complexes a base de métaux de transition qui ont des propriétés anticancéreuses, les
complexes demi-sandwich de ruthénium(ll), de rhodium(lll) et d'iridium(lIl) en sont des
exemples notables(59)(60) .

Des études mécanistiques ont également montré que certains de ces composés peuvent
perturber le métabolisme mitochondrial ou la réplication de I'ADN, renforcant leurs
propriétés antitumorales (61), de plus certains dérivés de 8HQ inhibent les enzymes
épigénétiques comme les histone démeéthylasses, ce qui modifie I'expression génique au
profit d'effets antitumoraux(62),et du ciblage des protéines anti-apoptotiques telles que la

survivine (63).

En raison de leur captation accrue via les transporteurs de glucose surexprimés dans les
tumeurs, de nouveaux glycoconjugués associant un sucre comme le glucose a un dérivé de la

8HQ ont récemment montré d'excellentes sélectivités pour les cellules cancéreuses(64).

Les activités anticancéreuses intrinséques des dérivés de la 8-hydroxyquinoline, en
plus de leur capacité de chélation des métaux, suscitent également beaucoup d'intérét. Selon
de nombreuses études, les composés portant diverses substitutions en positions 5 ou 7 de la
8HQ peuvent provoquer directement I'apoptose des cellules tumorales. Par exemple,
plusieurs lignées cancéreuses humaines ont montré que le dérivé 5-bromé était plus
cytotoxique que le 8HQ de départ(65), Certains de ces composes ont des effets antitumoraux
en inhibant des kinases telles que I'EGFR ou I'ERK, qui sont impliquées dans les voies de

prolifération et de survie cellulaire(66).
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I11.7.  Activité antioxydante :

La 8-hydroxyquinoléine (8-HQ) et plusieurs de ses dérivés halogénés, alkylés ou
hydroxylés ont démontré une bonne capacité de piégeage de radicaux libres tels que le
DPPH ou ABTS+ in vitro. Le piégeage se fait via un transfert d'atome H en positions C5 et
C7 du cycle aromatique, stabilisant le radical formé. La fonction hydroxy en position 8 est
primordiale pour cette activité. Des groupes alkyles ou aryles améliorent cette capacité

antioxydante (67).

In vivo, la 8-HQ et les analogues hydroxylés/méthoxylés augmentent I'activité de la
SOD, catalase et glutathion peroxydase dans des modeles de stress oxydant au niveau
hépatiqgue ou rénal donc le mécanisme possible c’est la régulation positive de la

transcription des génes codant ces enzymes antioxydant (68) (69).

La 8-HQ peut également chélater des ions métalliques de transition comme le Cu(ll),
Fe(ll/111) ou Zn(ll) grace a ses doubles liaisons et paires d'électrons non liantes. Cela
empéche la réduction de ces métaux et bloque la formation de radicaux hydroxyles
réactifs(8) .

In vitro, la 8-HQ native et ses dérivés méthoxylés protegent efficacement les cellules
cardiaques et les neurones contre la mort induite par un stress oxydant exogéne, préservant

la morphologie et la viabilité cellulaire (70).

In vivo, l'injection de dérives hydroxylés et méthoxylés de la 8-HQ chez le rat a 50
umol/kg augmente significativement l'activité de la SOD, catalase et glutathion-peroxydase
dans les tissus hépatiques et rénaux, démontrant une stimulation des défenses antioxydantes
endogenes(68) (71) .

Enfin, l'introduction de groupements attracteurs d'électrons comme NO2 en position 6
ou 7 potentialise I'activité antioxydante vis-a-vis du piégeage de DPPH, tandis que des

groupements méthyles ou phényles en position 2 la réduisent (72).
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I11.8.  Activité anti neurodégénérative

La 8-HQ et ses dérivés possedent une puissante activité antioxydante leur permettant
de lutter contre le stress oxydatif neuronal. Ils piegent directement les radicaux libres,
chélatent les ions meétalliques pro-oxydants, et activent les défenses antioxydantes cellulaires
dont le facteur Nrf2(62). Ces composés interferent avec l'oligomérisation des peptides
amyloides-béta et de l'alpha-synucléine, limitant la formation de structures toxiques

impliquées dans la mort neuronale dans la maladie d'Alzheimer et de Parkinson(73).

La 8-HQ et ses dérivés inhibent I'activation de NF-kB, stimulent la production de
résolvines du type E (RVEL) qui sont des médiateurs lipidiques aux effets protecteurs et pro-
résolutifs dans les maladies neurodégénératives. Ainsi, la modulation multipoints de voies

inflammatoires par la 8-HQ et ses analogues contribue a leurs effets bénéfiques(74).

La 8-HQ interagit au niveau des mitochondries et améliore plusieurs aspects de la
fonction de cet organite essentiel dans les neurones. Elle stabilise les membranes
mitochondriales, stimule l'activité du complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale,
réduisant ainsi le stress oxydatif et améliorant la survie cellulaire dans des modéles de
maladies neurodégenératives(75).

Le clioquinol, dérivé halogéné de la 8-HQ, chélate les ions zinc et cuivre impliqués
dans l'agrégation des peptides beta-amyloides et montre des effets protecteurs dans des
modéles de la maladie d'Alzheimer. D'autres dérivés halogénés comme l'iodoquinol et le
bromoquinol inhibent également la formation des plaques séniles amyloides(73). Des
dérivés conjuguant la structure 8-HQ a des groupements chélateurs présentent une double

activité chélatrice de métaux et inhibitrice de I'agrégation amyloide(62)

Des travaux ont montré l'intérét de vectoriser la 8-HQ sous forme nanoparticulaire
pour améliorer sa biodisponibilité cérébrale dans le contexte de la maladie d'Alzheimer. Des
liposomes chargés en 8-HQ administrés par voie intranasale traversent la barriére hémato-
encéphalique et délivrent la molécule bioactive dans le parenchyme cérébral, réduisant les

dépdts amyloides et ayant des effets anti-inflammatoires(76).

Un modéle QSAR fiable a ainsi été construit, guidant la synthése de nouveaux

inhibiteurs de l'agrégation parmi les meilleurs décrits. Des analogues alkylés de la 8-HQ
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comme le clioquinol ont montré des effets neuroprotecteurs dans des modeles cellulaires et

animaux de la maladie de Parkinson.(77).

En prévenant l'activation des voies pro-inflammatoires et du stress oxydatif, ces
composés réduisent la mort des neurones dopaminergiques induite par des toxines. L'ajout
de longues chaines alkyles semble renforcer leur activité antioxydante. La formation de
complexes entre la 8-HQ et des ions métalliqgues comme le manganése potentialise ses effets

antioxydants par un systeme rédox faisant intervenir ces ions(78).

Le complexe 8-HQ-Mn montre ainsi des effets protecteurs accrus dans des modéles de
neurodégénérescence probablement médiés par une mitochondrie mieux préservée. Des
stratégies utilisant des vecteurs lipidiques ou polymériques pour acheminer la 8-HQ vers son
site d'action sont prometteuses pour traiter des pathologies du systéme nerveux central. Des
constructions multivalentes avec plusieurs motifs 8-HQ permettent d'augmenter l'avidité
d'interaction avec les cibles biologiques et ainsi potentialiser les effets thérapeutiques. La
vectorisation de la 8-HQ en nanoparticules et sa lipophilie sont des pistes pour améliorer sa
faible biodisponibilité orale et son passage limité de la barriere hémato-encéphalique vers

son site d'action, des verrous a lever pour envisager des applications cliniques. (79)
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Chapitre 2 Evaluation de I’activité biologique

. Définitions :

L’Organisation American National Standards Institute , (Association for the Advancement
of Medical Instrumentation et Organisation internationale de normalisation
(ANSI/AAMI/ISO 10993-1, 2020), définie L'évaluation biologique comme un processus
systématique d'investigation scientifique visant a déterminer les effets potentiels d'une
substance, d'un médicament, d'un dispositif médical, d'un agent physique ou chimique, ou de

tout autre type d'intervention. Sur des organismes vivants dans des conditions définies.

