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Résumé

Les maladies inflammatoires, le stress oxydatif et les infections bactériennes sont des enjeux
majeurs de santé publique nécessitant de nouvelles approches thérapeutiques. Dans ce contexte,
cette étude se concentre sur une molécule innovante, le N-sulfonylphthalimide, combinant une
structure de phtalimide et un groupe sulfonamide, reconnue pour ses propriétés anti-
inflammatoires, antioxydantes et antibactériennes. L’objectif principal était de valider ces
propriétés dans un modéle expérimental d’asthme allergique chez des rats Wistar sensibilises a
I’ovalbumine (OV A) parallé¢lement traités avec la solution N-sulfonylphtalimide.

Pour évaluer les effets de la molécule, des analyses in vitro et in vivo ont été réalisées. Les
capacités antioxydantes ont été examinées in vitro a ’aide des méthodes DPPH, ABTS, TAA
et de la chélation des ions ferreux. Les activités in vivo ont porté sur I’évaluation des marqueurs
de stress oxydatif, notamment les paramétres non enzymatiques (glutathion réduit, GSH) et
enzymatiques (glutathion peroxydase, GPx ; superoxyde dismutase, SOD ; catalase, CAT),
mesurés dans les poumons, le foie et les érythrocytes, ainsi que la peroxydation lipidique par la
concentration du malondialdéhyde (MDA) dans ces mémes tissus. L’inflammation bronchique
a été étudiée en mesurant les taux de cellules inflammatoires et d’interleukine 4 (IL-4) dans le
sérum et le liquide broncho-alveolaire (LBA). Une analyse histopathologique a egalement été
réalisée sur des coupes hépatiques afin d’examiner les éventuelles altérations structurelles dues
au traitement. Enfin, I’activité antibactérienne a été évaluée par la méthode de dilution sur agar,
permettant d’analyser 1’efficacité de la molécule contre des bactéries Gram-positives et Gram-
négatives.

Les analyses in vitro ont révélé que le N-sulfonylphthalimide posséde une capacité de piégeage
du radical libre DPPHe et une activité chélatrice des ions ferreux, démontrant ainsi une capacité
protectrice contre les marqueurs altérés du stress oxydatif. Les évaluations in vivo ont montré
que la sensibilisation a 'OV A provoque une peroxydation lipidique intense dans les poumons,
le foie et les érythrocytes, ainsi qu’une diminution des systémes antioxydants enzymatiques
(GPx, SOD, CAT) et non enzymatiques (GSH). Cependant, I’administration de la molécule a
réduit significativement les taux de MDA et rétabli les niveaux des marqueurs antioxydants.
Sur le plan inflammatoire, le traitement par N-sulfonylphthalimide a atténué les augmentations
des taux de cellules inflammatoires et d’interleukine-4 (IL-4) observées dans le sérum et le
liquide broncho-alvéolaire. Par ailleurs, I’analyse histopathologique a révélé une amélioration
de I’architecture hépatique. La molécule a également démontré une activité antibactérienne
contre les bactéries a Gram positif et a Gram négatif, avec des valeurs de CMI prometteuses.

Ces résultats mettent en évidence que le N-sulfonylphthalimide est une molécule dotée de
propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes et antibactériennes remarquables, ce qui renforce
son potentiel en tant que candidat thérapeutique innovant pour la prise en charge des pathologies
inflammatoires et infectieuses affectant les voies respiratoires.

Mots clés : antibactériennes ; antiinflammatoires ; antioxydantes ; asthme expérimental ; N-
sulfonylphthalimide ; stress oxydatif.



Abstract

Inflammatory diseases, oxidative stress, and bacterial infections are major public health
challenges that require new therapeutic approaches. In this context, this study focuses on an
innovative molecule, N-sulfonylphthalimide, which combines a phthalimide structure with a
sulfonamide group, recognized for its anti-inflammatory, antioxidant, and antibacterial
properties. The main objective was to validate these properties in an experimental model of
allergic asthma in Wistar rats sensitized to ovalbumin (OV A) and treated concurrently with the
N-sulfonylphthalimide solution.

To assess the effects of the molecule, in vitro and in vivo analyses were performed. Antioxidant
properties were examined in vitro using the DPPH, ABTS, TAA methods, and iron ion
chelation. In vivo activities focused on the evaluation of oxidative stress markers, including
non-enzymatic parameters (reduced glutathione, GSH) and enzymatic parameters (glutathione
peroxidase, GPx; superoxide dismutase, SOD; catalase, CAT), measured in the lungs, liver, and
erythrocytes. Lipid peroxidation was assessed by measuring malondialdehyde (MDA)
concentrations in these tissues. Bronchial inflammation was analyzed by quantifying
inflammatory cell counts and interleukin-4 (IL-4) concentrations in the serum and
bronchoalveolar lavage fluid (BALF). A histopathological analysis was conducted on liver
sections to examine potential structural alterations caused by the treatment. Finally,
antibacterial activity was evaluated using the agar dilution method to assess the molecule’s
efficacy against both Gram-positive and Gram-negative bacteria.

In vitro analyses revealed that N-sulfonylphthalimide exhibited free radical scavenging activity
(DPPH*) and iron-chelating activity, demonstrating a protective capacity against altered
oxidative stress markers. In vivo evaluations showed that OVA sensitization caused significant
lipid peroxidation in the lungs, liver, and erythrocytes, along with a reduction in enzymatic
(GPx, SOD, CAT) and non-enzymatic (GSH) antioxidant systems. However, the administration
of the molecule significantly decreased MDA levels and restored antioxidant activity.

On the inflammatory front, treatment with N-sulfonylphthalimide mitigated the increases in
inflammatory cell counts and interleukin-4 (IL-4) observed in the serum and BALF.
Furthermore, histopathological analysis revealed an improvement in liver architecture. The
molecule also demonstrated antibacterial activity against Gram-positive and Gram-negative
bacteria, with promising MIC results.

These findings highlight that N-sulfonylphthalimide is a molecule with remarkable anti-
inflammatory, antioxidant, and antibacterial properties, reinforcing its potential as an
innovative therapeutic candidate for the management of inflammatory and infectious diseases
affecting the respiratory tract.

Keywords: antibacterial; anti-inflammatory; antioxidant; asthma experimental model; N-
sulfonylphthalimide; oxidative stress
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Introduction générale

Les maladies inflammatoires, le stress oxydatif et les infections bactériennes représentent des
problématiques majeures de santé publique, au cceur des préoccupations scientifiques et
medicales actuelles. Parmi elles, les maladies respiratoires allergiques, telles que I'asthme,
constituent des troubles inflammatoires chroniques des voies respiratoires, touchant plus de 300
millions de personnes dans le monde (Kudo et al., 2013). Ces pathologies posent un défi
sanitaire global en raison de leur prévalence croissante et de leur complexité. L'asthme, en
particulier, se caractérise par une inflammation persistante des voies respiratoires, entrainant
une hyperréactivité bronchique et des obstructions récurrentes. Cette inflammation résulte de
I'interaction complexe entre divers types de cellules immunitaires et de médiateurs
inflammatoires (Dworski, 2000 ; Machado et al., 2005). Un déséquilibre entre les systémes
oxydant et antioxydant joue également un role clé dans les cycles récurrents d'inflammation des
voies respiratoires observes lors des crises d'asthme (Nadeem et al., 2008).

Les approches thérapeutiques actuelles restent limitées, souvent marquées par une efficacité
variable et des effets secondaires indésirables. Il devient donc impératif de développer de
nouvelles stratégies thérapeutiques, plus ciblées et polyvalentes, pour améliorer les résultats
cliniques des patients. L'inflammation dans I'asthme s'accompagne fréquemment d'un stress
oxydatif accru, caractérise par une production excessive d'espéces réactives de l'oxygene
(ROS). Cette situation affaiblit les défenses pulmonaires et rend les patients asthmatiques plus
vulnérables aux surinfections bactériennes, aggravant ainsi la maladie (Dworski, 2000). Ces
constats ont orienté les recherches vers des composes combinant des effets anti-inflammatoires,
antioxydants et antibactériens. Ces molécules promettent de traiter simultanément
I'inflammation des voies respiratoires et les infections, tout en s'attaquant a la résistance
croissante aux antibiotiques (Dworski, 2000).

Les composés hétérocycliques contenant de l'azote, en particulier les phthalimides et leurs
dérivés N-substitués, suscitent un vif intérét en raison de leurs propriétés pharmacologiques
diversifiées (Luzzio et al., 1999 ; Antunes et al., 2003). Ces molécules ont démontré des
activités anti-inflammatoires, via la modulation des réponses immunitaires (Stewart et al.,
2010), et antibactériennes, en ciblant la croissance bactérienne (Nayab et al., 2015 ; Arifet al.,
2016). L'ajout de groupes sulfonamides a ces structures chimiques est une approche qui
renforce leur activité pharmacologique et élargit leur champ d'application, notamment dans le
traitement des infections et des inflammations. Depuis leur introduction en médecine dans les

années 1930, les sulfonamides occupent une place importante en thérapeutique, grace a leur
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large spectre d'activités biologiques. Ils sont utilisés comme agents antibactériens (Skoéld, 2000)
et antioxydants (Egbujor et al., 2023), jouant un réle essentiel dans diverses applications
medicales.
La molécule N-sulfonylphthalimide, en combinant la structure d'un phthalimide a un groupe
sulfonamide, représente une nouvelle entité chimique prometteuse. Cette combinaison lui
confére des propriétes anti-inflammatoires, antioxydantes et antibactériennes, explorées dans
cette étude. Notre recherche vise a valider scientifiquement ces propriétés en étudiant les effets
préventifs et thérapeutiques de cette molécule sur l'inflammation des voies respiratoires, a
travers un modele d'asthme allergique chez des rats Wistar. Parallélement, des analyses in vitro
ont permis d'approfondir la compréhension de ses activités antioxydantes et antibactériennes.
L'étude est structurée en cing chapitres :
Chapitre 1 : Une revue approfondie sur l'asthme, incluant sa définition, ses données
épidemiologiques, les mécanismes inflammatoires et les besoins therapeutiques actuels.
Chapitre 2 : Une exploration détaillée du stress oxydatif, en mettant l'accent sur ses impacts
dans I'asthme, les systemes de défense et les biomarqueurs associés.
Chapitre 3 : Une présentation des phthalimides et des sulfonamides, incluant leurs propriétés
chimiques, biologiques et leur intérét pour la conception de nouvelles molécules comme le N-
sulfonylphthalimide.
Chapitre 4 : Les "Matériels et Méthodes", décrivant les approches expérimentales utilisées :
o Tests in vitro d'activité antioxydante (DPPH, ABTS, TAA, chélation du fer).
o Evaluations in vivo sur un modéle d’asthme expérimental chez des rats Wistar :
e Dosage des parametres du stress oxydatif (GSH, MDA, GPX, SOD, CAT).
e Mesure des parametres inflammatoires (FNS, IL-4)
e Examen histopathologique du foie
o Evaluation de l'activité antibactérienne contre des souches multirésistantes.
Chapitre 5 : Une présentation et une discussion détaillée des résultats obtenus, analysant les
effets antioxydants, anti-inflammatoires et antibactériens de la molécule, en les comparant aux
données de la littérature.
Cette these s'inscrit dans la recherche de solutions thérapeutiques innovantes, visant a offrir une

meilleure prise en charge des maladies inflammatoires et infectieuses des voies respiratoires.
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Chapitre 1  L'asthme allergique : Processus immunitaires

et impact physiologique

La pathologie asthmatique est une affection touchant la barriére épithéliale des bronches,
fréquemment liée aux allergies chez 'enfant. Bien qu'il soit désormais reconnu que l'asthme et
les allergies sont des pathologies distinctes, le phénotype de 1'asthme est influencé par la
présence d'allergies (Asher et al., 2006). En raison de sa gravité et de sa prévalence, 1'asthme

représente un probleme majeur a 1'échelle mondiale.

1.1 Concepts fondamentaux de I'asthme allergique

L'asthme est une pathologie pulmonaire caractérisée par une hyperréactivité¢ bronchique et une
inflammation chronique (Figure 1), impliquant des cellules structurelles et inflammatoires
présentes ou recrutées au niveau des voies respiratoires (Brannan, 2010). Cette maladie se
manifeste par divers symptomes, notamment des sibilances, un essoufflement, une sensation de
constriction thoracique, et de la toux, dont la fréquence et I'intensité peuvent fluctuer dans le
temps. Ces symptdmes sont associés a une obstruction partielle des voies aériennes, réversible
spontanément ou par un traitement appropri¢ (Bateman et al., 2008). Les manifestations
cliniques entrainent des effets secondaires tels que la fatigue, des troubles du sommeil, et une
diminution des activités physiques, altérant ainsi la qualité de vie des patients (Kellay et al.,

2012).

Il est également reconnu que l'asthme présente une grande diversité clinique et comprend
plusieurs phénotypes, chacun associ¢ a des mécanismes biologiques et physiopathologiques

spécifiques (Lotvall et al., 2011).

L'asthme allergique est le phénotype d’asthme le plus répandu et se caractérise généralement
par une sensibilisation aux allergénes environnementaux (Schatz et Rosenwasser, 2014). Il est
fréquent chez les enfants, mais il peut également apparaitre a n'importe quel 4ge. Dans la plupart
des cas, la sensibilisation aux allergénes survient dés la petite enfance (Rhodes et al., 2002).
C'est une pathologie respiratoire chronique due a une réponse immunitaire de type Th2
excessive et inappropriée a des antigénes généralement inoffensifs, chez des personnes
présentant une prédisposition génétique (Wills-Karp, 1999). Cette réponse est associée a une
inflammation pulmonaire dominée par les éosinophiles, une surproduction de mucus et
d'immunoglobulines de type E (IgE), associée a une hyperréactivité bronchique (Hammad et

Lambrecht, 2006)
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L'inflammation est maintenue par une polarisation immunitaire vers le profil Th2 et par des
expositions répétées aux allergenes respiratoires (Hamid et Tulic, 2009). Ce processus stimule
les phénomeénes inflammatoires impliquant les mastocytes, les basophiles, ainsi que les
¢osinophiles, tout en favorisant la libération de divers médiateurs inflammatoires (Létuvé et
al., 2013). La persistance de cette inflammation Th2 est un élément clé dans I'expression des
symptomes et illustre l'importance du mécanisme allergique dans l'asthme (Chenivesse et
Nadai, 2020 ; Hassoun et al., 2023). A long terme, les effets de cette inflammation chronique

conduisent souvent a un remodelage structurel des bronches (Broide, 2007).

inspired ar‘1.,¢m S Anatomy of an Asthma Attack
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Figure 1:Physiopathologie de I'asthme (Encyclopédie Britannica, 2001)
1.2 Epidémiologie
L'asthme constitue un enjeu majeur de santé publique mondiale en raison de sa prévalence, de
ses comorbidités associées, de son taux de mortalité, ainsi que de son impact économique
significatif (Bahadori et al., 2009 ; Simpson et Sheikh 2014).
Au cours des dernieres décennies, la prévalence de l'asthme et des allergies a fortement
augmenté (D’ Amato et al ., 2001), en particulier chez les jeunes (Asher et al., 2006), mais de
maniere indépendante (Kuehni et al., 2001).
Environ 300 millions de personnes dans le monde sont atteintes d'asthme (Eder et al., 2006) et
on estime qu'a lI'horizon 2025, 100 millions de personnes supplémentaires pourraient étre
affectées (Masoli et al., 2004). Il existe d'importantes variations géographiques en termes de
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prévalence, de gravité et de mortalité li¢es a I'asthme. Bien que la prévalence de l'asthme soit
plus ¢élevée dans les pays a revenu €levé, la majorité des déces liés a 1'asthme surviennent dans
des pays a revenu faible ou intermédiaire (Stanojevic et al., 2012). Malgré les avancées
thérapeutiques des dernicres décennies, il reste des progres a réaliser concernant 1'amélioration
de I'éducation des patients, l'utilisation de nouvelles méthodes diagnostiques et la mise en place

d'une prise en charge individualisée (Dharmage et al., 2019).

D'apres les statistiques les plus récentes de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), environ
262 millions de personnes dans le monde souffraient d'asthme en 2019. Cette maladie entraine

environ 461 000 déces par an au niveau mondial (Vos et al., 2020).

La prévalence de 'asthme dans les pays du Maghreb (Algérie, Maroc, Tunisie) a été étudié¢e en
2009 a travers une enquéte observationnelle épidémiologique pilotée par Nafti et al., (2009).
Les résultats indiquaient que la prévalence de 1'asthme dans la population générale s'élevait a
3,45 % en Algérie, 3,89 % au Maroc et 3,53 % en Tunisie. Pour les enfants de moins de 16 ans,
les taux observés étaient respectivement de 4,1 % en Algérie, 4,4 % au Maroc et 3,6 % en

Tunisie (Nafti et al., 2009).

1.3 Facteurs étiologiques et contributifs a I'asthme

L'asthme peut étre provoqué ou aggravé par plusieurs facteurs. Certains sont propres a chaque
individu, comme la prédisposition génétique ou les influences hormonales, tandis que d'autres
sont liés a I'environnement, tels que les allergénes, le tabagisme, la pollution atmosphérique,

l'exercice physique, le régime alimentaire, ou encore les infections virales (Tableau 1).
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Tableau 1: Déterminants du Développement et de I'Expression de I'Asthme

Déterminants du Développement et de 'Expression de 1'Asthme

(Tableau tiré de la stratégie mondiale de gestion et de prévention de l'asthme, Initiative

Mondiale pour I'Asthme — Ayuk et al., 2017)

Facteurs liés a I’hote <« » Facteurs environnementaux

o Allergénes

o (Génétique ex : genes prédisposant | » A D’intérieur : acariens domestiques,

a I’atopie, hyperréactivité Animaux a fourrure (ex : chiens, chats,
bronchique, inflammation des voies | souris), cafards, champignons,
aériennes). moisissures, levures

o ODbésité » A I’extérieur : pollen, moisissures

e Sexe e Allergenes et sensibilisateurs

e Genre professionnels (ex. farine, laboratoire,

e Allergie rongeurs, peintures).

e Stress, émotions fortes. ... e Infections (principalement virales)

e Microbiome

e Tabagisme actif et passif

e Exposition a la fumée de tabac

e Pollution de l'air (intérieur et extérieur)
e Régime Alimentaire

e Paracétamol......................