Elle repose sur une démarche expérimentale rigoureuse comprenant :
o L'identification des dangers biologiques potentiels et la caractérisation des relations
dose-réponse(80).
o L'enquéte des mécanismes d'action sous-jacents(81)
o Lamesure et la quantification des effets biologiques et de leurs conséquences(82)
o L'extrapolation et I'estimation des risques associés pour la santé humaine et

I'environnement(82)

Les évaluations biologiques impliquent généralement une combinaison de tests in vitro
sur des composants cellulaires et tissulaires, et de tests in vivo sur des modeles animaux et

des volontaires humains lors des essais cliniques (83)
I.1.In vivo :

Les tests in vivo impliquent des études menées sur des organismes vivants entiers, tels
que des animaux de laboratoire ou des volontaires humains, afin d'évaluer les effets d'une
substance ou d'un traitement sur I'organisme dans son ensemble. Ils offrent des informations
précieuses sur la pharmacocinétique d'un médicament, son efficacité thérapeutique, sa
toxicité, et ses effets indésirables potentiels. Ces essais contribuent a evaluer la sécurité des
produits chimiques ou des ingrédients actifs, avec des exemples tels que des études
pharmacologiques sur des animaux pour évaluer I'effet d'un médicament sur une maladie
specifique, des tests de toxicité aigué ou chronique, et des essais cliniques sur des
patients(84).
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.1.1. Toxicité aigué :

L’Organisation de coopération et de développement économiques (OECD guidelines
401) définie la toxicité aiglie comme une étude des effets néfastes d'une substance apres une
exposition unique ou de courte durée Permet la détermination de la DL50 et des effets
immédiats sur la santé, par 1’intermédiaire des tests généralement réalisés sur des animaux
selon des protocoles standardisés, les résultats sont utilisés pour établir des limites de

sécurité.
1.1.2. Toxicité chronique :

L’Organisation de coopération et de développement économiques (OECD guidelines
408), toxicité chroniqgue comme une étude des Effets nocifs d'une substance aprés une
exposition prolongée ou répétée, a faibles doses elle permet I’évaluation des effets a long
terme sur la santé (maladies, cancer, atteintes des organes...), les tests sont réalisés pendant
plusieurs semaines/années avec exposition répétée chez ’animal, les résultats fournissent
des informations essentielles pour évaluer le profil de sécurité d'une substance et établir des

limites d'exposition.
1.2. In vitro :

Les tests in vitro sont réalisés en dehors de I'organisme vivant, généralement dans des
éprouvettes ou des cultures cellulaires. Ils permettent d'étudier les interactions entre des
substances chimiques, des médicaments, ou des produits biologiques spécifiques et des
cellules, des tissus, ou des organes isolés. Ces essais offrent des informations sur les
mécanismes d'action, le potentiel toxicologique, et I'efficacité d'une substance. Les exemples
comprennent des tests de cytotoxicité pour évaluer les effets sur la viabilité cellulaire, des

essais d'activité enzymatique, des études de liaison, et des tests de mutagénicité.(84)

Les tests in vitro offrent des informations precieuses sur les mécanismes d'action d'une
substance, leur potentiel toxicologique et leur efficacité. Parmi les exemples de tests in vitro,
on peut citer :

o Les tests de cytotoxicité pour évaluer les effets d'une substance sur la viabilité
cellulaire(85)
o Les essais dactivité enzymatique pour évaluer l'effet d'un médicament sur une

enzyme spécifique(86)
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o Les études de liaison pour évaluer l'interaction entre une substance et une protéine
cible(87)
o Les tests de mutagénicité pour évaluer le potentiel d'une substance a causer des

mutations génétiques(88)
11. Evaluation de I’activité antimicrobienne :

Les tests de sensibilité aux antibiotiques représentent la derni¢re étape du diagnostic
microbiologique d’une infection. Ils permettent de dresser le profil de résistance d’une

souche bactérienne donnée, nécessaire a I’antibiothérapie.

Différentes techniques peuvent étre pratiquées au laboratoire :
e Détermination des CMI
e Technique de diffusion en milieu gélosé (antibiogramme)
e Mise en évidence de mécanismes de résistance particuliers (ex : enzymes
inactivant les bétalactamines).

e Associations d’antibiotiques....

La pratique de ces tests tiendra compte des critéres suivants :
e e test doit étre pratiqué sur une souche pure, celle qui a été isolée a partir

d’un produit pathologique (prélévement) (89).
I.1. Meéthodes de détermination des CMI :

La CMI ou Concentration Minimale Inhibitrice est la plus petite concentration
d’antibiotique qui inhibe toute culture visible d’une souche bactérienne aprés 18 h
d’incubation. Cette valeur caractérise 1’effet bactériostatique d’un antibiotique. La CMB ou
Concentration Minimale Bactéricides est la plus faible concentration en agent capable
d’entrainer la mort d’au moins 99,99% des bactéries d’un inoculum. Le Principe de cette
méthode c’est de la détermination des CMI qui est basée sur la mise en culture de la souche

a étudier en présence d’un gradient de concentration d’un antibiotique donné(89).
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11.1.1. La méthode de dilution en milieu liquide :

o Préparer une série de tubes avec le méme milieu de Mueller Hinton liquide puis
constituer une gamme de concentrations de 1’antibiotique a tester (par exemple de
0.5 a 16mg/l). Un tube témoin de croissance de la souche a tester (sans antibiotique)
est inclus. Ajouter la méme quantité de germes dans chaque tube : inoculum. Apres
une incubation de 18h, la lecture se fait en observant a 1’ceil nu la croissance dans les

tubes (présence ou absence de trouble)(90)
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Figure 4 : détermination de la concentration minimale inhibitrice(89)

11.1.2. La méthode de dilution en milieu solide :

o Préparer un milieu de culture de gélose Mueller-Hinton maintenu & 45°C. ensuite
préparer des dilutions semi-logarithmiques de I'antibiotique a tester, partant d'une
concentration stock élevée jusqu'a la concentration finale souhaitée, généralement
dans une gamme de 512 a 0,125 pg/ml.. puis préparer une suspension bactérienne
standard & une turbidité de 0,5 McFarland (environ 10"8 UFC/ml) & partir d'une
culture jeune. Déposer des spots de I'inoculum bactérien de 5 a 8 mm a la surface de
la gélose contenant les différentes concentrations d'antibiotique.. Aprés dép6t des
spots, incuber les boites pendant un temps déterminé, généralement 18-24 heures..
Observer et interpréter la croissance bactérienne sur chaque spot pour déterminer la

concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’antibiotique(91).
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11.1.3. Méthode des E-test :

o |l s'agit d'une méthode courante qui consiste a déposer sur une gélose ensemencée
avec la bactérie a tester, une bandelette de papier imprégnée d'un gradient
décroissant de concentrations de Il'antibiotique. Celui-ci diffuse dans le milieu en
créant un gradient et inhibe localement la croissance bactérienne. Il se forme alors
une zone d'inhibition de forme elliptique dont la limite avec la bandelette graduée
correspond a la concentration minimale inhibitrice (CMI) de I'antibiotique sur cette
souche(92).

CMI= 2mg/I

Figure 5 : Mesure de la CMI par méthode E-Test (Acinetobacter et ampisulbactam).
(93)

11.1.4. Méthode de diffusion en milieu gélosé ou antibiogramme :

Un antibiogramme est un test de détermination de la sensibilité d’une bactérie aux
antibiotiques, effectuée en milieu solide. 1l s’agit d’un examen quotidien du laboratoire de
bactériologie. Ce test est pratiqué sur toute souche isolée d’un prélévement pathologique. Il
a un intérét double : thérapeutique (il permet de confirmer et ou adapter une antibiothérapie)
et épidémiologique (surveillance de la résistance bactérienne aux antibiotiques). le principe
de cette technique consiste a déposer des disques de papier imprégnés d’une concentration
connue d’antibiotique, sur une gelose ensemencée avec la bactérie a étudier. Le milieu
utilisé varie en fonction de la bactérie on utilise pour les bactéries non exigeantes c’est
gélose Mueller Hinton par contre pour les bactéries exigeantes c’est gélose Mueller Hinton

additionné des suppléments (ex : sang de mouton pour les streptocoques)(5)
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Peut-on mesurer une CMI par op b
I'antiblogramme par diffusion en milieu gélosé ? Antibiogramme par diffusion: droite de concordance

mm

mcg/ml

Figure 6 : L antibiogramme par diffusion(89).

A partie de antibiogramme on constate les souches Sensible (S) sont celles pour
lesquelles la probabilité de succes de thérapeutique est acceptable. On doit s’attendre a un
effet thérapeutique acceptable a dose habituelle par voie générale, les souches
Intermédiaire () sont celles pour lesquelles le succés thérapeutique est imprévisible. La
valeur de la CMI pour ces souches n’est pas prédictive et les souches Résistante (R) sont

celles pour lesquelles il existe une Forte probabilité d’échec thérapeutique.

Ces diameétres critiques résultent de I’intégration de plusieurs données : concentrations
sériques et tissulaires des antibiotiques in vivo, concentrations inhibitrices habituellement
observées sur un échantillon important de souches, confrontation avec des résultats
cliniques. La technique (technique Kirby-Bauer: recommandée par 1’OMS) de cette
méthode comporte les étapes suivantes : préparer une suspension bactérienne de la souche a
étudier, de densite égale a 0.5 Mc Farland (DO : 0.08 — 0.10 a 625 nm), puis incuber les

boites a 35°en atmosphere appropriée (adaptée a la culture du germe étudié)(89).
I11.  Evaluation de Pactivité antiparasitaire :

A I'heure actuelle, de nombreuses recherches évaluent I'efficacité antiparasitaire contre
des parasites pathogénes tels que Leishmania, Trypanosoma, Plasmodium ou Toxoplasma.

Avant des études plus approfondies, les tests cellulaires standardisés permettent de
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déterminer rapidement leur potentiel in vitro. On utilise généralement des modéles animaux
pour évaluer les dérivés les plus prometteurs. En général, on utilise des tests in vitro sur des
cultures cellulaires de parasites cibles afin d'évaluer le potentiel antiparasitaire de nouvelles
molécules. Ces tests sont plut6t simples a utiliser et offrent la possibilité de détecter les

composés d'intérét a un débit élevé. (93).
111.1.  Evaluation in vitro :

Le test le plus couramment utilisé, c’est la détermination de la CI50 par microdilution
en plaque 96 puits, des concentrations en serie de la molécule test sont ajoutées a une
suspension de parasites, aprés 48-72h d'incubation la viabilité parasitaire est mesurée par
colorimétrie utilisant la résazurine ou le MTT, la CI50 est la concentration qui inhibe 50%
de la croissance, la faible CI150 signifie que le composé est plus actif. La méthode la plus
répandue d’évaluer la viabilité cellulaire est la colorimétrie a la résazurine. Les cellules
vivantes métabolisent la résazurine bleue non fluorescente en résazurine rose hautement
fluorescente. La fluorescence émise apres incubation avec les composés testés est mesurée a
550 nm d'excitation et 590 nm d'émission et pour simuler les conditions in vivo, le milieu de
culture peut contenir un sérum animal supplémenté. Il est nécessaire d'avoir des contrbles
négatifs (cellules seules) et positifs (mort cellulaire). La résazurine est capable de détecter
des variations de viabilité cellulaire faibles (10 %), ce qui est utile pour identifier
précisément les C150 (34)

En plus la sélectivité de l'activité antiparasitaire est évaluée en examinant la
cytotoxicité des composés sur des cellules de mammiféres sains et I’ indice de sélectivité

(IS) est déterminé en divisant la C150 des cellules saines par la CI50 antiparasitaire(43).

La cytométrie en flux multiparamétrique combine plusieurs fluorochromes permit
d’évaluer les effets des composés en déduire un ensemble des parametres plus specifiques
comme le potentiel membranaire mitochondrial, la mort cellulaire et le cycle cellulaire .La
mort cellulaire et I'externalisation des phosphatidylsérines lors de I'apoptose sont indiquées
par I'iodure de propidium et I'annexine V, respectivement. La dépolarisation mitochondriale
ou la diminution du potentiel transmembranaire peuvent étre observées a l'aide de sondes
fluorescentes telles que DIOC6(3) ou JC-1, et aussi le marquage ADN peut étre utilisé pour

explorer simultanément le cycle cellulaire et donc la cytométrie en flux permet une
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description approfondie et dynamique de Il'activité antiparasitaire, comme on a le

microscopie qui permet d'observer directement les effets morphologiques (93,94) .

Enfin la technique de PCR en temps réel qui permet également de détecté I'expression
des génes impliqués dans la mort cellulaire ou le stress oxydatif et plus il y a des analyses
biochimiques étudient également les moyens potentiels d'action tels que [I'inhibition

enzymatique, la chélation du fer et les dommages a I'ADN. (40)
I11.2.  Evaluation in vivo :

Différents modeles animaux ont été employés afin d'analyser I'activité antiparasitaire
en laboratoire. L'efficacité a été étudieée par exemple chez les souris BALB/c infectées par
Leishmania infantum ,un effet antiparasitaire in vivo a été observé chez les souris traitées,
avec une réponse immunitaire de type Thl et une diminution importante de la charge
parasitaire dans la rate, le foie, la moelle osseuse et les ganglions lymphatiques. De la méme

maniere, des souris infectées par le Trypanosoma brucei ont été étudiées. (43)

Dans un autre cas, les effets antiparasitaires et antifibrotiques de I'acide gallique ont

été étudieés sur la schistosomiase hépatique expérimentale chez la souris(95)
IV. Evaluation de I’activité antifongique :

IV.1. Evaluation in vitro:

Les tests d'activité antifongique in vitro sont fréquemment utilisés comme premiére
étape pour évaluer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) contre diverses espéces
de champignons pathogenes, tels que Candida spp., Aspergillus spp. et Cryptococcus spp.,
la méthode de microdilution en bouillon est la plus courante(96) (50).

On utilise également la méthode de diffusion sur un environnement gélosé avec des
puits ou des disques pour mesurer rapidement I'activité antifongique en mesurant les zones
d'inhibition.(97)

Des tests plus approfondis, tels que les courbes de mortalité - temps, permettent
d'étudier la cinétique de l'activité antifongique et de faire la distinction entre un effet

fongicide et un effet fongistatique(98) (49)
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Etant donné que les biofilms sont souvent plus résistants aux traitements, I'évaluation
de Il'activité contre les biofilms fongiques représente un autre sujet de recherche important.
La capacité a arréter la formation de biofilms ou a éliminer les biofilms préformeés de
Candida spp est mesurée a l'aide de tests en microplaques(98) (56).Des études de
microscopie électronique a balayage , des tests de permeabilité membranaire et Test de
protection au sorbitol révelent le mécanisme d'action des molécules antifongiques en

indiguant des dommages potentiels a la paroi cellulaire des champignons(50).