1.3.1 Facteurs intrinseques a I'héte

L'atopie est le principal facteur de prédisposition a I'asthme et joue un role déterminant dans
son déclenchement (Kei et Lynch, 2015 ; Meharzi et al., 2017). L'atopie se caractérise par une
susceptibilité génétique au développement de réactions allergiques, souvent accompagnée d'une
¢lévation des immunoglobulines E (IgE). Cette condition est fréquemment li¢e a 1'asthme
allergique, affectant environ 80 % des enfants asthmatiques (Robert et al., 2011). La
sensibilisation semble constituer une étape intermédiaire dans la progression de l'asthme et des
allergies. Les facteurs génétiques, notamment I'hérédité maternelle de 1'asthme, jouent un role
crucial. Ainsi, la période intra-utérine pourrait influencer l'apparition des manifestations

atopiques.
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Plus de 100 geénes ont été associés au développement de I'asthme (Zeki et al., 2011). L'analyse
de la régulation génétique de Il'asthme a révélé l'implication de plusieurs régions
chromosomiques contenant des génes impliqués dans la réponse immunitaire, tels que TLR2
(4931.3), IL-13 (5g31), un récepteur des IgE (FceR1B) (11q12), TGFB (19q13), et CCL5
(17q11) (Bouzigon et al., 2010). Une méta-analyse des études de criblage génétique liées a
l'asthme et aux phénotypes associés a identifi¢ quatre régions chromosomiques d'intérét : 2p22-
q13 pour I'asthme, 6p21 pour les niveaux d'IgE, ainsi que 3p11-q21 et 17p12-q24 pour l'atopie
(Bouzigon, 2010). Ces résultats fournissent des ressources essentielles pour orienter les
recherches d'association, en privilégiant I'exploration de ces régions spécifiques du génome

(Bouzigon et al., 2015).

Il a également été suggéré récemment qu'une région chromosomique, 11p14, soit liée au trait
allergique, caractérisé par le développement de plusieurs maladies allergiques chez un méme
individu (Guilloud-Bataille et al., 2008). En plus de ces génes, certaines régions de
susceptibilité contiennent des génes impliqués dans la réponse tissulaire, tels que la
métalloprotéase ADAM33, la dipeptidylpeptidase 10, et I'inhibiteur de la sérine protéase
SPINKS, identifiés comme ayant un role dans I'asthme (Blumenthal, 2005). Ceci indique que
le contrdle de la fonction barricre contre les allergenes pourrait étre également impliqué dans la

prédisposition a I'asthme.

Des études sur des familles atopiques ont permis d'identifier de nombreuses régions
chromosomiques en lien avec les phénotypes allergiques, telles que 2q, 5q, 6p, 11q, 12q, 16q et
17q (Blumenthal, 2005). La majorité de ces génes sont associ€s aux processus inflammatoires,
notamment les interleukines 4, 10 et 13 (IL-4, IL-10, IL-13), l'interféron (IFN), ainsi que le
facteur de nécrose tumorale (TNF) (Weiss et al., 2009).

Le sexe est reconnu comme un facteur de risque individuel pour I'asthme. L'asthme précoce,
survenant avant I'age de 12 ans, est plus fréquent chez les garcons, tandis que l'asthme qui

débute a I'age adulte, aprés 16 ans, est plus fréguent chez les femmes (Almqvist et al., 2008).

Les hormones influencent le développement de I'asthme allergique. En pratique clinique, la
période prémenstruelle représente un moment a risque accru. Un autre pic de prévalence de
I'asthme est observé chez les femmes au moment de la ménopause. Les cestrogeénes et la
progestérone peuvent affecter les fonctions pulmonaires et aggraver l'asthme (Haggerty et al.,
2003).
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L'obésité rend souvent l'asthme plus difficile a contréler, probablement en raison d'une réponse

insuffisante aux corticostéroides inhalés (Raherison, 2012).

Le stress augmente le risque de développer de l'asthme a I'dge adulte, et un mauvais état
psychologique chez un patient peut entrainer des exacerbations plus fréquentes (Wassenberg

et Bergmann, 2013).

1.3.2 Facteurs Extrinséques Déclencheurs

Bien que l'atopie soit le facteur le plus souvent associé au développement de l'asthme, les
facteurs environnementaux, qui sont généralement trés répandus et difficiles a contrdler, jouent
également un réle crucial et interagissent avec la susceptibilité génétique (Rancé et al., 2003).

Parmi ces facteurs, on retrouve :

e Les pneumallergénes (allergenes inhalés) : Dans l'asthme allergique, la crise est
déclenchée par un allergene spécifique auquel les bronches sont déja sensibilisees, comme

par exemple :

-Les acariens : Les acariens sont les allergénes les plus couramment responsables des
réactions allergiques chez les patients asthmatiques. Ils se retrouvent géenéralement dans la

poussiere, les tapis, les matelas, et les vétements (Poitevin, 2013).

-Les animaux domestiques : Les allergénes provenant de la salive, des poils, et des squames
d'animaux comme le chat, le chien, le cheval et les petits rongeurs peuvent aggraver ou

déclencher des allergies respiratoires et lI'asthme (Lévesque et al., 2003 ; Rancé et al., 2009).

-Les moisissures et le pollen : Des études montrent que les moisissures et le pollen sont des
déclencheurs fréquents de maladies allergiques, d'infections respiratoires, et qu'ils jouent un

réle important dans I'apparition de I'asthme (Lévesque et al., 2003 ; Caillaud, 2018).

e Lesallergenes professionnels : Dans le milieu professionnel, plus de 300 allergénes ont été
identifiés comme étant a l'origine de cas d'asthme, leur nombre continuant de croitre avec
I'apparition de nouvelles professions, de nouveaux produits, et de procédés industriels
récents (Choudat, 2001 ; Spinelli et al., 2005).
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e Allergénes d'origine alimentaire : Les allergies alimentaires développées durant I'enfance
augmentent le risque d'asthme. Les aliments les plus souvent impliqués sont le lait de vache,
I'ceuf, le poisson, l'arachide, et le soja (Rancé et al., 2005 ; Moneret, 1996).

e Les infections respiratoires : Les infections des voies respiratoires peuvent entrainer une
exacerbation des symptémes chez les patients asthmatiques ou contribuer au développement
de l'asthme des les premiers stades (Darveaux et al., 2014).

e Certains médicaments : Les réactions allergiques ou dhypersensibilité¢ & certains
médicaments, tels que I'aspirine, les analgésiques/anti-inflammatoires et les bétabloquants,
peuvent déclencher des crises d'asthme (Brutsche et Frey, 2002).

e La pollution atmosphérique : La pollution de I'air joue un role majeur dans l'apparition et
I'exacerbation de I'asthme. Le tabagisme est egalement inclus dans cette catégorie en tant
que cofacteur aggravant. Elle est egalement responsable d'une augmentation des niveaux
sériques d'IgE (Baena-Cagnani et al., 2009) et peut provoquer une inflammation des voies
respiratoires. Des études écologiques ont également demontré un lien entre I'exacerbation de
l'asthme et la pollution atmosphérique. L'exposition a des concentrations elevées de
polluants tels que les particules en suspension dans l'air (ozone (Os), dioxyde d'azote (NO),
dioxyde de soufre (SO2) et particules inférieures a 10 micrometres) est associée a un risque
accru d'hospitalisation (Sanchez, 2015 ; Abelsohn et Dave, 2011).

e L'exercice physique : Réalise dans des conditions ou lair est froid et sec, l'exercice

physique peut également déclencher une crise d'asthme (Butcher, 2006).
1.4 Meécanismes pathophysiologiques de l'inflammation bronchique

1.4.1 Activation du systéme immunitaire dans I'asthme (sensibilisation)

L'asthme se distingue essentiellement par une réaction inflammatoire persistante au niveau des
voies respiratoires, impliquant de maniére significative le systéme immunitaire (Lambrecht et
Hammad 2015). L'activation du systéme immunitaire dans I'asthme commence généralement
par la reconnaissance d'allergenes spécifiques par les cellules immunitaires (Figure 2).
Lorsqu'un individu sensibilisé inhale un allergene, les cellules dendritiques des voies aériennes
capturent cet allergéne et migrent vers les ganglions lymphatiques régionaux, ou elles
présentent des fragments de l'allergéne aux lymphocytes T naifs (Lambrecht et Hammad
2010). Cela conduit a la différenciation des lymphocytes T naifs en lymphocytes T helper de
type 2 (Th2). Les lymphocytes Th2 sécrétent un ensemble de cytokines, notamment
l'interleukine-4 (IL-4), l'interleukine-5 (IL-5), et l'interleukine-13 (IL-13), qui orchestrent la

réponse immunitaire allergique (Larche et al., 2003). L'IL-4 et I'IL-13 sont particulierement
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importants pour la commutation de classe des immunoglobulines, encourageant les
lymphocytes B a produire des immunoglobulines E (IgE). Les IgE circulantes se fixent ensuite
aux récepteurs FceRI, situés sur la surface des mastocytes et des basophiles, préparant le
systéme immunitaire & une réponse rapide lors de futures expositions a l'allergeéne (Larche et

al., 2003 ; Evrard, 2020). Cette phase de la réponse allergique est asymptomatique mais elle
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met en veille un état immunitaire prét a répondre rapidement en cas de réexposition des voies
respiratoires a ’allergeéne (Galli et al., 2008).

Figure 2: Sensibilisation des voies respiratoires par un allergene (Galli, et al., 2008).

Une exposition répétée a cet antigene déclenche successivement deux types de réactions au
niveau des bronches : une réaction précoce suivie d'une réaction tardive (Figure 3).

1.4.2 Laréaction d’asthme immédiate ou précoce

La réaction se produit dans les minutes suivant une nouvelle exposition a l'allergéne auquel la
personne est déja sensibilisée. Durant cette phase, l'allergéne est reconnu par des IgE
specifiques qui se lient aux récepteurs FceRI situés sur la surface des mastocytes et des
basophiles. La formation du complexe IgE/allergéne entraine l'agrégation des récepteurs et
I'activation des mastocytes et des basophiles, qui liberent immédiatement le contenu de leurs
granules cytoplasmiques Cela inclut des médiateurs préformés, tels que I'histamine, les
peroxydases, les facteurs chimiotactiques et les enzymes protéolytiques, ainsi que des
médiateurs nouvellement produits, tels que les superoxydes, les cytokines, les facteurs
d'activation plaquettaires, les leucotrienes et les prostaglandines (Holgate, 2008).
Habituellement, cette réaction s'estompe en moins d'une heure.

Les médiateurs préformés sont responsables de la dilatation des vaisseaux sanguins et de
l'augmentation de leur perméabilité, provoquant des cedémes et des modifications

fonctionnelles importantes pour les organes atteints, telles que la bronchoconstriction, la
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sécrétion de mucus dans les voies respiratoires. Par contre, les médiateurs nouvellement formés
sont impliqués dans le recrutement et I'activation locale des leucocytes, favorisant ainsi le
développement de la réaction tardive de I'asthme (Galli et al., 2008).

1.4.3 La réaction d’asthme tardive :

Ensuite, certains patients peuvent connaitre une seconde réaction asthmatique, appelée réaction
tardive. Celle-ci se produit entre trois et huit heures apres I'exposition a l'allergéne (O’Byrne
etal., 1987). Cette réaction est accompagnée d'une inflammation des bronches, caractérisée par
une augmentation des lymphocytes et des éosinophiles, observée via I'analyse du liquide de
lavage broncho-alvéolaire (Frew et al., 1990 ; Resnick et al., 1993). Ces cytokines
interagissent avec I'endothélium et I'épithélium bronchiques, stimulant la production de
molécules d'adhésion comme le VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1) et 'ICAM-1
(Intercellular Adhesion Molecule-1), qui facilitent la migration des éosinophiles vers les
poumons. Ces derniers liberent des granules contenant des protéines cytotoxiques, notamment
la MBP (Major Basic Protein), I'EPO (éosinophil peroxydase), I'EDN (éosinophil-derived
neurotoxin) et 'ECP (éosinophil cationic protein) (Gleich et Adolphson, 1986). Par ailleurs,
les cytokines secrétées par les lymphocytes pourraient étre a l'origine de l'inflammation
chronique (Broide, 1992). La réaction tardive peut se prolonger sur une longue duree. De plus,
I'exposition constante aux allergenes maintient une inflammation chronique et favorise le
remodelage des tissus chez les patients atteints d'asthme persistant (Muro et al., 2000 ; Bentley
et al., 1997). La production des cytokines de type Th2 est également associée a la gravité des

symptdmes (Busse et Lemanske, 2001).
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Figure 3: Représentation schématique de la phase effectrice de I’asthme allergique

(Hawrylowicz et O’Garra, 2005).
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1.4.4 Inflammation et remodelage bronchique

Les réactions d'asthme précoces et tardives qui surviennent apres l'exposition a l'antigene sont
suivies d'une réaction chronique qui peut durer des années. Cette réaction chronique est due a
I'inflammation de type Th2, marquée par une augmentation des éosinophiles dans les parois
bronchiques (Bousquet et al., 1992 ; Wegmann, 2009). Cette inflammation entraine des
Iésions pulmonaires et un remodelage bronchique (Figure 4), provoquant une diminution
progressive et irréversible de la fonction respiratoire et une résistance aux traitements

(Benayoun et Pretolani, 2003). Les changements structurels incluent :

o Hyperplasie et hypertrophie du muscle lisse bronchique

o Fibrose sous-épithéliale : Accumulation excessive de fibres de collagene et de
fibronectine causée par la prolifération des fibroblastes et des myofibroblastes
(Redington, 2000 ; Maddox et Schwartz, 2002).

e Hyperproduction de mucus : Conduit a la formation de bouchons dans les voies
bronchiques (Fahy, 2001).

o Desquamation épithéliale : Ce processus correspond a la destruction des cellules
épithéeliales différenciées sans affecter les cellules basales. Il est lié aux effets des
médiateurs inflammatoires, tels que les protéines cytotoxiques, les radicaux libres, et les

proteases sécretees par les cellules inflammatoires (Benayoun et Pretolani, 2003).

Les modifications structurelles observées chez les asthmatiques pourraient étre dues a la
répétition des cycles de Iésions et de réparations (Wang et al., 2003). Bien que des recherches
importantes aient été menées, les mécanismes du remodelage des voies respiratoires restent mal
compris, probablement en raison de la difficulté d'obtenir des données a long terme. La
différenciation des cytokines et des cellules inflammatoires responsables des réponses reste

complexe, bien que plusieurs médiateurs soient associés au remodelage (Minshall et al., 1997).
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 Fibroblastes ¢
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Figure 4: Caractéristiques histopathologiques du remodelage bronchique dans I’asthme. .

(Benayoun, et Pretolani., 2003).

La Figure 5 présente une vue d'ensemble des phases de 1'asthme allergique. Ces phases
résument les différents événements immunologiques et inflammatoires qui se produisent depuis
l'exposition initiale a l'allergene jusqu'a I'établissement de la réponse asthmatique. Apres avoir
exploré chacune de ces phases en détail, cette figure sert a synthétiser les mécanismes sous-

jacents et a faciliter la compréhension globale du déroulement de 1'asthme allergique.
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1.5 Biomarqueurs de I'inflammation des bronches

1.5.1 Médiateurs de la réponse immunitaire

De nombreux médiateurs sont impliqués dans la physiopathologie de I'asthme et sont

généralement sécrétés par différentes cellules. Les principaux médiateurs sont :

Les immunoglobulines E (IgE) : Elles jouent un role central dans I'hypersensibilité
immédiate et la réponse allergique. Les zones d'interaction entre IgE et FceRI a la
surface des mastocytes et des basophiles sont essentielles a la mise en place des
mécanismes allergiques (Jutel et al., 2005).

Histamine : Une amine vaso-active libérée principalement par les basophiles et les
mastocytes. Elle agit sur plusieurs types de cellules a travers quatre récepteurs
différents. L'absence de récepteur H1 provoque un dysfonctionnement dans la
régulation des allergies, notamment en altérant la migration des cellules T vers les
poumons. De plus, I'histamine contribue a la contraction des muscles lisses et a
l'augmentation de la production de mucus bronchique, participant ainsi a l'obstruction
des voies respiratoires (Cowden et al., 2010 ; White, 1990).

Chimiokines : Les chimiokines sont responsables du recrutement des cellules
inflammatoires vers les voies respiratoires et jouent un réle clé dans le développement
de l'asthme. Ce sont de petites protéines de 8 a 10 kDa qui contrdlent 1’adhésion et la
migration des cellules immunitaires. Les niveaux de certaines chimiokines, telles que
CCL11 (éotaxine), CCL24, et CCL26, augmentent chez les patients asthmatiques,
contribuant a I'inflammation (Pease, 2006 ; Medina-Tato et al., 2006).

Cytokines : Les cytokines sont des messagers protéiques sécrétes de fagcon transitoire,
impligués dans les réponses inflammatoires liées a I'asthme (Tableau 2) Elles peuvent
ainsi orienter et moduler la réponse inflammatoire de I'asthme, influencant

potentiellement sa sévérité.
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Tableau 2: Principales cytokines impliquées dans 1’asthme allergique (Mamessier et Magnan,

2006).
‘ Cytokine  Source cellulaire Principaux effets dans les réactions allergiques

IL-4 Lymphocytes Th2 activés, e Régule la différenciation des cellules T en
mastocytes, basophiles, cellules Th2.
cellules NK1. e Stimule la sécrétion d'IgE par les

plasmocytes. V, ;loiuy-(‘éé »

o Sert de facteur de survie et de prolifération
pour les mastocytes.

e Induit la production d'éotaxine par les cellules
épithéliales pulmonaires.

IL-5 Lymphocytes Th2 activés, ¢ Assure la différenciation, I'activation, la
lymphocytes B, mastocytes, maturation et la survie des éosinophiles.
€osinophiles.

IL-10 Lymphocytes T naifs et ¢ Bloque l'activation des macrophages et des
mémoires Thl, Th2, lymphocytes.
lymphocytes B, cellules
NK, monocytes,
macrophages

IL-12 CPA, cellules dendritiques, e Favorise la différenciation en lymphocytes
Eosinophiles. Thi.

e Stimule la production d'IFN-y.
e Supprime la synthese des IgE.

IL-13 Lymphocytes Th2 activés, e Commutation de classe vers le type E.
mastocytes, cellules NK. e Accroit la sécrétion de mucus et d'éotaxine.

IFN-y Lymphocytes Thl, e Principal agent d'activation des
lymphocytes macrophages.
cytotoxiques et cellules NK. | ® Stimule les cellules endothéliales.

e S’oppose a la réponse Th2 et a la production
d'lgE.

TNF-a | Macrophages, monocytes, e Favorise lI'accumulation de leucocytes au site
cellules NK inflammatoire.

e Incite les macrophages a produire de I'lL-1.
o Active les cellules endothéliales et les
fibroblastes.

e Leucotriénes

: Ces médiateurs sont impliqués dans l'asthme et sont produits par
différents types cellulaires. Le LTB4 est un puissant agent chimiotactique pour les
neutrophiles. Les LTC4, LTD4, et LTE4 sont des broncho-constricteurs qui augmentent
la perméabilité vasculaire et stimulent la sécrétion de mucus (Dahlen, 2006). Les
leucotrienes représentent le seul inhibiteur utilisé dans un but thérapeutique (Adcock et
al., 2008 ; Leff, 2001 ; Dahlen, 2006).
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e Meédiateurs lipidiques : Ills sont dérives des phospholipides membranaires,
principalement de l'acide arachidonique. Les principaux médiateurs incluent les
leucotriénes (LT), les prostaglandines (PG), et le thromboxane (TX), qui agissent par
vasodilatation et attraction cellulaire (Ford-Hutchinson et al., 1980 ; Goldstein et al.,
1978).

e Protéines de la phase aigué : Ces protéines sont importantes dans la réponse
inflammatoire aigué et sont produites par le foie en réponse a des cytokines telles que
I'lL-6, une cytokine clé de cette phase. Elles sont impliquées dans I'homéostasie et la
régulation de la réponse inflammatoire (Engler., 1995).

1.5.2 Médiateurs du stress oxydant :

Le stress oxydant est responsable de nombreux dommages cellulaires et se manifeste par un
déséquilibre entre les oxydants et les systémes antioxydants de défense. Ce déséquilibre peut
résulter d'une surproduction de radicaux libres ou d'une carence en antioxydants (Pham-Huy
et al., 2008 ; Panday et Rizvi, 2011). Des études ont demontre le réle du stress oxydant dans
diverses pathologies inflammatoires chroniques telles que la BPCO, lasthme, et la
mucoviscidose (MacNee, 2001 ; Henricks et al., 2001 ; Munck, 2000). Parmi les marqueurs
du stress oxydant les plus étudiés chez les asthmatiques figurent le peroxyde d'hydrogene
(H202), l'oxyde nitrique (NO), et la 8-iso prostaglandine F-o (Kirkham et Rahman, 2006). Ces
marqueurs sont générés par les cellules phagocytaires (comme les neutrophiles et les
macrophages) et les cellules résidentes des tissus (comme les cellules musculaires lisses et
épithéliales).

Un certain nombre d’études ont été consacrées aux effets des espéces réactives de 1’oxygene.

Ces effets sont résumés dans le Tableau 3.
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Tableau 3: Effet des dérivés réactifs de ’oxygene sur les fonctions respiratoires (Henricks et

Nijkamp, 2001).

‘ Effets des especes réactives de ’oxygéne

Le  peroxyde  d'hydrogéne  stimule

directement la contraction des muscles lisses

des bronches.

Le nombre et la fonction des cellules ciliées

épithéliales sont réduits.

La réponse contractile aux substances telles

que l'acétylcholine, la  méthacholine,

I'histamine, la 5-hydroxy-tryptamine,

bradykinine, et la substance P est amplifiée.

la

La structure des cellules épithéliales ciliées

subit des altérations.

Le nombre et 'efficacité des récepteurs -

adrénergiques sont réduits

L'expression de certaines molécules

d'adhésion est modifiée.

La prolifération des cellules musculaires

lisses (myocytes) est stimulée.

Le recrutement des cellules inflammatoires

locales est favorisé.

La perméabilité des bronches est accrue.

L'activation de certains facteurs de
transcription est modifiée, conduisant a la
production accrue de médiateurs
inflammatoires tels que les éicosanoides et

les cytokines.

La production de mucus est augmentée.

En plus des travaux mettant en évidence l'implication du stress oxydatif dans l'asthme,

notamment dans ses formes séveéres ou lors des crises, plusieurs études montrent une réduction

des capacités des systémes antioxydants (Comhair et al., 2000 ; Rahman et al., 1996). Ainsi,

I'ampleur du stress oxydatif peut également étre évaluée en mesurant les niveaux des

antioxydants endogenes, qu'ils soient enzymatiques (comme la SOD, GPx, CAT) ou non

enzymatiques (comme le glutathion) (voir le deuxiéme chapitre). Ces antioxydants jouent un

role essentiel pour atténuer I'exces de ROS généré.
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Chapitre 2. Stress oxydatif : Principes de base et

conséquences physiologiques

L'oxygene, bien que vital pour les organismes aérobies, peut aussi étre toxique, favorisant
la formation de radicaux libres et d'espéces réactives de l'oxygene (ERO). Une perturbation de
I'équilibre entre radicaux libres et antioxydants entraine des effets néfastes, soit par défaillance
des défenses antioxydantes, soit par augmentation du stress oxydatif (Biesalski et al., 1997 ;

Mette, 2006).

2.1 Concepts fondamentaux du Stress Oxydatif

Le concept de stress oxydatif se réfere a un déséquilibre entre la production des especes
réactives de l'oxygene (ERO) et l'efficacité des systemes antioxydants responsables de leur
neutralisation et élimination (Thorin et al., 2010) (Figure 6). En 1985, Sies (1991) a formalisé
le concept de stress oxydatif en le définissant comme une incapacité de I'organisme a se protéger
contre les ERO en raison d'un déséquilibre lié soit & une production excessive de ces especes
réactives, soit a une diminution de la capacité antioxydante (Sies, 1991 ; Lusis, 2006). Lorsque
cet exces de radicaux libres n'est pas compensé par les défenses naturelles, cela peut entrainer
des dommages importants aux cellules, comme des cassures et mutations de I'ADN,
I'inactivation d'enzymes, des modifications des structures protéiques, I'oxydation des sucres et
la peroxydation des lipides (Favier, 2003 ; Robert et al., 2009).

Les travaux de Selye (1936) ont jeté les bases théoriques du stress, qui a évolué au cours des
années 1970 pour décrire spécifiquement les effets du peroxyde dhydrogene sur les
érythrocytes, marquant ainsi son adoption dans le domaine de la biologie (Sies, 2018). Depuis
la formalisation du concept, de nombreux travaux ont enrichi notre compréhension, en révélant
notamment son réle crucial dans l'apparition de diverses pathologies ainsi que son importance
dans le maintien de I'noméostasie redox (Sies, 2018).

Actuellement, le stress oxydatif est défini comme un état ou la production d'oxydants dépasse
la capacité des systémes antioxydants, perturbant ainsi I'équilibre cellulaire. Cette situation
provogue des dommages aux macromolécules biologiques telles que I'ADN, les lipides et les
protéines, et contribue au développement de nombreuses maladies (figure7), notamment
I'inflammation, les maladies neurodégénératives, cardiovasculaires, le diabéte, les troubles
respiratoires, le vieillissement, ainsi que la progression tumorale et la carcinogenese (Fleming
et Leo, 2021).
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Figure 7: Stress oxydative et maladies chroniques (Fleming et Luo, 2021)

2.2 Radicaux libres

Par définition, un radical libre est un atome, un groupe d’atomes ou une molécule possédant un

¢lectron (ou plusieurs) non-apparié(s) sur la couche périphérique de leur squelette moléculaire

(Favier, 2003). Les radicaux libres sont principalement des substances trés réactives et

instables qui tendent & apparier leur électron non apparié avec un électron libre d'autres
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composés, provoquant ainsi leur oxydation et devenant ainsi réduits, d’ou leur nom d’oxydants.
Le radical peut se débarrasser de I'¢lectron libre en le transmettant a une autre molécule, le
radical devient oxydé¢ et I'accepteur d'électron devient réduit (Halliwell, 1993).

Bien que l'oxygene, sous forme moléculaire, puisse se comporter comme un radical libre, c'est
surtout lors de la réduction partielle de 'oxygene par les électrons durant la respiration cellulaire
mitochondriale que les EROs se forment (Halliwell 1993 ; Favier 2003).

Comme illustrés dans la (Figure 8), ces EROs comprennent notamment le superoxyde, le
peroxyde d'hydrogene et le peroxynitrite.

On distingue les EROs primaires, directement issus de l'oxygéne, qui jouent des roles
spécifiques dans les processus physiologiques ; des EROs secondaires, qui se forment suite a
l'interaction des EROs primaires avec des composants cellulaires tels que les lipides, les

protéines et les glucides (Favier, 2003).

Lumiere L'V oxydases

Monoxyde d'azote

Amion superoxyde

1
O |« O, » | H:O,
—
. . _/ = ~ i
Oxygene singulet e Oxygeéne eroxyde d'fiyvdrogénes
- Superoxyde i
Arginine_ T Cycles redox dismutases myéloperoxidase
= 1 NADPH ox .
mitochondrie Fe™
- " v
NO O, HOCI1

Fe3+

ONOO

peraxynitrite

» | O

Radical hydroxyle

N\ ./

Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidigque I"ADN
de Kinases

Figure 8: Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de I’oxygene
(Favier, 2003)
2.2.1 Production des Espéces Réactives de I'Oxygéne (ERO)

L'oxygene est indispensable a la production d'énergie chez de nombreux organismes aérobies,
notamment par le biais de la phosphorylation oxydative au sein des mitochondries (Mazat et
Ransac, 2011). Toutefois, au cours de ce processus, environ 2 % de l'oxygene utilisé est
converti en radicaux superoxydes (02™) lors de la premiére étape de réduction électronique de

l'oxygéne (Figure 9-1), générant ainsi des espéces réactives de l'oxygéne (ERO)

20



Chapitre 2. Stress oxydatif : Principes de base et conséquences physiologiques

potentiellement nuisibles. Pour contrbler ces radicaux, des enzymes spécifiques, appelées
superoxydes dismutases (SOD), catalysent leur transformation en peroxyde d'hydrogene (H>Ox)
(Figure 9-2).

Le peroxyde d'hydrogéne (H20-), bien qu'il ne soit pas un radical libre, est nocif et peut produire
des radicaux hydroxyles (*OH) hautement réactifs par le biais de la réaction de Fenton (Figure
9-3). Pour contrer ces effets, des enzymes comme la catalase (CAT), qui facilite la conversion
du H>O; en eau (Figure 9-4), et la glutathion peroxydase (GPx), qui en catalyse la réduction
par le glutathion (Figure 9-5), jouent un role déterminant. Le glutathion (GSH), présent en
grande quantité dans les cellules, est essentiel pour neutraliser le H20> et limiter la production
des ERO, grace a ses puissantes propriétés antioxydantes et a sa capacité de lier les ions
métalliques comme Cu?* (Figure 9-3).

Les ERO secondaires incluent des composés tels que les radicaux peroxyles (RO2") (Figure 9-
6), les hydroperoxydes (RO2H) (Figure 9-7) et les radicaux alkoxyles (RO") (Figure 9-8), qui
participent aussi activement au stress oxydatif. Les systemes antioxydants adaptatifs, y compris
les enzymes et le glutathion, jouent un réle crucial dans le maintien de I'équilibre, en limitant

les effets nefastes de ces espéces réactives. (Migdal, et Serres, 2011)

Superoxyde Réaction de Fenton Catalaose

dismutases [Fe® :Cu*) Glutathion peroxydaose
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XygEne superaxyde d'hydrogéne hydroxyd
0, O HO ——— OH ——— H.0O
E + a” 2 ose (+ 2HY) b + e +e [+ H) z

Réduction tétravalante

P O, +de +»4 H —>2H,D

a," Anion superoxyde 1 O+ 18 —>0,7

Peroxyde
d’hydrogéne

1]

H;_D;_ DE-- * 02-- |:+ 2 H‘:" — HEDE * GE

F H.,0, + Fe?* —» "OH « Fe® + OH-

‘OH Radical hydroxyle 4 H,0. « HyO, —» 2 H,0+ 0O,
5 H,O, «+ 2 G5H —>» 2 H,0 + G556
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Figure 9: Origine des espéces réactives de l'oxygene. Les différentes étapes de la réduction de
'oxygene et la formation des intermédiaires partiellement réduits sont illustrées en détail.

(Migdal et Serres, 2011)
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2.2.2 Les espéces réactives de I’azote (ERA ou RNS Reactive Nitrogen Species)

La production des especes réactives de l'azote débute par des réactions catalysées par les
enzymes NO synthétases (NOS). Le monoxyde d'azote (NO®) est une molécule clé produite
notamment par les cellules endothéliales grace a I'oxydation de I'arginine, processus nécessitant
la présence de NADPH et d'oxygéne (Massion et al., 2002).

Le NO- est une molécule trés réactive, diffusible, et intervient dans divers processus
physiologiques de I'organisme, tels que le maintien du tonus vasculaire, la neurotransmission,
et la fonction rénale (Favier, 2003 ; Haleng et al., 2007). Toutefois, dans des conditions
pathologiques, par exemple en cas d'inflammation chronique, une surexpression de I'enzyme
INOS peut mener a des concentrations élevées de NO’, entrainant des effets potentiellement
déléteres (Grisham et al., 1999). Cela en fait un oxydant radicalaire dont la réactivité est proche
de celle du superoxyde (Vamecq et al., 2004).

Le NO’ peut interagir avec d'autres espéces réactives, telles que le superoxyde, pour produire
des composés particulierement réactifs, tels que le peroxynitrite (ONOQO"), qui sont souvent
plus nocifs que leurs précurseurs (Blanc et al., 2005).

Le peroxynitrite existe physiologiquement sous forme d'anion, mais en raison de son pKa
proche du pH physiologique, il peut également exister sous sa forme acide, le HOONO
(Flavier, 2003). Il est un oxydant puissant qui se diffuse facilement a travers les membranes et
attaque de nombreuses cibles biologiques (Beckman et Koppenol, 1996). Cela inclut
l'oxydation, la nitration, et la nitrosylation de molécules comme les protéines, les lipides et
I'ADN, ainsi que la réactivité avec des métaux de transition, tels que les résidus de fer
(Beckman et Koppenol, 1996).

Un résumé des principales espéces réactives de I'oxygene (ERO), et de I'azote (ERN) présentés

dans la Figure 10.

T e

/~ )

0;——> —— >Be 3 —> HO® —— HO:
}o{‘ - \\\
1 cl o
NO* B RH > R° > ROO*

i o

Figure 10: La cascade de production des principales especes réactives de 'oxygeéne (ERO) et
de l'azote (ERN), les especes non radicalaires en orange et les especes radicalaires en jaune

(Favier, 1997).
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2.3 Sources des espéces réactives (ERO, ERN)
La production de ces especes réactives de 1’oxygene (ERO) et de ’azote (ERN), dans

l'organisme des animaux et des humains est un processus continu et une partie normale de la
physiologie humaine et animale. Ces espéces sont également produites dans des conditions
pathologiques ( Niki, 2016; Sies, 2018). D'autre part, les radicaux libres peuvent étre générés a
partir de sources endogenes ou exogenes, comme le montre le Tableau 4 :

Tableau 4: Sources de stress oxydant endogenes et exogeénes (Haleng et al., 2007).

Sources exogénes

Tabagisme

Faible consommation des fruits et
légumes

Alcool

Toxines et médicaments

Sources endogénes

Enzymes de la chaine respiratoire
Mitochondriale
NADPH-oxydase
Xanthine-oxydase

Synthase de I’oxyde nitrique et

Pollution Tétrahydrobioptérine

Radiations My¢lopéroxydase

2.4 Effets Pathologiques du Stress Oxydatif

Dans des conditions normales, les radicaux libres sont produits en petites quantités, jouant un
role de médiateurs dans les réactions énergétiques et de défense. Cette production est controlée
par des systemes de défense physiologiques (Favier, 2003). Cependant, la multiplicité¢ des

sources de radicaux libres augmente le risque de 1ésions directes sur les molécules biologiques

(Favier, 2003 ; Haleng et al., 2007) (Figure 11).
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Figure 11: Représentation schématique des cibles biologiques du au processus de stress

oxydant (Favier 2003).
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Sur le plan lipidique, l'interaction des radicaux libres avec les membranes enrichies en acides
gras polyinsaturés entraine la formation de substances toxiques, notamment I'hydroxynonénal
et le malondialdéhyde, compromettant 1'intégrité structurale et fonctionnelle des membranes.
Cette situation réduit leur fluidité et leur perméabilité¢, perturbant les mécanismes de
signalisation cellulaire ainsi que l'activité des récepteurs et des transmetteurs (Haleng et al.,
2007). Les altérations de la fluidité et de la perméabilité des membranes dues a la peroxydation
lipidique nuisent aux fonctions cellulaires, menant potentiellement a la mort cellulaire (Cillard

et Cillard , 2006) (figure 12)

Radicaux libres

i

MMembranes

/\ Oxydation des gpts 5H des

Peroxydation des AGPI protéines de transport et
L des enzymes et adduits
nouveaux RL >

avec les aldéhydes
(L, LO, LOO")
aldehydes

Altération des fonctions membranaires

WTT e

Modification de la Perte d' activité de la cytochrome
permeéabilité ionigque oxydase et de la glucose-6-P
J,k + TCa 24
activation # synthese
+ | protéases ATP 2

DOMBMAGES CELLULAIRES

Figure 12: Impacts cellulaires de la peroxydation des lipides (Cillard et Cillard , 2006).