L'ensemble de ces tests permettent de sélectionner les molécules qui présentant le
meilleur ratio activité/toxicité avant de passer a des études in vivo chez l'animal pour

confirmer leur potentiel thérapeutique(99).
IV.2.  Evaluation in vivo :

Afin de déterminer les composés les plus prometteurs pour des applications topiques
ou systémiques, des tests de toxicité sur des cellules animales normales (lignées cellulaires,
embryons de poulet, embryons de poisson zebre) et des tests d'irritation cutanée sont

nécessaires (45).

Les chercheurs ont testé I'effet protecteur des composés lors d'infections a Candida
albicans avec la drosophile Toll-déficiente (un modele de mouche du vinaigr), les composés
sont administrés aux mouches, qui sont ensuite infectées par le Candida albicans. Par
rapport aux contrdles non traités, le taux de survie des mouches est suivi pendant sept jours.
Avant de passer a des modeles mammifeéres plus complexes, ce modele permet d'étudier
rapidement l'activité antifongique et la toxicité in vivo chez un organisme entier avec un

systéeme immunitaire fonctionnel(99).

Des chercheurs ont examiné la toxicité des dérivés de 8-hydroxyquinoline sur les
embryons de poulet fertilisés(99). Les embryons sont traités au troisieme jour et incubés
jusgu'au vingtieme jour pour étudier la survie et l'apparition de malformations, un bon
indicateur de toxicité développementale, les embryons de poisson zébre ont également été
utilisés par I'équipe de la recherche biomédicale utilise cette espéce comme modéle standard.
Dés le le premier stade cellulaire, les embryons sont exposés aux composes, puis leur survie
et leur développement sont suivis pendant 96 heures pour déterminer une DL50. Ce modeéle

permet une évaluation rapide de la toxicité d'un vertébré(99).
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Ces études sur des modeéles alternatifs sont des étapes préliminaires avant des essais
chez les mammiferes (souris et rat), qui sont plus complexes sur le plan éthique et pratique.

Ils permettent de présélectionner les candidats medicaux les plus prometteurs(99).
V. Evaluation de I’activité Anti cancéreuse :

V.1. Evaluation in vitro :

L'activité anticancéreuse est généralement évaluée a l'aide de tests in vitro initiaux
effectués sur des lignées cellulaires cancéreuses humaines, le premier objectif de ces tests est
d'évaluer la cytotoxicité de ces substances en utilisant des tests au MTT ou au bleu de trypan
(100)(101) , cela permet de calculer les concentrations inhibitrices médianes (CI50) sur
chaque lignée cellulaire traitée. Il est courant de comparer leurs CI50 a celles d'agents
anticancéreux de référence tels que le cisplatine ou autre afin de déterminer les dérivés les
plus prometteurs(102)(66).

D'autres tests in vitro, tels que la mesure du potentiel membranaire mitochondrial, la
détection d'especes réactives d'oxygéne ou I'étude de l'apoptose, permettent ensuite de mieux

caractériser leurs mécanismes d'action antitumoraux (55)(103)

D'autres tests in vitro, en plus de la cytotoxicité et des mécanismes d'action, sont
fréquemment utilisés pour sélectionner les dérivés les plus prometteurs, c’est La capacité des
composes a empécher la formation de colonies cellulaires est évaluée par des tests de
clonogénicité, qui reflétent leur activité anticancéreuse sur le long terme(64). Les études du

cycle cellulaire par cytométrie en flux indiquent la phase du cycle spécifique(104)
V.2. Evaluation in vivo :

L'ensemble de ces résultats in vitro sert de guide pour choisir les dériveés les plus actifs
pour les évaluations in vivo dans des modeles animaux de xénogreffes tumorales, une
approche multifacettes combinant des tests in vitro et in vivo est necessaire pour évaluer
I'activité anticancéreuse. Dans une étude ils ont testé la cytotoxicité de nouveaux complexes
de platine(ll) contenant des dérivés de 5-substituted-8-hydroxyquinoline sur des lignées
cancéreuses pulmonaires humaines A549 et A549 résistantes a la cisplatine (A549/DDP),
ainsi que sur des cellules hépatiques humaines normales HL-7702 ,les résultats ont montré

que le complexe [Pt(L1)(DMSO)CI] présentait une cytotoxicité 8,8 a 48,6 fois supérieure
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aux autres complexes sur les cellules A549/DDP résistantes. De plus, ils ont examiné
I'efficacité antitumorale de ce méme complexe in vivo sur un modele de xénogreffes de
tumeurs pulmonaires A549 chez des souris nude. Ils ont découvert une inhibition de la

croissance tumorale de 68,2 %, supérieure a celle du cisplatine (environ 50,0%)(55) .
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Chapitre 01 : Matériel et Méthodes



Partie Pratique Matériel et Méthodes

I. Evaluation de I’activité anti microbienne :

Cette étude vise a déterminer la concentration minimale inhibitrice de dix composés

synthétiques dérivés de la 8-hydroxyquinoline.
I.1. Matériel :

» Appareillage :
e Les boites de Pétri
e Le bec bunsen
e Pipette Pasteur
e Microplaque
e Micropipette + embouts
o FEtuve
e Vortex (agitateur et mélangeur)
e Densitometre
» Reactifs :
e Milieu Mueller Hinton liquide
e Amoxicilline contrdle positif
e Milieu gélose nutritive
e Eau physiologique stérile
e Souche ATCC E. coli du laboratoire de microbiologie médicale CHU Tlemcen

e Les composeés testés
1.2. Méthodologie :

1.2.1. Controle de la stérilité du milieu :

Une goutte de milieu Muller Hinton a été ensemencé dans un milieu de gélose

nutritive et incubé pendant 24h a 37°C.
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Figure 7 : Isolement de MH liquide

1.2.2. Isolement de la souche bactérienne :

La souche de référence Escherichia coli ATCC, issue du laboratoire de microbiologie
du CHU de Tlemcen et fournie par I'American Type Culture Collection, a été ensemencée en
surface sur un milieu de gélose nutritive par la méthode des stries d'épuisement, dénommée
"méthode des cadrans”, a l'aide d'une pipette Pasteur stérile. Ces manipulations ont été
réalisées sous des conditions de stérilité optimales. L'incubation s'est ensuite déroulée
pendant une période de 24 heures a une température de 37°C, température propice au

développement bacteérien.

Figure 8 : Méthode d’ensemencement en surface par stries d’épuisement
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1.2.3. La miro-dilution pour la détermination de CMI :

e La détermination de l'activité antibactérienne des composés a été réalisée par la
méthode de micro dilution en milieu liquide, conformément aux normes cliniques et
aux directives standardisees de I'Institut CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute). Les composés a tester ont été préparés au préalable a une concentration
initiale de 1 pg/ml. Dans les puits d'une microplaque transparente a fond rond de 96
puits, 25 puL de milieu Mueller-Hinton (MH) liquide ont été distribués, puis 25 pL de
la solution mere des composés a 0.44 uM y ont été ajoutés. Des dilutions sériées au
1/2 ont ensuite été réalisées jusqu’a une concentration de 7,8%¥10-4 uM . Un volume
supplémentaire de 70 pL de milieu MH liquide a été ajouté dans chaque puits.
Parallelement, une suspension bactérienne a été préparée et ajustée a une densité
optique équivalente a 0,5 McFarland a l'aide d'un spectrophotometre. Finalement, 5
pL de cette suspension bactérienne standardisée ont été inoculés dans chaque puits
de la microplaque.

e Lamicroplaque inoculée a été incubée a 37°C pendant au minimum 24 heures.

e L'amoxicilline a été utilisée comme antibiotique de référence dans les puits de
contrdles positifs. Les controles négatifs ont été réalisés en inoculant respectivement
une suspension bactérienne seule et uniquement du milieu Mueller-Hinton (MHB)
dans des puits dédies.

e La concentration minimale inhibitrice (CMI) a été définie comme la plus faible
concentration du composeé testé inhibant visiblement la croissance bactérienne, se

traduisant par une solution limpide.