Concernant les protéines (figure 13), le stress oxydatif engendre des altérations notables,
incluant la fragmentation et des modifications structurales. Des acides aminés comme la
cystéine et la méthionine sont particulierement sensibles a ces modifications, ce qui mene a la
formation de protéines carbonylées, indiquant un dysfonctionnement protéique et augmentant
le risque de maladies inflammatoires et dégénérative (Sahiner et al., 2011 ; Bai et al., 2019).
En outre, I'histidine, la proline, le tryptophane et la tyrosine, exposés aux especes oxygénées
activées, subissent une oxydation produisant des groupes carbonylés et des liaisons disruptives,
telles que les ponts bi-tyrosine, affectant la fonction protéique. Ces atteintes, généralement
irréversibles, peuvent diminuer 'activité enzymatique ou altérer la reconnaissance moléculaire

(Haleng et al., 2007).
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Figure 13: Nature de quelques modifications des chaines latérales d’acides aminés des

protéines apres attaque radicalaire (Haleng et al., 2007).

Quant a I'ADN (Figure 14), sa vulnérabilité aux dommages causés par les espéces oxygénées
activées peut conduire a des mutations et a une instabilité génétique (Mironczuk-
Chodakowska et al., 2018). Les radicaux libres, notamment le radical hydroxyle, capable de
déclencher l'apoptose. Un exemple de ces dommages est la transformation de la guanine en 8-
hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-dG), qui perturbe 1’association normale de la cytosine avec
I’adénine, favorisant ainsi des mutations qui peuvent accélérer le vieillissement et initier des

processus carcinogenese (Haleng et al., 2007).
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Figure 14: Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des

cellules (Haleng et al., 2007).
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2.5 Les défenses antioxydantes

Les antioxydants contribuent a empécher la surproduction des espéces réactives d'oxygene et
d'azote ou a les neutraliser avant qu'elles engendrent des dommages aux cellules. Leur action
s'étend sur plusieurs fronts : ils peuvent capturer ces especes réactives, se lier aux métaux de
transition pour éviter leur participation a la production d'EROs, inhiber les enzymes
responsables de la génération d'EROs, ou servir de cofacteurs aux enzymes antioxydantes
(Perron et Brumaghim, 2009).

2.5.1. Type d’antioxydants

Les systémes de défense, synthétisés par notre organisme (endogenes), incluant a la fois les
antioxydants enzymatiques et non-enzymatiques, collaborent en synergie pour préserver
I'homéostasie oxydative. Les antioxydants enzymatiques neutralisent les especes réactives de
l'oxygene (ROS), offrant une premiere ligne de défense contre le stress oxydatif. Parmi eux des
enzymes telles que la catalase, la superoxyde dismutase (SOD) et la glutathion peroxydase
(GPx) (Sahiner et al., 2011).

D'autre part, les antioxydants non-enzymatiques, comprenant des petites molécules comme le
glutathion réduit (GSH), un cofacteur enzymatique qui intervient dans la régulation des
fonctions cellulaires et la protection des lipides membranaires (Sahiner et al., 2011 ; Bai et al.,
2019).

En complément, une variété d'antioxydants non-enzymatiques est obtenue principalement a
travers l'alimentation (exogenes). Ces derniers se répartissent en plusieurs catégories,
notamment les polyphénols (tels que les acides phénoliques et les flavonoides) constituant le
groupe le plus significatif, suivis par les vitamines (comme les vitamines E et C), les

caroténoides et certains minéraux (Zinc et Sélénium) (Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).

2.5.2. Mécanisme de protection antioxydante

Face a l'agression des radicaux libres, les cellules, les tissus et la matrice extracellulaire
déclenchent des mécanismes de défense internes visant a neutraliser ces menaces et leurs
dérivés, comme le montre la Figure 15. Ces mécanismes incluent la prévention, constituant la
premiére ligne de défense, bloquant les interactions des radicaux libres et de leurs dérivés avec
les substances biologiques de I'organisme ; la réparation, interrompant les réactions d'oxydation
radicalaire ; et I'inactivation traitant les produits réactifs soit par réparation des dommages, soit
par élimination (Mironczuk-Chodakowska et al., 2018) et ce dans le détail les étapes

suivantes :
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= Le radical superoxyde (O2") se forme par la réduction d'un seul électron de I'oxygene et
sous l'action de la superoxyde dismutase (Cu/Zn-SOD ou Mn-SOD) se transforme en
peroxyde d'hydrogéne (H205).

» Le H>O; est ensuite réduit en eau et en oxygene par l'action combinée de la catalase
(CAT) et de la glutathion peroxydase (GPx).

= Par ailleurs, le peroxyde d'hydrogéne peut se convertir en radical hydroxyle (HO) dans
la réaction de Fenton, catalysée par des métaux de transition, impliquant ce radical dans
des réactions en chaine.

= Le glutathion réduit (GSH), grace a son groupe thiol, intervient dans la restauration des
protéines ou d'autres macromolécules a leur état réduit. De plus, le GSH réduit le H20>
dans une réaction menée par le glutathion peroxydase et le glutathion oxydé résultant
agit sur les thiols proteiques.

= Le glutathion disulfure est ensuite réduit en GSH par le glutathion réductase (GR),
utilisant I'nydrogene de NADPH, qui est oxydé en NADP™.
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Figure 15: Mécanisme d’action du systéme antioxydant (Mironczuk-Chodakowska et al.,

2018)

2.6 Lien entre le stress oxydatif et ’asthme

L'asthme, caractérisé par une inflammation chronique et une hyperréactivité des voies

aériennes, est significativement influencé par une augmentation des espéces réactives de
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l'oxygéne et de l'azote, principalement produites par les cellules immunitaires telles que les
macrophages, les neutrophiles et les éosinophiles (Comhair et al., 2009). L'activation de ces
cellules entraine une libération accrue d'EROs, contribuant directement a la détérioration de la
fonction pulmonaire (Sahiner et al., 2011). Cela se manifeste par une augmentation de
I'nyperreéactivité bronchique, une production exacerbée de mucus, et la libération de divers
mediateurs chimiques pro-inflammatoires (Barnes, 1990).

Le mécanisme sous-jacent a l'implication des cellules immunitaires dans l'asthme révéle la
production de superoxyde (O%) et de peroxyde d'hydrogéne (H20.) par des complexes
enzymatiques comme la NADP oxydase, la xanthine oxydase et au travers des processus de
respiration des mitochondries. L'anion superoxyde, un type d'EROs, se transforme
naturellement ou enzymatiquement en H>O> (Sahiner et al., 2011). Ces composes participent
a la création de radicaux libres hautement cytotoxiques, tels que le radical hydroxyle (*OH).
Par I'action de leurs peroxydases, les cellules immunitaires catalysent I'interaction du H>Oz avec
le chlorure (CI), formant ainsi de I'acide hypochloreux (HOCI). De méme, I'O?" peut réagir avec
le NO pour former le peroxynitrite (ONOQO"), un ERO particuliérement puissant, ce qui
contribue a exacerber l'inflammation et la sensibilité des voies respiratoires (Figure 16)
(Dworski et al., 2000 ; Sahiner et al., 2011).

Parallelement, le stress oxydatif affecte négativement la fonction béta-adrénergique
pulmonaire, augmentant la sensibilité des muscles lisses des voies aériennes et favorisant ainsi
des épisodes d'hyperréactivité et de bronchospasme (Dworski et al., 2000). L'impact du stress
oxydatif dans l'asthme est également mis en évidence par la diminution des capacités
antioxydantes dans les voies aériennes des patients asthmatiques. Des études montrent que les
niveaux d'enzymes antioxydantes telles que la glutathion peroxydase (GPx), la superoxyde
dismutase (SOD) et catalase (CAT) ainsi que des composants non enzymatiques tels que le
glutathion réduit (GSH), sont significativement réduits. Cette réduction de la défense
antioxydante rend les voies aériennes plus vulnérables aux dommages oxydatifs, aggravant
ainsi les symptémes de I'asthme (Zemmouri et al., 2017; Khaldi et al., 2018; Rouibah et al.,
2019).
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Figure 16: Le stress oxydatif et nitrosant dans 'asthme (Bowler, 2004).

Dans ce contexte, une approche thérapeutique ciblée sur la réduction du stress oxydatif et
le renforcement des défenses antioxydantes des voies aériennes, en parallele avec le contrdle
de l'inflammation et de I'hyperréactivité bronchique (voir chapitre 3), pourrait offrir une
stratégie prometteuse dans la gestion de l'asthme. La compréhension approfondie des

interactions entre les cellules immunitaires et le stress oxydatif dans I'asthme.
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Chapitre 3. Les sulfonylphtalimides : structure, synthése et
propriétés biologiques

La diversité structurale et 1'importance biologique des hétérocycles contenant de 1'azote
ont fait de ces composés des cibles attrayantes pour la synthése de nouvelles molécules pendant
de nombreuses années. Parmi ces composés, les dérivés phtalimidiques nouvellement
synthétisés présentent des activités variées et sont ainsi utilisés en chimie médicinale en raison
de leur large éventail d'applications.

De plus, l'introduction des sulfonamides en médecine clinique dans les années 1930 a marqué
un tournant pour le développement de la chimiothérapie. Ces composés constituent une classe

importante de médicaments et montrent un large spectre d'activités biologiques (Venuti ,1998).
3.1 les phtalimides

3.1.1 Structure des phtalimides

Le phtalimide est un imide aromatique, un compos¢ organique qui contient deux groupements
carbonyle liés a un atome d'azote (Figure 17). En chimie organique, un imide est un amide
secondaire dans lequel deux groupes carbonyles sont liés a un méme atome d'azote (Azzawi et
Razzak, 2011). Les phtalimides sont dérivés de l'acide phtalique (acide benzene-1,2-
dicarboxylique) et sont classés parmi les hétérocycles azotés bicycliques non aromatiques
(Jamel et al., 2019). Ces composés possedent diverses activités pharmacologiques, notamment
des effets analgésiques, anti-inflammatoires et antidépresseurs. Les caractéristiques structurales
responsables de ces activités incluent un cycle aryle hydrophobe, un domaine de liaison
hydrogéne, un groupe donneur d’¢électrons, ainsi qu’un autre site hydrophobe distal (Jamel et
al., 2019). Ces composés, hydrophobes et neutres, peuvent traverser les membranes biologiques

et sont structurellement apparentés aux anhydrides d'acides (Azzawi et Razzak, 2011).

O

NH

Figure 17: Structure et représentation du phthalimide (Chapman et al., 1979).
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3.1.2 Synthese de phthalimides
Certaines réactions de synthése pour la préparation de la fraction phthalimide est résumée dans

la figure 18 :
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Figure 18: Réactions pour la préparation de la fraction phtalimide (Kushwaha et Kaushik,

2016).

3.1.2.1 Réaction de Mathews
La réaction de Mathews est une méthode d'hydrolyse "seche” ou un nitrile est transformé en

phthalimide et en acide carboxylique par l'acide phtalique, ou un amide est converti par
I'anhydride phtalique (Mathews, 1896). Une étude cinétique, utilisant la chromatographie en
phase gazeuse couplée a un spectrométre de masse (GC/MS), a permis d'examiner le mélange
réactionnel brut et de définir la voie de reaction, comme illustré dans la Figure 19.
Initialement, le mélange réactionnel comprend des quantités équimolaires de nitrile (1) et
d'acide phtalique (2). Au cours de la réaction, plusieurs intermédiaires se forment, tels que
I'intermédiaire (3), I'amide correspondant (4), et l'anhydride phtalique (5). Ces composés
intermédiaires réagissent pour donner finalement l'acide carboxylique (7) et le phthalimide (8).
La premiére étape de la réaction consiste probablement en la protonation du nitrile, suivie par
une attaque nucléophile, menant a I'intermédiaire (3). Par un échange de proton interne et une
substitution, lI'anhydride (5) et I'amide (4) sont formés. La réaction ultérieure des intermédiaires
(4) et (5) produit I'intermédiaire (6), dont I'hydrolyse génére in situ I'acide (7) et le phthalimide
(8). Le chauffage des intermédiaires (4) et (5) dans des conditions similaires permet également
d'obtenir I'acide attendu (7) et le phthalimide (8). L'eau nécessaire a I'hydrolyse du nitrile est
fournie in situ par l'acide phtalique, expliquant l'usage du terme "hydrolyse séche" (Chemat,
2002).
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Figure 19: Synthese du phtalimide par la réaction de Mathews (Farid Chemat, 2002).

3.1.2.2 Condensation directe

Chiriac et al. (2007) ont rapporté que les composés aromatiques ou aliphatiques des imides

cycliques et leurs dérivés illustrés dans la Figure 20, sont obtenus par réaction des acides

dicarboxyliques ou leurs anhydrides correspondants avec des réactifs portant un groupe

fonctionnel réactif amino (NH2), a travers une attaque nucléophile du groupe amino a une

fraction anhydride.
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Figure 20: Mécanisme de formation d'imide par condensation directe (Chiriac et al., 2007).

3.1.3 Activités biologiques des dérivés du phtalimide et étude des relations structure-

activité

Les phtalimides hétérocycliques sont des dérivés bien étudiés parmi les classes importantes de

pharmacophores pour la préparation de divers médicaments, en raison de leurs propriétés

structurales similaires (anneau aryle hydrophobe et groupe donneur d'électrons). Ils possedent

une variété d'activités biologiques importantes. En raison de leur large éventail d'applications
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en chimie médicinale et en pharmacie (Bhat et AI-Omar, 2011 ; Mohamed et al. 2015), telles
que l'activité antibactérienne (Lohan et al. 2014 ; Silva et al. 2014 ; Zhang et al. 2015),
antifongique, anti-inflammatoire (Al-Qaisi et al. 2014 ; Buddana et al. 2015), antivirale (Shi
et al. 2011), antagoniste (Lin et al. 2009) et anti-androgeéne (Roy et al. 2007), ils constituent
un sujet de recherche important et vaste a l'heure actuelle. Outre leurs applications
pharmaceutiques, les phtalimides servent également d'herbicides (Balachandran et al. 2012),
Ils sont également utilisés dans la production de pesticides (Wang et al. 2013) et de colorants
(Choi et al. 2010). Ils ont également des applications industrielles, comme agents de
blanchiment, polymeres résistants a la chaleur, et retardateurs de flamme (Krishnakumar et
al. 2005). Pour la protection des amines en synthése organique, le groupement phtalimide est
un constituant important (Arif et al., 2019). Par ailleurs, les phtalimides ont été utilisés comme
matériaux de départ et intermédiaires dans la synthése de divers alcaloides et pharmacophores,
illustrant leur role clé dans la chimie organique (Kushwaha et Kaushik, 2016).

3.1.3.1 Activité anti-inflammatoire

Lima et al. (2002) ont rapporté la synthése de nouveaux sulfonamides N-phénylphtalimides et
de leurs isostéres N-phénylphtalimides amides (figure 21), considérés comme des hybrides de
la thalidomide et d'inhibiteurs de la phosphodiestérase d'arylsulfonamides. Ces composés ont
¢été évalués pour leur activité anti-inflammatoire, et les chercheurs ont constaté que le composé
LASSBio 468, contenant une fraction sulfonyl-thiomorpholine, présentait la plus forte activité
inhibitrice sur le recrutement des neutrophiles induit par le LPS, avec une ED50 de 2,5 mg/kg.

Cette efficacité est corrélée avec son effet inhibiteur sur le TNF-ao.
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Figure 21: Les nouveaux N-phénylphtalimide sulfonamides et les isostéres N-

phénylphtalimides amides (Lima et al., 2002).

Machado et al., (2005), ont congu et synthétis¢ de nouveaux dérivés de phthalimide,
structurellement apparentés a la thalidomide (figure 22). Les composés cibles ont été testés

dans un mod¢le inflammatoire pulmonaire aigué€ et tous ces composés ont la capacité d’inhiber
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la production de TNF-a et le recrutement de neutrophiles pulmonaires dans le modele

inflammatoire LPS — aigué
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Figure 22: les nouveaux dérivés de phthalimide, structurellement apparentés a la thalidomide

(Machado et al., 2005).

Shakir et al. (2007) ont synthétisé des isoindoline-1,3-diones aminoacétyléniques (composé
33) et ont démontré leurs activités anti-inflammatoires en réduisant 'eedéme de la patte de rat
induit par le carraghénane, ainsi qu'en modulant les cytokines pro-inflammatoires et anti-
inflammatoires.
3.1.3.2 Pactivité antimicrobienne
Pawar et al. (2012) ont synthétisé et étudié des modifications structurelles du phtalimide, en
créant divers dérivés N-alkyles (composé 9) et N-alkyloxy (composé 10). I1 a été rapporté que
ces modifications entrainent une modification de l'activité biologique. Les dérivés N-alkyles et
N-alkyloxy présentent une puissante action fongicide, ce qui les rend largement utilisés en tant
que pesticides, conservateurs, ainsi qu'en tant que produits pharmaceutiques.

Santos et al. (2009) ont synthétisé¢ une série de dérivés du phtalimide. Tous les composés ont
été évalués contre Mycobacterium tuberculosis H37Rv en utilisant le test de sensibilité Alamar
Blue. Ils ont suggéré que les composés principaux présentent un potentiel pour le traitement de
la tuberculose et de la tuberculose multi-résistante. Il a été démontré que 1’hybridation des
structures de la thalidomide (phtalimide) et de la dapsone (sulfonamide) a conduit a des
composés actifs contre M. leprae. Cependant, les modifications impliquant le cycle pyrimidine,
le groupe amino, ou le cycle pyridine ont toutes entrainé une diminution de l'activité anti-
tuberculeuse contre M. tuberculosis.

3.1.4 Mécanisme d’action des dérivés de phthalimide (inhibiteur du TNF-a)

Le TNF-a est une cytokine pro-inflammatoire pléiotropique impliquée dans de nombreuses
réponses inflammatoires, notamment celles li¢es a 1'asthme (Hughes et al., 1995). Produite par
des cellules telles que les macrophages, les lymphocytes et les fibroblastes, elle joue un rdle

central dans la régulation de la prolifération, de la différenciation et de I'apoptose des cellules.
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Les agents biologiques inhibant le TNF-a se sont révélés efficaces dans le traitement des
maladies inflammatoires chroniques (Belaiche et al., 2000).

L'effet des dérivés des phtalimides sur I'expression du TNF-a est pensé €tre 1i¢ a l'inhibition
du facteur de transcription NFkB, ce qui diminue I'action de la kinase IxB impliquée dans la
voie de signalisation (Keifer et al., 2001) (figure 23).

Lima et al. (2002) ont synthétisé des analogues de phtalimides pour évaluer leur potentiel anti-
inflammatoire en mesurant l'inhibition de I'expression du TNF-a induite par LPS. Le composé
le plus efficace, LASSBio 468, a montré une inhibition significative des niveaux de TNF-a dans
le fluide broncho-alvéolaire de rats traités, suggérant une action prometteuse sur la modulation

des réponses inflammatoires.

TNF-0—p
44— TNFok
TRADD
- -
EIE TRAF?

£

NFEB @ Migration of NFIEE into muclzas

@ Coactivator

Transcripdon

Figure 23 : Mécanisme de signalisation des (TNF-a) (Sharma et al., 2010).

3.1.5 Lien entre les phthalimides et ’asthme

Les analogues des phtalimides sont étudiés pour leurs propriétés anti-inflammatoires et
leur potentiel en tant qu'agents antiasthmatiques, grace a leur structure -CO-N(R)-CO-, qui les
rend biologiquement actifs (Lima et al., 2002). Leur efficacité réside dans leur capacité a
inhiber la production du facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a), une cytokine clé dans la
réponse inflammatoire qui joue un role crucial dans des troubles auto-immuns tels que I'asthme
(Okunrobo et al., 2006 ; Sharma et al., 2010). Ces composés ont trouvé une pertinence

particuliere dans la modulation de la réponse inflammatoire, ce qui en fait une option
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prometteuse pour le développement de traitements thérapeutiques ciblant I'asthme et d'autres

affections inflammatoires.
3.2 les sulfonamides

3.2.1 structure et chimie des sulfonamides

Un sulfonamide est un composé chimique caractéris€ par la présence du groupe -SO2-N
(Ovung et Bhattacharyya, 2021). En pharmacochimie, l'incorporation d'un atome de soufre
dans une molécule biologiquement active tend a altérer ses propriétés physico-chimiques, telles
que la lipophilicité et la solubilité, ainsi que son activité pharmacologique (Joshi et Khosla N,
2003 ; Ovung et Bhattacharyya , 2021).

Les ¢études de relations structure-activit¢ des composés soufrés ont mis en évidence
'importance de la chimie du soufre, qui est aujourd'hui un sujet de recherche intensif. Parmi les
composé€s comportant un motif sulfonyle, on retrouve les sulfonamides (Nishimori et al.,
2007). La chimie des groupes fonctionnels des sulfonamides constitue la base de plusieurs
groupes de médicaments. Les sulfamides in vivo présentent une gamme d'activités
pharmacologiques (Ovung et Bhattacharyya , 2021). Ces composés se répartissent en trois
grandes classes thérapeutiques : les antibactériens, les antidiabétiques et les diurétiques (Figure
24).

De nombreux médicaments contenant le motif sulfonamide (-SO2-N) sont classés parmi des
composé€s pharmaceutiques, tels que le célécoxib (anti-inflammatoire), le zonisamide

(antiépileptique) et le bendrofluméthiazide (traitement de I'hypertension artérielle)
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Figure 24: Structures de principes actifs comportant un groupement sulfonamide (Grib ,
2016).

3.2.2 Propriétés pharmacologiques des sulfonamides et acylsulfonamides
Les sulfonamides représentent une classe majeure de médicaments dotés d'un large éventail

d'activités biologiques (Cannor , 1998). Leur importance remonte a la premiére utilisation des
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médicaments antibactériens contenant des sulfonamides. Ces composés a base de soufre sont
couramment utilisés dans diverses applications pharmaceutiques et couvrent un large éventail
de propriétes, incluant des activités antibactériennes (Konda et al., 2015 ; Genc et al., 2008),
anti-inflammatoires (Chandna et al., 2013 ; Bano et al., 2011), antioxydantes (Gocer et al.
2013 ; Garibov et al., 2016), anticancéreuses (Lu et al., 2016 ; Zhao et al., 2019), en tant
qu'inhibiteurs de I'anhydrase carbonique (Akocak et al., 2016 ; Akocak et al., 2017 ; El-
Gazzar et al., 2018), et pour le traitement de la maladie d'Alzheimer (Bag et al., 2015 ;
Rishton et al., 2000). De plus, ils sont utilisés comme agents diurétiques, hypoglycémiants,
antiviraux, ainsi qu'en tant qu'inhibiteurs de protéase (Tu et al., 2008). Actuellement, plus de
112 médicaments contenant un groupe sulfonamide ont été approuvés par la FDA (Wang et
al., 2017).

Chez les bacteéries, Les sulfonamides comptent parmi les agents antibactériens les plus utilises
au monde. lls ont été les premiers agents chimiothérapeutiques efficaces utilises de maniere
systématique pour la prévention et le traitement des infections bactériennes chez I'homme et
certains animaux, principalement en raison de leur faible codt, de leur faible toxicité et de leur
excellente efficacité contre les maladies bactériennes (Supuran et al., 2003). lls agissent en
inhibant la dihydroptéroate synthétase, une enzyme clé dans la synthése des précurseurs des
bases de I'ADN bactérien (Pareek et al., 2013). Leur activité bactériostatique provient de la
similarité structurale entre les sulfonamides et I'acide para-aminobenzoique (PABA), qui est le
substrat de cette enzyme. (Zesselet al., 2014) (Figure 25). La similitude entre les structures des
sulfonamides et du PABA permet aux sulfonamides de se substituer au PABA en inhibant
I'enzyme dihydropteroate synthétase, essentielle a la production de folate. Cette inhibition
blogue la formation de dihydrofolate et de tétrahydrofolate, interrompant ainsi la synthése de
I'’ADN bactérien et empéchant la division ou la réplication des cellules bactériennes (Figure
26) (Pareek et al., 2013).
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Figure 25: Analogie structurale entre le PABA et les sulfamides antibactériens (Grib I,
2016).
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Figure 26: Mode d’action des sulfonamides (Grib I, 2016).

Les sulfonamides, en particulier leurs dérivés utilisés comme anti-inflammatoires, tels que le
célécoxib, le rofécoxib et le valdécoxib, se distinguent par leur capacité a inhiber sélectivement
l'enzyme Cox-2, un acteur clé¢ de l'inflammation. Cette inhibition réduit efficacement les
processus inflammatoires associés a des maladies telles que la polyarthrite rhumatoide et
l'ostéoarthrite (Alani et al., 2024).

Les sulfonamides sont également couramment utilisés pour le traitement du glaucome grace a
leur capacité a inhiber I'anhydrase carbonique (Supuran , 2008). Les études sur les bioactivités
des sulfonamides ont démontré que les médicaments sulfamides peuvent stimuler les cellules
béta a libérer de l'insuline. Dans les années 1950, le carbutamide a été le premier composé
sulfonamide (sulfonylurée) introduit en clinique poure traitement du diabéte sucré (Shakoor,
2013 ; Yousef et al., 2018).

Les sulfonamides ont également été utilisés pour traiter des maladies telles que I'obésité et le
cancer (Supuran et al., 2003). Les médicaments contenant un groupement sulfonamide ont

joué un rdle important dans le développement de nombreux agents anticancéreux approuvés par
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la FDA (Ho et al., 2020). Les dérivés de sulfonamides possédent une action anticancéreuse
potentielle basée sur différents mécanismes et cibles, tels que les inhibiteurs de 'aromatase, les
protéines anti-apoptotiques Bcl-2, les inhibiteurs de la topoisomérase (Adhikari et al., 2017).
Les sulfonamides comprennent également les N-acylsulfonamides substitués, fréquemment
utilisés en chimie médicinale comme bioisostéres des acides carboxyliques (Schuster V L et
al.,2000).

Les N-acylsulfonamides ont démontré diverses activités biologiques, notamment en tant
qu'inhibiteurs antibactériens de la synthétase de ARN: (Downey et al., 2013), comme
précurseurs d'agents thérapeutiques pour le traitement de la maladie d'Alzheimer (Egbujor ,

2024) et comme inhibiteurs de la protéase NS3 du virus de I'hépatite C (VHC) (Li et al., 2010).

En conclusion, ce chapitre a exploré deux axes principaux, les phtalimides et les
sulfonamides, en mettant en lumicre leurs propriétés chimiques et biologiques. Notre travail
s'est concentré sur I'étude et I'évaluation de l'effet d'une molécule N-sulfonylphtalimide,
intégrant a la fois les motifs sulfonamide et phtalimide. La présence de ces deux motifs dans
une méme structure pourrait significativement améliorer 1'activité pharmacologique, offrant

ainsi des perspectives prometteuses pour des applications thérapeutiques potentielles.
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Chapitre 4 : Matériel et méthodes
4.1 But et objectifs de I’étude

Le but de cette recherche est d'étudier in vivo et in vitro les effets d'une molécule de N-
sulfonylphtalimide nouvellement synthétisée (Figure 27), fournie par le laboratoire LCOA
(Laboratoire de Chimie Organique Appliquée - Faculté des Sciences - UBMA). Ainsi, les

principaux objectifs sont résumés comme suit :

1. Etude in vitro : évaluation du pouvoir antioxydant de la molécule par plusieurs
meéthodes conventionnelles.

2. Etude in vivo : investigations des effets anti-inflammatoires et antioxydants de la
molécule sur un modele d'asthme expérimental.

3. Activité antibactérienne : Exploration des propriétés antibactériennes vis-a-vis de

souches bactériennes multirésistantes.
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N-sulphonylphtalimide
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I L L i —4
Numérotation Dosage des Dosage des paramétres du Etude
des leucocytes cytokines stress oxydant histologique

Figure 27: Schéma récapitulatif du protocole expérimental
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4.2 La molécule de N-sulfonylphtalimide

La molécule de N- sulfonylphtalimide a été obtenue par la condensation d’anhydride phtalique
et le dérivé sulfonamide 1 de la phénylpipérazine sous irradiation ultrasonique, en une seule
¢tape (Figure 28). La structure du produit synthétisé a été établie sur la base des données
spectroscopiques usuelles, RMN 'H et RMN '*C, IR et SM. Les caractéristiques chimiques sont
montrées dans le tableau 5. Cette molécule a été obtenue via les travaux de recherche de Grib
Ismahene (Grib et al., 2020) et nous a été¢ généreusement donnée par Professeure Berredjem

Malika (LCOA).

P oo — Y AT
T TEA, /
o 4 SN N ) N
HoN 30min, 92%
\ o

Figure 28: Synthése du dérivé de N-sulfonylphtalimide de la phénylpipérazine

(TEA ou triethylamine, comme catalyseur, et avec un rendement de 92%)

Tableau 5: Les caractéristiques de la molécule N-sulfonylphtalimide (Belhani et al., 2017).

Substrat (R) Formule brute M F (°C) Structure
(g/mol)

U\\sﬁo CioH N0 4S 371 237-239 N‘/—\NB\.\S_’E
N—5—NH; < > N 7

0
N

0
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4.3 Détermination in vitro de I’activité antioxydante du /V sulfonylphtalimide
L’activité antioxydante de la molécule de N-sulfonylphtalimide a été évaluée par trois méthodes
distinctes.

4.3.1 Dosage DPPH (piégeage des radicaux libres)

Selon le protocole établi par Sayadi (2005), la méthode DPPH repose sur la capacité d’un
antioxydant a réduire le radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle, ce qui entraine un
changement de couleur (du violet au jaune) mesurable a 517nm (Figure 29). Les résultats sont
exprimés en pourcentage d’inhibition (PI %) et en ICso (concentration de I’échantillon testé

nécessaire pour réduire et neutraliser 50% du radical DPPH).
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~-'_--'~'x(:‘j/"'“-‘ + Antioxydant-QH =
|
Ny,

DPPH (violet)

(T3 _‘_ﬁ.j-ﬂ.w_,.‘{ip:
.|
'l;.:}/

N,

DPPHH (jaune)

+ Antioxydant-O’

Figure 29: Conversion du radical DPPHe en DPPH, H (Giil¢in, 2012).

Mode opératoire

Des aliquotes (50 mL) de différentes concentrations du composeé testé ont été ajoutées a une
solution de méthanol contenant 0,004 % de DPPH. Apres 30 minutes d'incubation a température
ambiante, I'absorbance a été mesurée par rapport a un blanc a 517 nm. L'inhibition des radicaux

libres (DPPH) a été calculée en pourcentage d'inhibition (Pl %) a l'aide de la formule suivante

Pl %= [(Acontrole — Aechantilion) /Ablank] * 100
A contror: absorbance de la réaction de contrdle (contenant tous les réactifs sauf
I'échantillon testé).
A échantillon : absorbance du composé teste.
Les résultats sont exprimés en ICso (ug /mL), qui représente la quantité d'antioxydant nécessaire
pour réduire de 50 % la concentration initiale de DPPH. La fraction présentant la plus faible
ICso est celle qui posseéde la meilleure activité anti-radicalaire. L'acide ascorbique a été utilisé

comme témoin positif pour comparer l'activité antioxydante.
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4.3.2 Activité antioxydante totale (TAA) par la méthode du phosphomolybdéne
Dans cette méthode, décrite par Prieto et al. (1999), la capacité antioxydante totale est basé¢e
sur la réduction du molybdate d'ammonium (VI) en molybdate d'ammonium (V) par
I'échantillon, conduisant a la formation d’un complexe phosphate/molybdéne (V) de couleur
verte, mesuré a une absorbance maximale de 695 nm.
Mode opératoire

Une quantité¢ de 0,1 mL de chaque échantillon (a 10 mg/mL) a ét¢ mélangée avec une
solution réactive composée d'acide sulfurique (0,6 M), de phosphate de sodium (28 mM) et de
molybdate d'ammonium (4 mM) dans un volume de 100 mL. Les tubes contenant le mélange
ont ensuite ¢té¢ incubés dans un bain-marie bouillant a 95 °C pendant 90 minutes. Une fois
l'incubation terminée, la solution a été refroidie a température ambiante, et I'absorbance a été
mesurée a 695 nm a 'aide d'un spectrophotometre, en utilisant un blanc comme référence.

Les résultats de I'activité antioxydante totale étaient le rapport entre le témoin positif et
les échantillons a 1'¢tude. Les résultats sont exprimés en ug de témoin positif (vitamine C) / pug

d'échantillon, calculés selon la relation suivante : x témoin positif (ug/mL) / x échantillon

(ng/mL).

4.3.3 Dosage de ’ABTS

Ce dosage a été réalisé en suivant la méthode de Re et al. (1999). Ce test dit ABTS, pour 2,2'-
Azino-Bis (acide 3-éthylbenzThiazoline-6-Sulfonique), est basé sur la capacit¢ d'un
antioxydant a stabiliser le radical cationique ABTS"", de couleur bleu-vert, en le transformant

en ABTS" incolore, par le piégeage d’un proton par ’antioxydant (figure 30).
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Figure 30: Formation et piégeage du radical ABTSe«+ par un antioxydant donneur de He

(Giilgin, 2012).

Mode opératoire

Le radical cation ABTS™" a été produit en faisant réagir une solution d'ABTS (7 mM)
avec du persulfate d'ammonium (2,45 mM). Le mélange a été laissé a température ambiante, a
l'obscurité, pendant 12 a 16 heures avant utilisation. Pour I'¢tude des échantillons de SPHT, la
solution d'ABTS a été diluée avec de 1'é¢thanol jusqu'a obtenir une absorbance de 0,70 (+£0,02)
a 734 nm. En bref, un millilitre de solution d'ABTS diluée a été mélangé avec 10 pL de
I'échantillon ou des standards de Trolox. Le pourcentage d'inhibition a été calculé et les valeurs
de TEAC (capacité antioxydante équivalente a celle du Trolox) ont été déterminées a partir de

la diminution de 1'absorbance de la courbe standard du Trolox.
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4.3.4 Test de capacité de chélation des ions ferreux
La capacité de chélation des ions ferreux a été déterminée selon la méthode de Decker et
Welch (1990) avec quelques modifications mineures.
Mode opératoire

Un volume de 100 pL de chaque solution stock d'échantillon (5 mg/mL) ont été mélangés
avec 135 pL d'eau distillée et 5 pL. de FeCl: (2 mM) dans une microplaque. La réaction a été
initiée par l'ajout de 10 pL de ferrozine a S mM. Les solutions ont été soigneusement mélangées
puis laissées reposer pendant 10 minutes a température ambiante. Aprés incubation,
l'absorbance a été mesurée a 562 nm. L'eau distillée (100 pL) a été utilisée a la place de la
solution d'échantillon pour le contrdle, et 10 pL d'eau distillée ont ét€¢ employés a la place de la
solution de ferrozine en tant que blanc. L'EDTA-Naz: a été utilis€ comme standard de référence.
La capacité de chélation des ions ferreux a été calculée comme suit :

La capacité de chélation des ions ferreux (%) = [(Ao-(A1-A2)] /Aox100.

Ou Ap représente I'absorbance du contrdle, Al est 1'absorbance de I'échantillon ou du standard,

et A; est I'absorbance du blanc.

4.4 Détermination in vivo de I’activité antioxydante du N-sulfonylphtalimide

4.4.1 Conception des groupes expérimentaux de rats

Trente-six rats Wistar males pesant entre (100 et 150g) et agés de 6 a 8 semaines ont été utilisés.
Les rats ont été obtenus de 1'Institut Pasteur d'Alger (Alger, Algérie) et ont eu un acces illimité
a l'eau et a l'alimentation standard fournie par 'ONAB de Béjaia (Algérie) ( Voir annexe 1).
Les animaux ont été hébergés 02 semaines dans des conditions de photopériode naturelle, avec

une température moyenne maintenue a 21-25°C.