Figure 9 : La micro dilution
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Matériel et Méthodes

I1. Evaluation de P’activité Antifongique :

Cette étude consiste a évaluer le pouvoir antifongique de dix composes synthétiques issus de

la 8-hydroxyquinoline.

11.1. Matériel :

>

Petit matériel du laboratoire
Disques vierges de diametre de 9 mm
Boites de Pétri
Bec Bunsen
Bain Marie
Etuve
Ecouvillon
Micropipettes+ embouts
Tubes a essai stériles
Microscope optique (Leica) avec objectifs 10x et 40x
Lames et lamelles
Pipettes Pasteur
Tube a vise
Densitométre
Vortex

Réactifs

Milieu de culture Sabouraud additionné de Chloramphénicol (SC)

Milieu Muller Hinton gélosé
Sérum humain
Eau physiologique stérile

Amphotéricine B
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1.2. Meéthodologie :

11.2.1. Isolement de champignon :

Le milieu de culture Sabouraud a été chauffé pendant 30 minutes dans un bain marin,
puis a été versé dans des tubes a vis afin de favoriser la gélification. Par la suite, des cultures
d'échantillons cliniques (a savoir un échantillon d'urine et un liquide péritonéal) provenant
du laboratoire de parasitologie et mycologie médicale du CHU Tlemcen, ont été ensemences

sur ces milieux gélosés, La période d'incubation a eu lieu a 27C° pendant 48h (105).

Figure 11 : Etape de I’isolement de champignon candida

11.2.2. Identification champignon:

Le test de filamentation dans le sérum humain, également connu sous le nom de test de
blastése, a permis d'identifier Candida albicans. Une suspension fongique a été préparée en

diluant une partie de I'inoculum fongique dans un simple volume d'eau physiologique stérile.
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Aprés avoir ajouté une quantité précise de sérum humain a cette suspension a l'aide
d'une micropipette, une homogénéisation a été effectuée. Le mélange a été placé dans un
tube fermé et a été incubé a une température de 37°C pendant 3 heures .Une fois cette
période d'incubation terminée, une goutte de la préparation a été placée sur une lame de
microscope, puis recouverte d'une lamelle, et examinée au microscope optique avec
I'objectif 10 X, puis l'objectif 40X (105).

Figure 12 : Teste de blestese

11.2.3. Liquéfaction et coulage de la gélose Mueller Hinton :

Pendant 30 minutes, la gélose Mueller Hinton a été chauffée dans un bain-marie pour
la liquéfier completement et obtenir un mélange homogéne. Aprés avoir été liquéfiée, elle a
été immediatement versée dans des boites de Pétri avant que la gélification ne débute et pour

former un milieu de culture gélose.
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Figure 13 : Préparation des boites de Pétri gelosées Mueller Hinton

11.2.4. Ensemencement et dépot des disques :

L’ensemencement est fait par écouvillonnage (OMS /CLSI) .Une suspension fongique
de Candida Albicans a été préparée avec une densité optique de 0,5 McFarland. Un
écouvillon stérile sec a été trempé dans cette suspension et qui a ensuite servi a ensemencer
la surface de la gélose Muller Hinton contenue dans la bofite de Pétri. L'ensemencement a été
procédé en étalant en stries serrées avec trois passages successifs, en tournant la boite
d'environ 60° a chaque passage. Finalement, I'écouvillon a été appliqué autour de la gélose

pour garantir une distribution homogeéne de I'inoculum.

Par la suite, des disques d'antibiotiques de 9 mm de diamétre ont été imbibés avec les
composés a tester (A, Al, A2, A3 et Ad)) et (B, B1, B2, B3 et B4) Des concentrations de
0,25 pg/ml, 0,5 pg/ml et 1 pg/ml ont été utilisées pour chaque produit. Ainsi avec
I’amphotéricine B qui sert au controle positif et la DMSO10% come controle négatif
pendant 10 minutes. Puis les disques imbibés ont été déposés sur la surface de la gélose a
l'aide d'une pince stérile, en maintenant un espacement de 25 a 30 mm entre chaque
concentration de composé. Chaque disque a été soumis a une légere pression pour garantir
un contact intime avec le milieu. Enfin, les boites de Pétri ont été incubées a une
température de 27C° pendant 24h a 48 h.
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Figure 14 : Etape d’ensemencement et dépot des disques

I11.  Evaluation de I’activité antimitotique

Cette étude porte sur I'évaluation du potentiel antimitotique de dix composés

synthétiques dérives de la 8-hydroxyquinoline.
I11.1.  Matériel :

> Petit matériel du laboratoire :

e Béchers

e Eprouvette

e Microscope optique (Leica) avec objectifs 40x et 100x

e Lames et lamelles pour préparer les échantillons
> Reactifs :

e Eau du robinet

o Eau distillée

e Oignons avec des racines

e Diméthylsulfoxyde (DMSO)

e Acide Acétique

e Alcool

e Bleu de méthyléne
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1.2, Meéthodologie :

1.2.1. Préparation des oignons :

Des oignons de provenance du marché des légumes et de tailles identiques, ont été
cultivés a température ambiante pendant 72h dans de I'eau du robinet avec changement
quotidien de 1’eau(106).

11.2.2. Préparation des solutions :

Une série des solutions de différentes concentrations préparées a partir des composés
organiques dérivés de la 8 Hydroxyquinoléine obtenus par synthese chimique (A, Al, A2,
A3, Ad) et (B, B1, B2, B3, B4).

Chaqgue composé est préalablement solubilisé dans un volume de diméthylsulfoxyde 10 %

pour obtenir des dilutions finales respectives de 0,25, 0,5 et 1 pg/ml.
Pour les essais, une solution de DMSO a 10% a été utilisee comme témoin négatif.
111.2.3. Ensemencement :

Apres les 72h, les oignons avec des racines mesurant 2 a 3 cm ont été incubés dans les

différentes concentrations préparées le jour méme. , I’incubation a durée 24h (106).

Figure 15 : des oignons avec des racines de 2 a 3 cm

11.2.4. Préparation des lame et coloration au bleu de méthylene :

Aprés 24h les extrémités des racines(2-3 cm) ont été coupées et fixées dans un

solution fixatrice d'acide acétique et d'alcool (1 :3) pour ramollir les parois cellulaires et
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apres 5 minutes, les pointes ont été écrasees et colorées avec de bleu de méthyléne . La

morphologie des cellules a été observés au microscope (40x)(107)(108).
111.2.5. Calcul de I’indice mitotique :

Chaqgue pointe de racine, le nombre de cellules en mitose et le nombre total de cellules
méristématiques ont été comptés manuellement dans 3 champs de vision en utilisant un

microscope optique a haute résolution (100x) (Leica). L'indice mitotique a été calculé par la
formule suivante:

Nombre des cellules en divisionx 100,

Indice mitoti =
dice tot que Nombre totale des cellules \

106)

Figure 16 : Microscope optique a haute résolution (Leica).
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I. Evaluation de I’activité antimicrobienne :
1.1. Controéle de la stérilité du milieu :

Aprés I'incubation, aucune croissance microbienne n'a été enregistrée, ce qui indique
que le milieu de culture était stérile et conforme aux exigences de stérilité, donc il est

valable pour I’utiliser dans notre essai
1.2. Isolement de la souche bactérienne :

Aprés isolement de la souche bactérienne, on a obtenu des colonies de forme
circulaire, de taille irréguliére, de couleur blanc-opaque ; I'élévation est bossue, surface
brillante ; la consistance est gluante, caractéristiques d’E. Coli.