4.4.2 Les groupes expérimentaux

Les trente-six rats ont été répartis en quatre groupes distincts, comptant chacun 9 individus. Ces
derniers ont été sensibilisés a 1'ovalbumine et/ou ont regu un traitement a base de la molécule
de N-sulfonylphtalimide de 96 pmol/kg selon Neves et al (2005), suivant un protocole bien

adapté. En bref, les 4 lots sont constitués de :

> Le lot 1 (Témoin) : regroupe les rats témoins, traités seulement avec de l'eau
physiologique sous les mémes conditions que les autres groupes.
> Le lot 2 : regroupe les rats sensibilisés a lI'ovalbumine (OVA), constituant le modele

pour I'étude de I'asthme allergique expérimental.
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Le lot 3 : regroupe de rats recevant un traitement oral avec 24-96 pmol/kg de la
molécule de N-sulfonylphtalimide (SPHT).
Le lot 4 : inclut les rats a la fois sensibilisés & I'OVA et traités avec la molécule de N-

sulfonylphtalimide a la méme dose précédemment citée (OVA+SPHT).

Cette structuration permet d'évaluer l'efficacité de la molécule de N-sulfonylphtalimide dans le

traitement des effets induits par la sensibilisation a I'ovalbumine.

4.4.3 Sensibilisation des voies respiratoires

Pour

induire une inflammation aigué€ simulant un asthme allergique, les groupes (OVA) et

(OVA+SPHT), ont été sensibilisés avec de l'ovalbumine (référence A5253-250G, grade 11,

Sigma Aldrich), suivant une méthode validée par Moura et al., (2005) ainsi que Zemmouri

et al.,

(2017) :

L'administration intra-péritoneale d'ovalbumine (concentration de 10 mg/mL) melangée
a un adjuvant d’hydroxyde d'aluminium (dissous dans une solution saline a 0,9% a une
concentration de 1mg/mL) a été effectuée le premier jour (JO) et répétée le quatorzieme
jour (J14), comme détaillé dans la (Figure 31).

Les jours 21 a 23, les rats des groupes (OVA) et (OVA+ SPHT) ont subi une réaction
anaphylactique déclenchée par l'inhalation d'ovalbumine (5 mg/mL) dans du sérum
physiologique a (0,9%) via un nébuliseur (OMRON, NE-C29-E), conformément a
Moura et al. (2005). Cette procédure a éte effectuée dans une chambre en plexiglas

pendant 30 minutes.

Ova sensibilisation intrapéritoniale Ova sensibilisation intranasale (Aerosol)
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- . ::’ - ::’ . :v"
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Figure 31: Protocole de sensibilisation par voie intrapéritonéale et de provocation par aérosol
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4.4.4 Traitement avec la molécule N-sulfonylphtalimide

La molécule de N-sulfonylphtalimide a été dissoute dans le Tween-80 (5%) et diluée dans une
solution saline puis administrée aux rats (lots SPHT et OVA+SPHT) a raison de 96 pmol/kg
(Neves et al., 2005) par voie intrapéritonéale 1 heure avant chaque provocation antigénique

pendant les 3 jours de challenge .

4.4.5 Sacrifice des rats et prélévement des échantillons

Aprés un protocole de 24 jours, la décapitation cervicale a été effectuée sur les rats, 24 heures
apres leur derniére exposition a l'aérosol.

4.4.5.1 Récupération des échantillons de sang

Le sang prélevé est placé dans des tubes secs et des tubes contenant de 'EDTA. Les tubes secs
sont centrifugés a 3000 tours/min pendant 30 minutes pour séparer le sérum, lequel est stocké
a -20 °C pour des analyses biochimiques ultérieures, y compris les lysats érythrocytaires
destinés a I'évaluation du stress oxydant. Les tubes contenant de I'EDTA sont utilisés
immédiatement pour la numération formule sanguine (NFS).

4.4.5.2 Récupération de liquide du lavage broncho-alvéolaire

Apres la récupération du sang, un lavage broncho-alvéolaire (LBA) a été réalisé par canulation
de la trachée, suivie de l'insertion d'un cathéter. Une solution saline (ou PBS) a 0,9 % a été
injectée dans les poumons a l'aide de seringues, puis réaspirée, en trois lavages successifs
(Khaldi et al., 2018). Le liquide du LBA obtenu a été centrifugé a 1500 tr/min pendant 10
minutes. Le surnageant a été utilisé pour doser l'interleukine-4 et les protéines totales, tandis
que le culot a servi a la numération cellulaire.

4.4.5.3 Prélévement des organes

Suite a une dissection abdominale, le poumon et foie sont récupérés et rincés avec une solution
saline a 0,9%. Ils sont alors séparés en deux sections : une destinée a étre congelée pour I'analyse
des parameétres du stress oxydant et l'autre fixée dans du formol 10% pour l'examen
histologique.

4.4.5.4 Préparation des homogénats de tissus

Des échantillons de foie et de poumon (1 g) des rats ont été broyés a l'aide d'un broyeur a
ultrasons, puis homogénéisés et centrifugés. Les surnageants ont été recueillis dans des tubes
Eppendorfet conservés a -20 °C pour les analyses ultérieures des parametres du stress oxydatif.
4.4.5.5 Préparation des érythrocytes

Le culot érythrocytaire a subi un double lavage avec une solution de lyse, suivi de

centrifugations (premiere a 3000 g pour 15 min, puis a 4000 g pour 30 min, toutes deux a 4°C).
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Le surnageant recueilli a ensuite été transféré dans des tubes Eppendorf et stocké a -20°C en

vue d'analyses futures des parameétres du stress oxydatif (Khaldi et al., 2018).

4.4.6 Estimation de la peroxydation lipidique (LPO)

La peroxydation lipidique a été déterminée en suivant la méthode d'Esterbauer et al. (1992),
par quantification du malondialdéhyde (MDA) via le test TBARS. Ce test repose sur la
détection d'un complexe formé avec I'acide thiobarbiturique (Figure 32), mesur¢ a une longueur

d'onde de 530 nm.
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Figure 32: Réaction du malondialdéhyde avec l'acide thiobarbiturique.

4.4.7 Estimation des niveaux de glutathion réduit (GSH)

D'aprés la méthode colorimétrique décrite par Weckbecker et Cory (1988), la mesure des
niveaux de glutathion réduit (GSH) dans les échantillons s'effectue par la réaction du GSH avec
le DTNB. Comme le démontre la Figure 33, cette interaction entraine la coupure du DTNB et
la libération de I'acide thionitrobenzoique (TNB), responsable de la coloration jaune observable

a 412 nm. Ainsi, la concentration de GSH est exprimée en nmol de GSH par mg de protéine.
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Figure 33: Principe de dosage du glutathion
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4.4.8 Estimation des activités des enzymes antioxydantes

4.4.8.1 Mesure de ’activité glutathion peroxydase (GPX)

La méthode de Flohé et Giinzler (1984) a été utilisée pour mesurer l'activité de la glutathion
peroxydase (GPx). Dans ce protocole, le glutathion réduit (GSH) sert a réduire le peroxyde
d'hydrogéne (H20:) en glutathione disulfide (GSSG), en présence de GPx. L'activité
enzymatique est déterminée a une absorbance de 420 nm et est exprimée en mmol de GSH par
mg de protéine, indiquant la conversion du GSH en GSSG catalysée par la GPx, conformément

au schéma réactionnel suivant :

GPx
H:0:+ 2 GSH » GSSG+2H:0

4.4.8.2 Mesure de la catalase
L'activité de la Catalase (CAT) a ete mesurée selon la méthode d’Aebi (1984). Le principe de
ce test repose sur la dégradation du peroxyde d'hydrogéne en présence de catalase,

conformément a la réaction suivante :

2H:0: — AT om0+ 0

4.4.8.3 Mesure de ’activité de la superoxyde dismutase (SOD)

La méthode de mesure de l'activit¢ de la SOD repose sur le test NBT, qui utilise la
photoréduction d'un complexe riboflavine/méthionine pour générer des anions superoxydes.
L'oxydation du NBT par ces anions (O2") est utilisée comme indicateur de l'activité de la SOD.
En conditions aérobies, le mélange de riboflavine, méthionine et NBT produit une coloration
bleuatre, mais la présence de SOD inhibe cette oxydation, comme rapporté par Beyer et

Fridovich (1987).

4.5 Mesure des paramétres inflammatoires

4.5.1 Détermination de la formule de numération sanguine
La Formule de Numération Sanguine (NFS) a été établie grace a un analyseur automatique de

cellules sanguines ERMA INC, modele PCE-210N.

4.5.2 Dosage des protéines
Selon la méthode colorimétrique décrite par Bradford (1976), la quantification des protéines a
été effectuée en utilisant une courbe d'étalonnage basée sur I'Albumine de Sérum Bovin (BSA),

permettant ainsi de déterminer leur concentration (Annexe 2).
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4.5.3 Dosage ELISA de I'interleukine-4
a. Principe

Le dosage de l'interleukine-4 (IL-4) dans le sérum et le liquide du LBA des rats a été
effectu¢ a l'aide du kit Invitrogen Rat Interleukin-4 (Rt IL-4), utilisant la méthode ELISA
sandwich (référence : KRC0041 ; lot : 1260054A1). La premiére étape du test, appelée
"coating", est déja réalisée lors de l'achat du kit, et consiste a fixer l'anticorps de capture
spécifique de 1'1L-4 de rat au fond des puits (Figure 34).

Lors de la deuxiéme étape, 1'échantillon (potentiellement contenant I'antigéne 1L-4) ou le
standard (contenant des doses connues d'IL-4) est ajouté aux puits. Ensuite, un second
anticorps, couplé a la biotine, est ajouté. Pendant la premiere incubation, un complexe sandwich
se forme, 1'1L-4 se liant a l'anticorps immobilis¢€ au fond des puits et a l'anticorps biotinylé.

Apres le lavage, la peroxydase liée a la streptavidine, est ajoutée pour transformer le
substrat Tétraméthylbenzidine (TMB) en un produit bleu. L'ajout d'une solution d'arrét change
la couleur au jaune, et l'intensité de cette couleur est proportionnelle a la concentration d'I1L-4.

La concentration est déterminée en la comparant a la gamme ¢étalon du standard.

1) (2] 3] 4] 5

T™MB Colored

Biotin Labeled -
Detection Antibody Streptavsdln-HRPO
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Figure 34: Schéma illustrant le principe de la méthode ELISA de type sandwich utilisée

b. Mode opératoire
Les puits de la microplaque ont été distribués entre les échantillons de controle, les
solutions étalons, les prélevements de sérum et le liquide de lavage broncho-alvéolaire

(LBA). Le protocole expérimental est décrit dans le tableau 6.
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Tableau 6: Mode opératoire du test ELISA

Déposer dans chaque Controles Standards Echantillons
Puits 50 pl 50 pl Sérum | LBA
100l | 50pul
Tampon 50 ul 50 ul - 50 ud
anti-11.-4 biotinylée - 50 ul 50 pl 50 ul

Incubation 2h

Aspirer et Laver avec la solution de lavage (4 fois)
Streptavidin-HRP 100 ul 100 ul | 100 pl

Incubation 30 min

Aspirer et Laver avec la solution de lavage (4 fois)

Chromogéne TMB 50 ul 50 ul 50 ul 50l
Incubation 30 min & I’obscurité
Solution d’arrét 100 pl 100 ul 100ul | 100l

Lecture a I’aide d’un lecteur de plaque a 450 nm

4.6 Préparation des coupes histologiques
Les coupes histologiques ont éte réalisées au Service d'Anatomie Pathologique de I'hdpital
Nouaouria Abdallah d'El Bouni (Annaba). La méthode employeée s'inspire des protocoles
standardisés et éprouvés, notamment celui décrit par Hould (1984), en suivant des étapes
rigoureusement séquencees pour garantir une préservation optimale des tissus et une
visualisation fiable des structures microscopiques.

1. Fixation des échantillons : Les échantillons ont d'abord été fixes dans une solution de
formol neutre tamponné a 10 % pendant 24 heures. Cette étape critique permet de
conserver la morphologie et les structures cellulaires en inhibant l'autolyse et la
dégradation tissulaire.

2. Déshydratation : Les échantillons fixés ont été successivement immergés dans des
bains croissants d'éthanol (70 %, 95 % et 100 %). Ce processus graduel a permis de
remplacer I'eau contenue dans les tissus par I'éthanol, étape essentielle pour préparer les
échantillons a I’inclusion.

3. Inclusion et réalisation des blocs : Apres déshydratation, les échantillons ont été
clarifiés a l'aide de xyléne, puis imprégnés dans de la paraffine liquide a 58 °C. Les
blocs de paraffine obtenus ont ensuite été découpés en tranches ultrafines (4-5 um) a

I’aide d’un microtome rotatif.
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4. Coloration : Les coupes obtenues ont éte étalées sur des lames de verre préalablement
traitées pour une meilleure adhésion. Les tissus ont ensuite été colorés selon la méthode
classique de I'nématoxyline-éosine (H&E). L hématoxyline a permis de visualiser les
noyaux en bleu, tandis que I’éosine a coloré le cytoplasme et les composants
extracellulaires en rose, offrant ainsi un contraste optimal pour 1’observation des
structures tissulaires.

5. Séchage et observation : Une fois colorées, les préparations ont été déshydratées a
nouveau, montées a ’aide d’un baume synthétique et laissées a sécher a température
ambiante. Les coupes histologiques finalisées ont été examinées au microscope optique
(Optica). Les images des observations les plus représentatives ont été capturées a I’aide

d’un appareil photo numérique intégré pour une analyse et une illustration ultérieure.

4.7 Activité antibactérienne

Notre étude vise a évaluer l'activité antibactérienne de la molécule N-sulfonylphthalimide vis-
a-vis de souches bactériennes sélectionnées en raison de leurs fréquences élevées, de leur forte
virulence, ainsi que de leur résistance aux antibiotiques. Les tests d'activité antibactérienne sont
effectués au laboratoire de microbiologie de la faculté¢ de pharmacie, université Badji Mokhtar-

Annaba.

4.7.1 Milieux de culture

Gélose nutritive (GN) : est un milieu a usage large pour la croissance de micro-organismes.
La GN est composée de : Extrait de viande : 1,0 g/L ; Extrait de levure : 2,5 g/L ; Peptone : 5,0
g/L ; Chlorure de sodium : 5,0 g/L ; Agar-agar : 15,0 g/L.

Ce milieu de composition relativement simple, est utilisé pour repiquer les bactéries et vérifier

la pureté des inocula.

Gélose Mueller Hinton (MH) : La gélose Mueller-Hinton (MH) est un milieu de référence,
recommandé pour les tests de sensibilité aux antibiotiques des bactéries peu exigeantes. Il est
crucial d'utiliser des géloses fraichement coulées et correctement conservées pour prévenir leur
déshydratation.

L’utilisation de la gélose Mueller-Hinton pour les tests de sensibilité aux antibiotiques des
bactéries est normalisée afin d'assurer une reproductibilité fiable des résultats. Cette méthode

est décrite en détail par Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) ainsi que le Comité
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de I’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM) en collaboration avec
I’European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST).
Pour 1 litre de milieu, la composition du MH est : Hydrolysat acide de caséine 17,5 g ; Extrait

de viande 2,0 g ; Amidon soluble 1,5 g ; Agar-agar 17,0 g.

4.7.2 Souches bactériennes

Un total de 21 souches bactériennes a €té utilisé pour évaluer l'activité antibactérienne de la
molécule N-sulfonylphthalimide (SPHT). Les souches comprennent a la fois des bactéries a
Gram positif et a Gram négatif. Les souches cliniques ont été obtenues du laboratoire de
microbiologie du Centre Hospitalier Universitaire Dr. Dorban & Annaba (Algérie). Les souches
typées ont été fournies par le laboratoire de microbiologie de la Faculté de Pharmacie,
Université Badji Mokhtar-Annaba (Algérie).

Les souches utilisées dans le cadre de cette étude sont énumérées dans le tableau 07.

Tableau 7: Les souches bactériennes sélectionnées pour I'évaluation de Il'activité
antibactérienne

Bactéries Gram négatif

1 | Acinetobacter OXA 23 10 | Klebsiella pneumoniae 1

2 | Acinetobacter baumanni 13 Col ® 11 | Klebsiella pneumoniae 2

3 | Acinetobacter baumanni 5 Imp * 12 | Salmonella sp.

4 | Acinetobacter baumanni 12 Gent® 13 | Serratia sp.

5 | Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 14 | Escherichia coli ATCC 25922
6 | Pseudomonas aeruginosa NDM1 15 | Escherichia coli BLSE

7 | Sphingomonas paucimobilis 16 | Escherichia coli OXA

8 | Klebsiella pneumoniae C - 17 | Escherichia coli MCR1

9 | Klebsiella pneumoniae C *

Bactéries Gram positif I

18 | Staphylococcus aureus ATCC 29213 20 Enterococcus faecalis

19 | Staphylococcus aureus cipro ® 21 Bacillus cereus

OXA : Oxacillinase / Col : colistine / Imp : imipenéme / Gent : gentamycine / cipro :
ciprofloxacine/ BLSE : B-lactamase a spectre étendu/ MCR : Mobile Colistin Resistance-1/
C " . catalase négatif/ C * : Catalase positif
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Les souches choisies possédent un profil de résistance a plusieurs antibiotiques, dont certains

sont des céphalosporines de troisieme génération. Leur profil détaillé est le suivant :

e Sphingomonas paucimobilis : Colistine R— CéfiximeR-Aztréonam®.

e Klebsiella pneumoniae 1: Ampicilline®- Amoxcicilline /Acide clavulanique® —
Céfazoline® - CéfoxitineR — Céfotaxime® — Ceftazidime® - GentamicineR-
FosfomycineR- Chloramphénicol®.

e Kilebsiella pneumoniae 2: AmpicillineR- Amoxcicilline /Acide cluvanique®

CéfazolineR- Céfotaxime® - GentamicineR- Chloramphénicol®.

Les bétalactamines de troisieme génération, tels que le céfotaxime, le ceftazidime ou le
cefixime, sont couramment utilisés pour traiter des infections bactériennes sévéres. Leur
efficacité repose sur leur capacité a cibler une large gamme de pathogénes, mais la résistance a
ces antibiotiques complique serieusement les options de traitement, surtout face aux bactéries

multirésistantes (Gross, 2024).

D’autre part, Parmi les souches bactériennes a Gram négatif, quatre souches distinctes
d'Acinetobacter baumannii ont été sélectionnées en raison de leur profil de resistance

spécifique :

e Acinetobacter baumannii résistante a I'OXA-23 : Cette souche posséde une enzyme
béta-lactamase de type OXA-23, qui confére une résistance aux carbapénemes, des
antibiotiques souvent utilisés en dernier recours pour les infections graves.

e Acinetobacter baumannii résistante a la colistine : La colistine est un antibiotique de
dernier recours utilisé contre des bactéries multirésistantes, ce qui rend la résistance a
cet antibiotique particulierement préoccupante.

e Acinetobacter baumannii résistante a I'imipenéme : L'imipeneéme fait partie des
carbapénémes, souvent prescrits pour des infections séveres. La résistance a cet
antibiotique limite sérieusement les options de traitement disponibles.

e Acinetobacter baumannii résistante a la gentamicine : La gentamicine est un
aminoglycoside utilisé pour traiter les infections causées par des bactéries a Gram
négatif. La résistance a cet antibiotiqgue complique davantage la prise en charge des
infections (Perez et al., 2007).
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4.7.3 Repiquage des souches
Comme illustré dans la Figure 35, les étapes suivantes ont été suivies pour le repiquage des
souches :
- Avec une anse de platine stérile prélever une petite quantité de la culture bactérienne en
stock.
- Sur une boite de Pétri contenant de la GN pré-coulée et refroidie, strier la surface en
tracant un quadrillage avec I'anse de platine afin de répartir uniformément l'inoculum et
de favoriser l'isolement des colonies bactériennes.

- Les boites sont incubées a 37°C pendant 24h.

Figure 35: Repiquage des souches bactériennes sur une boite de Pétri GN

4.7.4. Préparation des dilutions

La molécule N-sulfonylphthalimide a été dissoute dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) a une
concentration initiale de 2250 pg/mL. A partir de cette concentration, une série de dilutions
successives au facteur 2 a été réalisée de manicre a obtenir des concentrations dégressives. Pour
chaque étape, 2mL de la solution précédente a été mélangé avec 2 mL de DMSO. Ce processus
a permis d'obtenir une gamme de concentrations allant de 2250 a 35,155 pg/mL, chaque

dilution étant la moitié¢ de la concentration précédente.

4.7.5 Préparation des boites de Pétri

Les boites de gélose Muller-Hinton, contenant chacune une concentration différente de la
molécule, ont été préparées en ajoutant 2 mL de chaque dilution de la molécule SPHT a 18 mL
de gélose fondue. Aprés homogénéisation, la gélose a été versée dans des boites de Pétri stériles

et laissée a solidifier (Figure 36).
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Figure 36: Préparation des boites de Pétri avec gélose Mueller-Hinton contenant diverses

concentrations de la molécule SPHT

4.7.6 Préparation des suspensions bactériennes

Une suspension bactérienne est préparée dans 2 mL d’eau physiologique a partir de
chaque souche repiquée préalablement (Figure 37). La concentration est ensuite ajustée a 1,5
x 108 UFC/mL, correspondant au standard Macfarlane 0,5. Les suspensions bactériennes sont

préparées juste avant I’ensemencement du milieu MH.

Figure 37: Préparation des suspensions bactériennes a partir de 21 souches

4.7.7 Ensemencement par spots bactériens :

Apres solidification de la gélose MH préparée, des gouttelettes de 5 pL. de chaque suspension
bactérienne ont été déposées a la surface de la gélose sous forme de spots. Les 21 souches
bactériennes ont été testées sur chaque boite (contenant une dilution différente de la substance),
en duplicata pour assurer la reproductibilité des résultats.

Chaque boite de Pétri a été numérotée en fonction de la dilution de la substance qu'elle
contenait. Une fleche a été dessinée sur chaque boite pour indiquer clairement le point de départ
de la lecture des spots bactériens, facilitant ainsi l'analyse des résultats et évitant toute

confusion.
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4.7.8 Incubation

Les boites ont été incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures en aérobiose

4.7.9 Lecture des résultats

Aprés incubation, nous observons la croissance des bactéries déposées en spots sur la gélose,
en fonction des différentes concentrations testées. Les résultats sont interprétés en examinant
visuellement la présence ou l'absence de colonies bactériennes a chaque concentration, ce qui
permet de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) ou le seuil a partir duquel la
molécule SPHT inhibe la croissance bactérienne.

La CMI est un parametre clé dans l'interaction entre une molécule et les micro-organismes. Elle
est définie comme la plus faible concentration (en pg/mL) capable d'inhiber la croissance d'une
bactérie ou d'un champignon, et elle permet d'évaluer la sensibilité d'un agent pathogeéne a une
molécule donnée.

Une CMI basse indique une plus grande sensibilité a I'antibiotique, tandis qu'une CMI élevée

traduit une sensibilité réduite et un risque accru de résistance aux antibiotiques.

4.8 Analyses statistiques

Toutes les données, a I’exception de celles relatives a la microbiologie, sont exprimées sous
forme de moyenne + écart-type (SD) pour neuf rats par groupe. Les calculs ont été réalisés a
l'aide de Microsoft Excel (2010). Les différences significatives entre les moyennes des groupes
ont été analysées par le test de Student, avec une valeur de p < 0,05 indiquant une signification

statistique.
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Chapitre 5 : Résultats et discussion

La 1% partie : Résultats

5.1 Les activités antioxydantes du /N-sulfonylphtalimide in vitro
Pour déterminer avec précision la capacité antioxydante, l'application de diverses

méthodes est indispensable, en raison de la complexité inhérente aux réactions d'oxydation.

Le N-sulfonylphtalimide (SPHT) est un compos¢ récemment étudié pour ses propriétés
antioxydantes potentielles. Afin d'évaluer ses capacités antioxydantes, plusieurs tests in vitro
ont été effectués, incluant le test de piégeage des radicaux DPPH, I'activité antioxydante totale
(TAA), le test ABTS, ainsi que I'essai de la capacité de chélation des ions ferreux (FICAA).
Chaque test permet de mesurer des aspects spécifiques de l'activité antioxydante, tels que la
capacité a neutraliser des radicaux libres ou a chélater des métaux de transition, et permet

d’obtenir une vision globale de I’efficacité du composé.

Les résultats obtenus pour I’échantillon de N-sulfonylphtalimide sont analysés et comparés
a des standards antioxydants bien connus (témoins positifs), tels que la vitamine C, le BHT, le
Trolox, et I'EDTA, afin de déterminer l'efficacité relative du SPHT comme agent antioxydant.
Les essais ont été réalisés en triplicata et les résultats sont exprimés en valeur d’ICso+ SE (Ecart
standard). Les résultats de ces essais sont résumés dans le tableau 8 et sont analysés en détail

dans la section suivante.

Tableau 8: Activités antioxydantes in vitro du N-sulfonylphtalimide

Activité antioxydante

Echantillons DPPH ICso TAA ABTS FICAA
(ng/mL) (mg/g) (ng/mL) (ng/mL)
N-sulfonylphtalimide 73.07 £ 1.00 0.345+0.40 64.59 £ 0.50 43.79+0.10
43.15+1.03 00.21 £0.10 - -
302.00 = 1.00 - - -
Trolox - - 74.54 + 0.40 -
EDTA - - - 23.52 £0.09

Les valeurs sont exprimées en moyenne * écart type.
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5.1.1 DPPH
Le DPPH ICso est un indicateur de la capacité d'un composé a neutraliser les radicaux libres
DPPH, avec une valeur plus faible indiquant une meilleure activité antioxydante. Les résultats
montrent que :
e Le N-sulfonylphtalimide a un ICso de 73,07 £ 1,00 pg/mL, ce qui indique une activité
antioxydante relativement forte.
e La vitamine C présente un ICso de 43,15 + 1,03 pg/mL, ce qui signifie qu'elle est plus
efficace que le SPHT dans la réduction des radicaux libres DPPH.
e Le BHT, souvent utilisé comme antioxydant de référence, posséde un ICso beaucoup
plus élevé de 302,00 + 1,00 pg/mL, ce qui montre que le SPHT est significativement
plus performant que le BHT.

Ces résultats suggerent que la molécule N-sulfonylphtalimide a une bonne activité
antioxydante, bien qu'elle soit surpassée par la vitamine C, tandis que le BHT est moins efficace

en comparaison.

5.1.2 Activité Antioxydante Totale
L'essai d'activité antioxydante totale (TAA) évalue l'efficacité globale d'un composé a exercer
une action antioxydante, en quantifiant sa capacité a neutraliser divers types d'especes réactives

de l'oxygéne. Pour ce parametre :

e Le N-sulfonylphtalimide montre une activité avec un rapport de 0,345 + 0,40 mg/g.
o Cependant, la vitamine C présente une activité avec un rapport de 0,21 + 0,10 mg/g, ce

qui est inférieur a celle du SPHT.

Cela indique que I'échantillon SPHT possede la plus grande capacité antioxydante comparée a

la vitamine C.

5.1.3 ABTS
Le test ABTS mesure la capacité de neutralisation des radicaux ABTSe+. Les résultats montrent
que :
e Le N-sulfonylphtalimide présente une 1Cso de 64,59 + 0,50 pg/mL.
e Le Trolox, un standard de référence, a une 1Cso légerement plus faible de 74,54 £ 0,40
pg/mL.
Cela indique que le SPHT semble étre plus puissant que le Trolox en termes de capacité

antioxydante.
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5.1.4 FICAA
Le test de la capacité de chélation des ions ferreux (FICAA pour Ferrous Ion Chelating Ability
Assay) détermine l'efficacité d'un composé a se lier aux ions Fe?*, empéchant la génération de

radicaux libres via la réaction de Fenton. Les résultats montrent que :

o Le N-sulfonylphtalimide présente une activité avec un rapport 43,79 + 0,10 ug/mL.
e L'EDTA, unagent chélateur puissant utilisé comme référence, a une montre une activité

avec un rapport de 23,52 £ 0,09 pug/mL, ce qui le rend plus efficace que le PH.

Bien que le SPHT présente une bonne capacité de chélation, 'EDTA demeure significativement

plus efficace.

Conclusion
Ces résultats montrent que N sulfonylphthalimide possede un bon potentiel antioxydant, bien
que ses performances soient parfois légerement inférieures a celles d’antioxydants de référence
comme la vitamine C ou le Trolox dans certains tests. Cependant, son efficacité supérieure a
celle du BHT dans I’essai DPPH et ses performances proches du Trolox dans 1’essai ABTS sont

prometteuses.

5.2 L’activité antioxydante in vivo (foie, poumons et érythrocytes)
L’organisme met en place diverses stratégies reposant sur des antioxydants endogenes,

impliquant a la fois des mécanismes enzymatiques et non enzymatiques. Dans ce cadre, nous

avons mesuré les niveaux de MDA, GSH, GPx, SOD et CAT dans les poumons, ainsi que dans

les érythrocytes et le foie des rats témoins et traités.

5.2.1 Effets du N sulfonylphtalimide sur les antioxydants non enzymatiques

5.2.1.1 Taux de malondialdéhyde

Les résultats obtenus (Figure 38) montrent une augmentation tres hautement significative (p <
0,001) des concentrations de MDA dans le foie, les poumons et les érythrocytes des rats exposés
a l'ovalbumine par rapport au groupe témoin. Cependant, un traitement avec la molécule N-
sulfonylphthalimide révele une diminution significative (p < 0,05) des concentrations de MDA
chez les rats traités seulement avec SPHT par apport aux rats témoins aussi bien dans les

érythrocytes que dans les poumons et le foie.

Pour les rats sensibilisés avec 'OV A et traités par le SPHT, la réduction des taux de MDA, par
rapport aux rats sensibilisés avec 'OV, est tres hautement significative (p < 0,001) dans le

foie et les érythrocytes et hautement significative (p < 0,01) dans les poumons.
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Figure 38: Variations du malondialdéhyde (n mol/mg de protéines) dans les érythrocytes, les
poumons et foie chez des différents lots expérimentaux.

*: Différence significative comparativement au témoin (p <0, 05).

**: Différence hautement significative comparativement au témoin (p <0, 01).

## . Différence hautement significative comparativement au lot OVA sensibilisé (p <0,01).
### : Différence trés hautement significative comparativement au lot OVA sensibilisé (p <0,001).
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5.2.1.2 Taux du glutathion réduit

L'exposition a I'ovalbumine chez les rats entraine une réduction hautement significative (p <0,
01) des niveaux de GSH dans le foie, par rapport aux rats du groupe témoin. Toutefois, un
traitement avec la molécule N sulfonylphtalimide a permis une augmentation trés hautement
significative (p < 0,001) des niveaux de GSH dans le foie chez les rats traités (OVA+SPHT).
On constate également une augmentation hautement significatif significative (p < 0, 01) des

taux de GSH chez les rats des lots traités (SPHT) par rapport aux témoins comme illustré dans

la (Figure 39).
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Figure 39: Variation de la GSH (n mol/mg de protéines) dans le foie chez les rats témoins et
traités.

**: Différence hautement significative comparativement au témoin (p <0, 01).
### : Différence tres hautement significative comparativement au lot OVA sensibilisé (p <0,001).

5.2.2 Effets du N sulfonylphtalimide sur les antioxydants non enzymatiques

5.2.2.1 Taux du glutathion peroxydase

D’apreés la figure 40, on observe une différence significative (p < 0,05) de lactivité
enzymatique de la GPx entre le lot témoin et le lot sensibilis¢é (OVA). Le traitement des rats
sensibilisés avec la molécule N-sulfonylphthalimide entraine une augmentation de la
concentration de la GPx dans le foie par rapport au lot sensibilisé. Cette augmentation est
significative (p < 0,05). En revanche, le traitement des rats uniquement avec le N
sulfonylphthalimide présente une augmentation hautement significative (p < 0,01) par rapport

au lot témoin.
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Figure 40: Variation de la GPx (umol GSH/mg de proté€ines) dans le foie chez les rats
témoins et traités.

*: Différence significative comparativement au témoin (p <0, 05).
# : Différence significative comparativement au lot sensibilisé (p <0, 05).
5.2.2.2 Taux de catalase

Dans la figure 41, les résultats montrent les variations des taux de la catalase dans les
érythrocytes et les poumons chez les différents lots des rats. On note une diminution hautement
significative (p < 0,01) du taux de catalase chez le lot OVA par rapport au lot témoin dans les
érythrocytes et significative (p < 0,05) au niveau des poumons et du foie. Tandis que les rats
traités par la molécule N sulfonylphthalimide, ils montrent une augmentation significative (p <
0,05) du taux de CAT par rapport aux rats témoins aussi bien au niveau des érythrocytes, qu'au
niveau des poumons et du foie. Aussi, on observe I’augmentation du taux de la catalase chez
les lots sensibilisés et traités avec la molécule N sulfonylphthalimide par rapport au lot
sensibilisé a I’ovalbumine et cette augmentation est treés hautement significative (p < 0,001) au

niveau des érythrocytes et significative (p < 0,05) au niveau des poumons et du foie.
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Figure 41: Variation de la CAT (umol de H2O2/min/mg de protéine) dans les érythrocytes, les
poumons et foie chez des différents lots expérimentaux.

*: Différence significative comparativement au témoin (p <0, 05).

*#*: Différence hautement significative comparativement au témoin (p <0, 01).

# : Différence significative comparativement au lot sensibilisé (p <0, 05).

### . Différence trés hautement significative comparativement au lot OVA sensibilisé (p <0,001).
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5.2.2.3 Taux de Pactivité de la superoxyde dismutase (SOD)

Les résultats du dosage de la superoxyde dismutase au niveau du foie sont illustrés dans la
figure 42. Une réduction trés hautement significative (p < 0,001) est enregistrée du taux de la
SOD chez les rats sensibilisés par I’OVA en comparaison avec le groupe témoin. Au contraire
une augmentation trés hautement significative (p < 0,001) du taux de la SOD chez les rats
sensibilisés et traités par la molécule N sulfonylphtalimide (SPHT+OVA) par rapport au lot
témoin. On note une variation trés hautement significative (p <0,001) chez les lots traités avec

la molécule N sulfonylphtalimide par rapport au lot T.
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Figure 42: Variation de la SOD (unit¢ SOD/mg de protéines) dans le foie chez les rats
témoins et traités.

***: Différence trés hautement significative comparativement au témoin (p <0,001).
### . Différence treés hautement significative comparativement au lot sensibilisé (p <0,001).

5.3 Pactivité anti-inflammatoire du N sulfonylphtalimide

Afin d'analyser les variations de la réponse inflammatoire, nous présentons ici les résultats du
comptage cellulaire et du dosage de l'interleukine-4, effectués a la fois dans le sang et dans le
liquide de lavage broncho-alvéolaire (LBA), tout en comparant les quatre groupes
expérimentaux (T, OVA, SPHT et OVA/SPHT).

5.3.1 La formule leucocytaire sanguine

Le comptage cellulaire a permis de quantifier le nombre total de globules blancs par microlitre
de sang, ainsi que celui de chaque sous-population leucocytaire, notamment les basophiles,

¢osinophiles, neutrophiles, monocytes et lymphocytes. Cela nous a permis d’effectuer des
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comparaisons en termes de pourcentages de variation et de significativité statistique entre les
quatre groupes étudiés.

Les leucocytes : Chez les rats exposés a 'OVA, nous observons une augmentation hautement
significative (p < 0,01) du nombre de leucocytes par rapport aux rats témoins. Cette élévation
marque une réaction inflammatoire probablement liée a la sensibilisation. Par ailleurs, une
diminution hautement significative des leucocytes a été enregistrée chez les rats sensibilisés et
traités (OVA+SPHT), comparativement aux rats du groupe OVA. Quant au lot SPHT, il ne
montre pas de variation significative des taux de leucocytes par rapport au lot témoin (Figure

43).

Leucocytes dans le sang
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Figure 43: Variation du taux de globules blancs du sang chez des différents lots expérimentaux

**: Différence hautement significative comparativement au témoin (p <0,01).
## : Différence hautement significative comparativement au lot sensibilisé (p <0,01).