Figure 17 : La souche ATCC E. Coli isolé

1.3. La micro dilution pour la détermination de CMI :

Les données expérimentales révelent une forte turbidité dans les puits contenant les
échantillons, comparables a celle enregistrée dans le contrle négatif. En revanche, le

controle positif expose une limpidité, indiquant I'absence de croissance bactérienne. Les
résultats sont exprimés dans la figure suivante :

sETTeTaticn
ﬁ?»- ‘?-=>< ?0?0?0 2o W§°
?M' mée-»« -&,-&-Q»’r

‘ ‘W\"o

Figure 18 : Le résultat de la microplaque aprés incubation
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I1. Evaluation de P’activité antifongique :

1.1 Isolement de champignon :

Apres 48 heures d'incubation, des colonies ont été observées avec une morphologie
typique de levures du genre Candida dans les deux milieux de culture. Il s'agissait de
colonies de couleur blanche a créme, lisses et brillantes, ce qui laissait supposer une
croissance caractéristique de Candida spp. Les résultats obtenus sont présentés ci-apres :

Figure 19 : Culture positif du Candida albicans
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1.2. Identification de champignon

L’examen microscopique de test de blastése a fourni des filaments mycéliens montrer

dans la figure suivante :

Figure 20 : Filaments de candida sous microscope optique au grossissement X40

1.3. Liquéfaction et coulage de la gélose Mueller Hinton :

A l'issue de cette étape, les résultats obtenus sont les suivants :

Figure 21 : Etape de gélification de gélose Muller Hinton
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11.3 Ensemencement et dépét des disques :

Les boites de Pétri ensemencées par une suspension fongique de Candida Albicans , et
comprenant les disques imprégnés des composés a tester, disposés de facon a permettre
I'observation et la mesure des zones d'inhibition de croissance autour des disques aprés

incubation.

Produits : Al- Produits : A2- Produits : A4-
B1 B2 B4

“ﬁ 2
Produits : A3- Produits : A4- Produits : A3-
B3 B4 B3
11.4. Mesure de la zone d’inhibition :

L'évaluation de l'activité antifongique de divers produits (A, Al, A2, A3 et A4.) et (B,
B1, B2, B3 et B4) par diffusion sur disque est présentée dans le tableau ci-apres, et les zones
d'inhibition de croissance du germe (en mm) ont été mesurées a 1’aide d’une régle graduée,

en millimétres:
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Tableau V : Evaluation de I'activité antifongique de différents produits par la méthode
de diffusion sur disque.

Produit Concertation (ug/ml) Zone inhibition (mm)
Controle négatif (DMSO 10%) Aucune zone
Controéle Positif (Amphotéricine B) 32
A 0.25 23
05 26
1 30
Al 0.25 Aucune zone
0.5 Aucune zone
1 22
A2 0.25 Aucune zone
0.5 Aucune zone
1 Aucune zone
A3 0.25 Aucune zone
0.5 Aucune zone
1 Aucune zone
A4 0.25 Aucune zone
0.5 Aucune zone
1 Aucune zone
B 0.25 14
0.5 16
1 21
Bl 0.25 Aucune zone
0.5 Aucune zone
1 Aucune zone
B2 0.25 12
0.5 16
1 20
B3 0.25 Aucune zone
0.5 Aucune zone
1 Aucune zone
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B4 0.25 Aucune zone
0.5 Aucune zone
1 Aucune zone

Aprés avoir mesuré les zones d’inhibition nous avons tracé les diagrammes suivantes de

différents composés par le logiciel Graph Pad Prism 10.2.2.

Produit A Prodult &1

mm Zone Inhititon en mm W Zone BRENer en mm

p & @
= o 3 <

& % =
G S B

Produit A Produit Al

Produit B Froduit B2

W Zane InnbIeR en mm Bl Fore infibition en mm

Produit B Produit B2

Figure 22 : Présentation graphique des zones d’inhibitions des composés a action
antifongique

Pour évaluer l'activité antifongique de ces dix composés synthétique, il est nécessaire
d'inclure des contrdles négatifs et positifs afin de confirmer la méthodologie du test et
d'interpréter de maniere adéquate les résultats qui en découlent. Les résultats des contréles et

produits utilisés dans ce test d'activite antifongique sont présentés dans le tableau ci-dessus.
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On remarque que : la DMS010% a aucun zone inhibition .En revanche 1I’Amphotéricine B a

une zone inhibition de 32mm. Ajouter ces résultats avec le premier tableau
Aucune zone inhibition n'est observee avec les produits A2, A3, A4, B1, B3 et B4.

Pour les produits A, B et B2, le diamétre de la zone d'inhibition augmente avec la
concentration des composés testés.

On remarque que le produit A présente une zone d'inhibition importante a partir de la

concentration de 0.25 ug/ml, tandis que le composé B2 a une zone inhibition inferieur a celle
des autres produits.

1. Evaluation de ’activité antimitotique :

I11.1.  Préparation des oignons :

Les résultats obtenus sont présentés ci-apres :

Figure 23 : Des oignions cultivées dans I’eau de robinet
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111.2 Préparation des solutions :

Les différents composés a tester sont prépares a différentes concentrations avec une
solution de DMSO a 10%.

Figure 24 : composé Al solubilisé dans la DMSO 10%

11.2. Ensemencement :

Les oignons ont été ensemencés dans les différentes solutions préparées pour les

différents composés :

Figure 25 : Etape d’ensemencement d’oignons.
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1.2.1. Préparation des lames et coloration au bleu de méthyléne :

Les résultats obtenus sont présentés ci-apres :

Figure 26 : Racines écrasees et colorées par le bleu de méthyléne

111.2.2. Calcule de ’indice mitotique :

Figure 27 : Observations microscopes des cellules en division au grossissement 100X
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Les observations microscopiques effectuées sur les pointes racinaires fixées et
colorées ont permis d'évaluer Il'indice mitotiqgue en mesurant le nombre de cellules en
division par rapport au nombre total de cellules méristématiques sur trois champs de vision a

I'objectif 100x qui est présentés dans le tableau suivant.

Tableau VI : Modulation de I’index mitotique cellulaire par les composés étudies a
differentes concentrations

produits Concentration Cellules en Le nombre total des Index mitotique en

division cellules %
A 0.25ug /ml 56 60 93.33%
0.5ug/ml 41 60 68.33%
lug/ml 26 60 43.33%
Al 0.25ug /ml 55 60 91.66%
0.5ug/ml 48 60 80%
lug/ml 13 60 21.66%
A2 0.25ug /ml 55 60 91.66%
0.5ug/ml 46 60 76.66%
lug/ml 23 60 38.33%
A3 0.25ug /ml 59 60 98.33%
0.5ug/ml 57 60 95%
lug/mi 39 60 65%
A4 0.25ug /ml 51 60 85%
0.5ug/ml 23 60 38.33%
lug/ml 20 60 33.33%
B 0.25ug /ml 55 60 91.66%
0.5ug/ml 40 60 66.66%
lug/ml 29 60 48.33%
Bl 0.25ug /ml 53 60 88.33%
0.5ug/ml 44 60 73.33%
lug/ml 42 60 70%
B2 0.25ug /ml 58 60 96.66%
0.5ug/ml 57 60 95%
lug/ml 55 60 91.66%
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B3 0.25ug /ml 54 60
0.5ug/ml 42 60
lug/ml 33 60
B4 0.25ug /ml 55 60
0.5ug/ml 36 60
lug/ml 29 60

90%
70%
55%
91.66%
60%
48.33%

Aprés avoir calculé les indices mitotiques nous avons tracé les courbes dose- réponse

de différents composés par logiciel Prism a fin de faire sortir les valeurs des IC50.
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Produit A Produit A1 Produit A2
100 100 100
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Figure 28 : Représentation graphique de la réponse antimitotique en fonction de la
concentration des composés de la sous- série A
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Produit B Froduit B1 Produit B2
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Figure 29 : Représentation graphique de la réponse antimitotique en fonction de la
concentration des composes de la sous- série B.

A partir des graphes, on tire la concentration inhibitrice de chaque molécule qui sont
présentées dans le tableau suivant. Les valeurs IC50 sont traitées par le logiciel Graph Pad
Prism 10

Tableau VII : Valeurs des IC 50 de différents composés testés

Produits IC50 (Um/L)
A 2.080
Al 3.301
A2 2.779
A3 2.568
A4 0.8368
B 2.201
Bl 1.326
B2 2.279
B3 1.915
B4 0.9502
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D'apres le tableau ci-dessus, On remarque que le composé A4 a la valeur d'IC50 la
plus basse dans le groupe A. D'un autre cote, le composé Al presente la valeur IC50 la plus
élevée parmi les composés de ce groupe .En ce qui concerne le groupe B, la valeur d'IC50 la
plus faible est observée pour le composé B4. D'un autre coté, le composé B2 présente la
valeur d'IC50 la plus importante.
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I. Evaluation de I’activité anti microbienne :

La microplaque : l'augmentation de la turbidité observée dans certains puits est
indicative de la croissance bactérienne. Cette turbidité, similaire a celle du contréle négatif
contenant uniquement le milieu de culture et la souche bactérienne, suggere une absence
d'activité inhibitrice des molécules testées aux concentrations évaluées. En revanche, le
contr6le positif a déemontré une inhibition complete de la croissance bactérienne, se
traduisant par une transparence des puits correspondants. Ces observations indiquent que les
composés testés n'‘ont pas présenté d'effet antibactérien significatif dans les conditions

expérimentales utilisées(89).

Plusieurs facteurs pourraient expliquer I'absence d'activité observée dans la présente

étude.

Les concentrations : la gamme de concentrations testée (jusqu'a 0,4 puM) était
nettement inférieure aux concentrations minimales inhibitrices (CMI) rapportées par pour
des composeés actifs de la famille des 8-hydroxyquinoléines, généralement de Il'ordre du
micro molaire a la centaine de micro molaires. Il est donc possible que les concentrations
utilisées n'aient tout simplement pas été suffisantes pour inhiber la croissance bactérienne.
D'aprés les données fournies par Cherdtrakulliat et al (5) la plupart des valeurs de CMI
rapportées pour la 8-hydroxyquinoline et ses dérivés contre diverses souches bactériennes ne
sont pas comprises dans la gamme de concentrations qu’on avait testée (0,4 uM a 7,8 x 10
uM). Plus précisément, les CMI suivantes ne sont pas couvertes par notre gamme de
concentrations :

- 8-hydroxyquinoline : 6,89 uM pour S. aureus et 3,44 uM pour S. Epidermidis

- CQ (dérivé chloré) : 26,1 uM contre la plupart des bactéries a Gram positif et
certaines & Gram négatif

- 5-nitro-8-hydroxyquinoline : 5,26 uM a 21,03 uM contre la plupart des

bactéries a Gram négatif testées

Ces valeurs de CMI se situent bien au-dessus de la concentration maximale de 0,4 uM

qu’a été evaluée.

Le fait que nous n'avions pas observer d'activité antibactérienne dans la gamme de

concentrations testée n'est donc pas surprenant, car ces concentrations étaient probablement
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trop faibles pour inhiber la croissance bactérienne de la souche Escherichia coli ATCC

utilisée.

Les données de la littérature indiquent clairement que des concentrations plus élevées,
généralement de l'ordre de micromolaire, sont nécessaires pour observer une activité

antibactérienne significative avec la 8-hydroxyquinoline et ses dérives.

La souche bactérienne : La sensibilit¢ de la souche E. coli ATCC choisie pourrait
également étre un facteur limitant si celle-ci présente une résistance intrinseque aux dérives

de la 8-hydroxyquinoline.

La structure des molécules : on peut supposer que les modifications apportées a la 8-
hydroxyquinoline ont pu altérer I'affinité des composés pour leurs cibles bactériennes,
réduire leur capacité a traverser les membranes bactériennes, ou encore les rendre plus

sensibles a la dégradation ou a I'élimination par les mécanismes de résistance bactériens.

On constate que certaines des valeurs de CMI rapportées dans les travaux de Lawung
et al. (2018) (109) ,pour I’iodoquinol et le clioquinol contre les souches de Neisseria
gonorrhoeae se situent effectivement dans la gamme de concentrations que nous avons
testée (0,4 uM a 7,8 x 10"-4 uM).

Il est important de souligner les limites de cette étude, notamment le fait qu'une seule
souche bactérienne ait été testée. Des études complémentaires sur un panel plus large de
souches bactériennes, y compris des souches cliniques multirésistantes, permettraient

d'évaluer plus précisément le spectre d'activité de ces composes.

Des études complémentaires avec des gammes de concentrations plus élevées, seraient
nécessaires pour évaluer correctement le potentiel antibactérien de ces composés dérivés de

la 8 hydroxyquinoline.

L'absence d'activité antibactérienne des composés dérivés de la 8-hydroxyquinoline
évalués dans cette étude est un résultat important a souligner. Cela indique que les
modifications apportées a la molécule mére de la 8-hydroxyquinoline n'ont pas permis
d'obtenir des analogues actifs contre la souche Escherichia coli ATCC testée, dans les

conditions expérimentales utilisées.
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I1. Evaluation de P’activité Antifongique :

Afin d'évaluer l'efficacité antifongique de dix molécules, une technique de diffusion
sur disque a été employée. Le diamétre des zones d'inhibition de croissance fongique autour
des disques imprégnés des molécules a tester est caractérisé par cette méthode. La méthode a
été validée en utilisant I'amphotéricine B, un antifongique connu, comme controle positif et

le DMSO a 10% comme contréle négatif.
Le controle négatif (DMSO 10%) :

Aucune zone d'inhibition n'a été observée lors du contréle négatif (DMSO 10%). Cela
implique que le solvant utilisé pour dissoudre l'antibiotique (DMSO) n'a pas d'effet
inhibiteur sur la prolifération de Candida Albicans. Il s'agit d'un résultat attendu qui

confirme que le DMSO n'a pas d'influence sur le test.

La zone d'inhibition de 32 mm a été observée lors du contrdle positif (Amphotéricine
B). Cela implique que l'utilisation de I'amphotéricine B comme un antifongique bien connu,
a entraveé la prolifération de Candida Albicans. Ce résultat confirme le bon fonctionnement

du test et la sensibilité de cette souche de Candida Albicans a I'antifongique.
1.1 Analyse intra-groupe :
La sous série des composés A :

e Le seul produit du groupe A qui a une activité antifongique importante c’est le
produit A, avec des zones d'inhibition variant de 23 a 30 mm en fonction de la
concentration.

e Les produits Al, A2, A3 et A4 présentent une activité antifongique faible ou
nulle, soit sans zone d'inhibition (A2, A3, A4), soit une zone d'inhibition de 22

mm seulement a la concentration la plus élevée (1 pg/ml) pour Al.
La sous série des composés B:

e L'activité antifongique du produit B est modérée, avec des zones d'inhibition
variant de 14 a 21 mm en fonction de la concentration.

e L'activité du produit B2 est similaire a celle du produit B, avec des zones
d'inhibition allant de 12 a 20 mm.
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e Aucune activité antifongique n'est observée pour les produits B1, B3 et B4, et

aucune zone d'inhibition n'a été observée pour toutes les concentrations testées.

1.2. Analyse inter-groupes :

Le produit A de la sous série A se distingue par son efficacité, avec les zones
d'inhibition les plus étendues (30 mm).

L'activité antifongique globale de la sous série B semble modérée, inférieure a celle
du produit A, mais supérieure aux autres produits de la sous série A (sauf Al a 1
pg/ml a un diamétre de22 mm).

Les concentrations testées des produits A2, A3, A4, B1, B3 et B4 ne montrent

aucune activite antifongique significative.

Les résultats obtenus sont en concordance avec les ftravaux de Z.

BENABDELKADER, (110).

Evaluation de I’Activité antimitotique :

L'activité antimitotique a été déterminée par des tests d'inhibition de la mitose sur un

modele biologique végétal, a savoir des cellules méristématiques de racines d'oignon (Allium

cepa). L'analyse cytologique par observation microscopique a permis le dénombrement des

cellules bloquées en phase mitotique suite au traitement avec les composeés a I'étude.

I11.1.  Analyse intra-groupe :

La sous série des composés A :

Les valeurs d'IC50 pour les produits A, Al, A2 et A3 sont relativement proches, se
situant entre 2,080(Um/L) et 2,779(Um/L). Cela suggere que ces produits ont une

activité inhibitrice similaire.

Le produit A4 présente une valeur d'IC50 significativement plus faible
0,8368(Um/L) que les autres produits du groupe A. Cela indique que le produit A4

est plus puissant que les autres produits A en termes d'inhibition.

69




Partie Pratique Discussion

La sous — série des composés B:

o Les valeurs d'IC50 pour les produits B, B1, B2 et B3 sont relativement proches, se
situant entre 1,326(Um/L) et 2,279(Um/L). Cela suggere que ces produits ont une
activité inhibitrice similaire.

e Le produit B4 présente une valeur d'IC50 significativement plus faible
0,9502(Um/L) que les autres produits du groupe B. Cela indique que le produit B4

est plus puissant que les autres produits B en termes d'inhibition
Analyse inter-groupes :

o En comparant les valeurs d'IC50 moyennes des deux sous séries A et B, on observe
que la sous série B présente une activité inhibitrice 1égerement plus élevée que la
sous série A.

o La différence de puissance entre les groupes n'est cependant pas tres importante, car
les valeurs d'IC50 moyennes sont relativement proches 2,413(Um/L) pour la sous

série A et 1,867(Um/L) pour la sous série B.

L'impact antimitotique des dérivés de la 8-hydroxyquinoline sur les cellules végétales
n'a pas fait l'objet d'études approfondies. Pour combler cette lacune, nous avons choisi de
comparer les valeurs d'IC50 (concentration inhibitrice 50%) obtenues dans notre étude a
celles issues de recherches antérieures sur l'activité cytotoxique de molécules de 8-

hydroxyquinoline substituées en position 5.

Nos résultats concernant les composés B4 et A4 sont en concordance avec les travaux
de Hongchao Jiang (111)De méme, les données obtenues pour les composés A, Al, A4 et

B1 sont en accord avec les observations de Veronika F. S. Pape (60)
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Selon nos objectifs, cette étude a abouti a I'évaluation de l'activité biologique d'une

série de dix composés synthétiques derivés de la 8-hydroxyquinoléine.

Aucune activité significative de ces composeés contre la souche Escherichia coli ATCC
testée n'a été observée lors de I'étude de l'activité antibactérienne par micro dilution en
milieu liquide, dans la plage de concentrations obtenues. Ces résultats négatifs, bien que
décevants, mettent en évidence l'importance de réaliser des tests a des concentrations plus

élevées et sur un ensemble plus vaste de souches bactériennes.

L'évaluation de l'activité antifongique par la méthode de diffusion des disques a
permis d'identifier deux composés (A et B) présentant une activité intéressante contre
Candida albicans. Le composé B2 a également montré une activité modérée. Par contre, les

autres composés dérivés n'ont montré aucune activité antifongique significative.

Les tests d'inhibition de la mitose sur le modéle végétal Allium cepa ont permis de
mettre en évidence le potentiel antimitotique de ces composés. Les dérivés A4 et B4 se
révelent étre les plus puissants. Ces résultats prometteurs soulignent I'intérét de poursuivre

I'évaluation de l'activité anticancéreuse de ces molécules.

Bien que préliminaires, ces résultats expérimentaux apportent des informations

précieuses sur l'activité biologique de ces dérivés de la 8-hydroxyquinoline.

IIs constituent une base solide pour :

v" Orienter la conception et I'optimisation de nouvelles molécules plus actives.

v Mener des études complémentaires élargies :
o Portant sur un plus large éventail de souches microbiennes et de lignées

cancéreuses.

o Intégrant des modeles in vivo.

v Approfondir les enquétes relatives aux :
o Relations structure-activité
o Mécanismes d'action

o Propriétés pharmacocinétiques

Ces études approfondies sont indispensables pour évaluer pleinement le potentiel

thérapeutique de cette classe de composés.
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Elles seront essentielles pour le développement de candidats medicaments prometteurs

issus de cette famille chimique.
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Résumeé



Résumé : Dans ce travail, dix composés synthétiques dérivés de la 8-hydroxyquinoline ont été évalués pour
leurs activités antibactérienne, antifongique et antimitotique. L'évaluation de I'activité antibactérienne par la
détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) par microdilution a donné un résultat négatif,
probablement en raison de la gamme de concentration trop faible utilisée. L'activité antifongique a été
déterminée par la méthode d'antifongigramme (diffusion des disques), et certains composés ont montré une
activité, tandis que d'autres n'en ont pas montré. L'activité antimitotique a été réalisée par I'ensemencement
des oignons dans différentes concentrations des composés a tester, et certains composés ont montré une
activité antimitotique. Cette étude a permis d'évaluer le potentiel antibactérien, antifongique et antimitotique
de ces nouveaux composes dérivés de la 8-hydroxyquinoléine, ouvrant ainsi la voie a d'autres investigations

pour leur utilisation dans diverses applications.

Mots clés : Dérivés de la 8-hydroxyquinoline, activité antibactérienne, CMI, microdilution, activité

antifongique, antifongigramme, activité antimitotique

Abstract: In this work, ten synthetic compounds derived from 8-hydroxyquinoline were evaluated for their
antibacterial, antifungal and antimitotic activities. Evaluation of antibacterial activity by determination of the
minimum inhibitory concentration (MIC) by microdilution gave a negative result, probably due to the low
concentration range used. Antifungal activity was determined by the antifungus method (disk diffusion), and
some compounds showed activity, while others did not. Antimitotic activity was carried out by seeding
onions in the compounds, and some compounds showed antimitotic activity. This study assessed the
antibacterial, antifungal and antimitotic potential of these new 8-hydroxyquinoline-derived compounds,

paving the way for further investigations into their use in various applications.

Key words: 8-hydroxyquinoline derivatives, antibacterial activity, MIC, microdilution, antifungal activity,

antimitotic activity
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