Les lymphocytes : Le taux de lymphocytes chez le lot exposé a l'ovalbumine augmente de
maniére hautement significative (p < 0,01) par rapport au lot témoin. En revanche, ce taux
diminue de fagon hautement significative (p < 0,01) chez les rats sensibilisés et traités avec le
phthalimide (OVA/SPHT) en comparaison avec les rats sensibilisés a 'OVA. On ne note aucune

variation significative quant au lot SPHT (figure 44).
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Figure 44: Variation des taux de lymphocytes sanguins chez des différents lots expérimentaux.

**: Différence hautement significative comparativement au témoin (p <0,01).

## : Différence hautement significative comparativement au lot sensibilisé (p <0,01).

Les monocytes : Les résultats montrent une augmentation trés hautement significative (p <
0,001) du taux de monocytes dans le groupe de rats sensibilisés a l'ovalbumine (OVA) en
comparaison avec le lot témoin. Par contre, ce taux diminue d’une fagon hautement significative
(p <0,01) chez les rats sensibilisés et traités par le phthalimide (OVA/SPHT) par rapport aux
rats sensibilisés par 'OVA. Quant au lot SPHT, il ne montre pas de variation significative des

taux de monocytes par rapport au lot t¢émoin (figure 45).
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Figure 45: Variation des taux de monocytes dans le sang chez des différents lots
expérimentaux.

*#%: Différence trés hautement significative comparativement au témoin (p <0,001).
## : Différence hautement significative comparativement au lot sensibilisé (p <0,01).
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Les granulocytes : le taux des granulocytes chez le lot exposé a ’ovalbumine augmente de
fagon significative (p < 0,05) par rapport au lot témoin. Par contre, ce taux diminue d’une fagcon
hautement significative (p < 0,01) chez les rats sensibilisés et traités par le phthalimide
(OVA/SPHT) par rapport aux rats sensibilisés par 'OVA. Au niveau du lot de rats chez lesquels
le phthalimide a été¢ administré (SPHT), on note une augmentation significative (p < 0,05) par

rapport au lot témoin (figure 46).
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Figure 46: Variation des taux de granulocytes du sang chez des différents lots expérimentaux.

*: Différence significative comparativement au témoin (p <0,05).
## . Différence hautement significative comparativement au lot sensibilisé (p <0,01).

5.3.2 La formule leucocytaire dans le liquide du LBA

Les résultats des variations des taux de leucocytes dans le liquide du lavage broncho-alvéolaire
(LBA) sont donnés en termes de pourcentages de variation dans le tableau 9

Tableau 9: Pourcentages de variations par augmentation (+) ou diminution (-) des cellules

leucocytaires au niveau du liquide du LBA

Variations (%)

Lots expérimentaux

Témoin OVA OVA/SPHT SPHT
Leucocytes par rapport au lot T - +152.63™ -18.42 -18.42
Leucocytes par rapport au lot OVA . . - 67.70"*
Lymphocytes par rapport au lot T - +1157 +20 +25
Lymphocytes par rapport au lot OVA - - - 44.18% -
Monocytes par rapport au lot T - +160™" +20 +20
Monocytes par rapport au lot OVA - - - 53.84% -
Granulocytes par rapport au lot T +145™ +5 -20
Granulocytes par rapport au lot OVA -61.22"

** p <0,01 ; *** p <0,001 comparativement aux rats témoins ;

##p <0,0l ;###p <0,001 comparativement aux rats sensibilisés a I’ovalbumine
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Les leucocytes : Les résultats obtenus indiquent une augmentation trés hautement significative
(p <0,001) de la concentration en globules blancs (GB) chez les rats sensibilisés par 'OV A par
rapport aux rats témoins. Par contre, une diminution tres significative du taux de GB (p <0,001)
est observée chez les rats sensibilisés et traités avec le phthalimide (OVA + SPHT) par rapport
aux rats sensibilisés par 'OVA. Quant au lot SPHT, il montre une diminution significative (p <

0,05) des taux de leucocytes par rapport au lot témoin (figure 47).
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Figure 47: Variation du taux de leucocytes dans le liquide du LBA chez des différents lots.

*: Différence significative comparativement au témoin (p <0,05).
***. Différence trés hautement significative comparativement au témoin (p <0,001).
### . Différence trés hautement significative comparativement au lot sensibilisé (p <0,001).

Les lymphocytes : Le taux des lymphocytes chez le lot exposé a I’ovalbumine augmente de
facon hautement significative (p < 0,01) par rapport au lot t¢émoin. Par contre, ce taux diminue
d’une fagon hautement significative (p < 0,01) chez les lots sensibilisés et traités par le
phthalimide (OVA/SPHT) par rapport aux rats sensibilisés par I’OVA. On note que le lot SPHT
montre une augmentation significative (p < 0,05) des taux de lymphocytes par rapport au lot

témoin (figure 48).
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Figure 48: Variation du taux de lymphocytes dans le liquide du LBA chez des différents lots
expérimentaux.

*: Différence significative comparativement au témoin (p <0,05).
**: Différence hautement significative comparativement au témoin (p <0,01).
## : Différence hautement significative comparativement au lot sensibilisé (p <0,01).

Les monocytes : Le taux des monocytes chez le lot exposé a I’ovalbumine augmente de facon
treés hautement significative (p < 0,001) par rapport au lot témoin. Par contre, ce taux diminue
d’une fagon hautement significative (p < 0,01) chez les lots sensibilisés et traités par le
phthalimide (OVA/SPHT) par rapport aux rats sensibilisés par OVA. Quant au lot (SPHT), il ne
montre pas de variation significative des taux de monocytes par rapport au lot témoin (figure

49).
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Figure 49: Variation du taux de monocytes dans liquide du lavage broncho alvéolaire chez
des différents lots expérimentaux.

*#%; Différence trés hautement significative comparativement au témoin (p <0,001).
## : Différence hautement significative comparativement au lot sensibilisé (p <0,01).
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Les granulocytes : Le taux des granulocytes chez le lot exposé a I’ovalbumine augmente de
fagon trés hautement significative (p < 0,001) par rapport au lot témoin. Par contre, ce taux
diminue d’une fagon trés hautement significative (p < 0,001) chez les lots sensibilisés traités
par le phthalimide (OVA+SPHT) par rapport aux rats sensibilisés par ’OVA. Au niveau du lot
de rats chez lequel le phthalimide a été¢ administré (SPHT) on note une diminution significative

(p £0,05) par rapport au lot témoin (figure 50).
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Figure 50: Variation du taux de granulocytes dans le liquide du lavage broncho-alvéolaire

chez les différents lots expérimentaux.

*: Différence significative comparativement au témoin (p <0,05).
**%*: Différence trés hautement significative comparativement au témoin (p <0,001).
### : Différence treés hautement significative comparativement au lot sensibilisé (p <0,001).

5.3.3 Dosage de ’interleukine-4

Les variations observees du taux d'interleukine-4 dans le sérum et le liquide du lavage broncho-
alvéolaire chez les différents lots de rats sont présentées dans la figure 51. On constate une
augmentation significative (p < 0,05) de la concentration d'IL-4 dans le sérum et une
augmentation trés hautement significative (p < 0,001) dans le liquide du LBA des rats
sensibilisés (OVA) par rapport aux rats témoins. A l'inverse, le traitement par le phthalimide a
entrainé une diminution significative (p < 0,05) de ces taux chez les rats sensibilisés
(OVA/SPHT) par rapport aux rats seulement sensibilisés (OVA), et ce au niveau du sang, et
une diminution tres hautement significative (p < 0,001) au niveau des poumons. Les rats traités
avec le phthalimide montrent une augmentation significative (p < 0,05) des taux d'IL-4 par

rapport aux rats témoins, tant au niveau du sérum qu'au niveau du liquide du LBA.
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Figure 51: Variation de la concentration de I’interleukine-4 dans le sérum et le liquide du
lavage broncho-alvéolaire (LBA) des différents lots expérimentaux.

*: Différence significative comparativement au témoin (p <0,05).

**: Différence hautement significative comparativement au témoin (p <0,01).

***: Différence trés hautement significative comparativement au témoin (p <0,001).

# : Différence significative comparativement au lot sensibilisé (p <0,05).

### : Différence trés hautement significative comparativement au lot sensibilisé (p <0,001).

5.4 Effets histopathologiques du N sulfonylphtalimide au niveau du foie
L'observation microscopique du foie des rats du groupe témoin (Figure 52) montre une

structure histologique réguliere et une morphologie normale des cellules hépatocytaires. Les
hépatocytes apparaissent uniformes et bien organisés, sans signes de lésions ou d'inflammation,
il n'y a pas d'altérations apparentes des espaces sinusoidaux, ce qui est attendu dans un foie sain

(Figure 52-A). En revanche, le groupe traité avec I'OVA présente des altérations histologiques

73



Chapitres. Résultats et discussion

telles que la dilatation de I'espace sinusoidal (fleches rouges), une infiltration de cellules
inflammatoires (cercle jaune) et une nécrose des cellules (double fleche verte) (Figure 52-B).
Cependant, le groupe OVA-SPHT montre une réduction de I'espace sinusoidal (fléches bleues)

et une diminution des cellules inflammatoires (cercle vert) (Figure 52-C). Le groupe traité avec

le SPHT présente une apparence cellulaire normale, comparable a celle du groupe témoin

(Figure 52-D).

(T) structure histologique normale, (OVA) dilatation de l'espace sinusoidal (fleches rouges),
infiltration de cellules inflammatoires (cercle jaune) et nécrose des cellules (double fleche
verte), (PHT) structure histologique normale. (OVA+PHT) réduction de l'espace sinusoidal
(fleches bleues) et diminution des cellules inflammatoires (cercle vert).”

5.5 Evaluation de ’activité antibactérienne du N sulfonylphtalimide
Le profil antibactérien de la molécule SPHT a été évalué contre vingt et une souches

bactériennes en déterminant la concentration minimale inhibitrice (CMI).
Les valeurs de la CMI obtenues apres traitement des bactéries a Gram négatif aux différentes
concentrations de SPHT sont regroupées dans le tableau 10. La CMI varie dans un intervalle

compris entre 3,51 et 28,125 pg/mL.
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Tableau 10: Les valeurs de la CMI (ng/mL) contre les bactéries testées a Gram négatif

Bactéries a Gram négatif

o 0 N SN Nt A W -

— e e e e e e
A U A W= O

17

Acinetobacter OXA4 23
Acinetobacter baumanni 13 Col ®
Acinetobacter 5 baumanni Imp ®
Acinetobacter baumanni 12 Gen®
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853
Pseudomonas aeruginosa NDM1
Sphingomonas paucimobilis
Klebsiella pneumoniae C -
Klebsiella pneumoniae C *
Klebsiella pneumoniae 1
Klebsiella pneumoniae 2
Salmonella sp.

Serratia sp.

Escherichia coli ATCC 25922
Escherichia coli BLSE
Escherichia coli OXA
Escherichia coli MCR1

CMI (ng/mL)

14,06
14,06
3.51
28.125
3,51
3,51
28,125
3,51
3,51
28,125
28,125
28,125
3,51
3,51
28,125
3,51
28,125

Figure 53: Résultats de la CMI (ng/mL) pour les bactéries a Gram Négatif Testées

Les valeurs de la CMI enregistrés contre les bactéries a Gram positif sont regroupées dans le

tableau 11. La CMI de la molécule SPHT varie de 3.51 a4 14.06 pg/mL.

Tableau 11: Les valeurs de la CMI (ug/mL) contre les bactéries testées a Gram positif

Bactéries a Gram positif CMI (ng/mL)

18

19

20

21

Staphylococcus aureus ATCC 29213
Staphylococcus aureus CIPRO R
Enterococcus faecalis

Bacillus cereus
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Les résultats obtenus montrent une bonne activité inhibitrice de la molécule SPHT contre
toutes les bactéries testées, avec un intervalle de CMI (Concentration Minimale Inhibitrice)

allant de 3,51 a 28,125 pg/mL. (Figure 53).
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Figure 54: Répartition du nombre de souches par valeur de CMI pour la molécule SPHT.
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2¢me partie : Discussion

Les maladies liées au stress oxydatif et a l'inflammation chronique, telles que I’asthme
allergique, représentent un défi majeur pour la santé publique. En effet, cette pathologie
inflammatoire chronique des voies respiratoires se caractérise par une hyperréactivité
bronchique et une infiltration de cellules inflammatoires. Ces mécanismes sont souvent
aggraves par le stress oxydatif, qui joue un role central dans 1’exacerbation des symptomes
(MacNee, 2001 ; Henricks et Nijkamp, 2001 ; Reimund, 2002).

Dans ce contexte, le modele expérimental d’asthme allergique chez le rat Wistar utilisé dans
cette ¢tude reproduit les principales caractéristiques de I’asthme humain, telles que
I’inflammation locale et systémique ainsi que les déséquilibres redox, comme le confirment les
données de la littérature (Chekchaki et al., 2017 ; Zemmouri et al., 2017 ; Khaldi et al., 2018
; Rouibah et al., 2019 ; Ahmida et al., 2024). Ce modele constitue donc une plateforme fiable
pour explorer les mécanismes physiopathologiques et évaluer le potentiel thérapeutique de
nouvelles molécules.

L’objectif de ce travail de recherche est donc d’étudier les propriétés biologiques d’un nouveau
dérivé de N-sulfonylphtalimide, récemment synthétisé par 1’équipe du LCOA, en évaluant son
potentiel antioxydant in vitro et son activité antioxydante et anti-inflammatoire in vivo chez le
rat Wistar sensibilisé et provoqué a I’ovalbumine. Ainsi, cette recherche s’inscrit dans un effort
global visant a développer de nouveaux agents thérapeutiques capables de répondre aux défis
posés par les pathologies chroniques, comme I’asthme allergique, en intégrant des approches
ciblant I’inflammation, le stress oxydatif et les surinfections bactériennes, notamment 1’activité
antibactériennes vis-a-vis des souches multirésistantes.

Les avancées récentes en chimie organique, notamment dans la conception de nouveaux
composes hétérocycliques, offrent des perspectives prometteuses pour le développement de
traitements innovants. Ces recherches se concentrent sur la conception méthodique de
structures bioactives capables de cibler des mécanismes physiopathologiques complexes,
comme ceux observés dans I’asthme allergique. A cet égard, les travaux menés par nos
collégues chimistes du laboratoire LCOA sur la synthése de composés hétérocycliques mettent
en lumiére leur importance pour la découverte de nouveaux médicaments dotés de diverses
activités pharmacologiques (Berredjem et al., 2004 ; Grib et al., 2020 ; Grib et al., 2024 ;
Guerfi et al., 2024).

La chimie des hétérocycles reste I’un des domaines les plus dynamiques, tant pour ses avancées
méthodologiques que pour ses applications. Ces structures jouent un rdle clé en pharmacie, ou

elles constituent la base de nombreuses petites molécules thérapeutiques. Parmi ces composeés,
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les phtalimides N-substitués, comme les dérivés de N-sulfonylphtalimide, se distinguent par
leurs modifications structurales qui pourraient renforcer leur efficacité tout en réduisant les
effets secondaires. Ces molécules ont démontré des propriétés biologiques polyvalentes,
notamment anti-inflammatoires, antimicrobiennes et antioxydantes (Heirlings et al., 2004 ;
Marchi et al., 2012 ; Siddiqui et al., 2013 ; Guo et al., 2020).

Les tests in vitro réalisés sur le N-sulfonylphthalimide ont révélé des propriétés antioxydantes
intéressantes, mises en évidence a travers différents essais, notamment DPPH, ABTS, TAA et
FICAA. Dans cette étude, le N-sulfonylphthalimide a d'abord été évalué pour son activité
antioxydante a l'aide de I'essai DPPH, qui mesure la capacité d'un composé a neutraliser les
radicaux libres (Lai et al., 2001). En complément, le test de chélation des ions ferreux (FICAA)
détermine l'efficacité d'un composé a se lier aux ions Fe**, empéchant ainsi la génération de
radicaux libres via la réaction de Fenton (Karthik et al., 2015).

Les résultats montrent que le N-sulfonylphthalimide présente une activité de chélation des ions
ferreux intéressante, avec une valeur d'IC50 de 43,79 + 0,10 ug/mL, bien qu'elle soit inférieure
a celle de 'TEDTA (23,52 + 0,09 ug/mL). Ces données indiquent que, bien que 'EDTA soit plus
efficace pour chélater les ions Fe?*, le N-sulfonylphthalimide conserve un potentiel significatif.
Par ailleurs, le N-sulfonylphthalimide ne se limite pas a la chélation des ions Fe?* : sa double
fonction, combinant une activité de chélateur et de neutralisation des radicaux libres, en fait un
antioxydant polyvalent. Cette propriété lui permet de limiter la disponibilité des métaux de
transition impliqués dans des réactions oxydatives nocives.

L’étude de Karthik et al. (2015) a exploré les propriétés antioxydantes de nouveaux composés
phtalimidiques, en évaluant leur capacité a piéger les radicaux libres DPPHe et a chélater les
ions ferreux. Ces résultats ont été comparés a deux antioxydants synthétiques de référence :
I'acide ascorbique (Vitamine C) et IEDTA. Les nouveaux composés ont montré des valeurs
d'IC50 aussi basses que 15,40 pg/mL, inférieures a celles de la Vitamine C (16,94 ng/mL). Ces
performances témoignent de [l'efficacité de certaines structures phtalimidiques dans la
neutralisation des radicaux libres (Nayab et al., 2017 ; Bisht et al., 2021).

En termes de chélation des ions ferreux, certains composés phtalimidiques ont affiché des
valeurs d'IC50 proches de 14,12 pug/mL, comparables ou légerement supérieures a celles de
I'EDTA (13,88 pg/mL). Cela est particuliecrement significatif, car les ions Fe*" participent
activement aux réactions pro-oxydantes telles que la réaction de Fenton.

En comparaison avec notre travail, ces données soulignent 1’importance de la structure
chimique dans l'activité antioxydante et de chélation. Bien que le N-sulfonylphthalimide

présente des résultats prometteurs dans les tests DPPH et FICAA, d'autres études, comme celles
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de Chidan et al. (2015), suggerent que l'ajout de groupes substituants (méthoxy, accepteurs ou
donneurs d'électrons) pourrait améliorer I'efficacité globale. De méme, Arif et al. (2016) ont
rapporté des valeurs d'IC50 aussi faibles que 22,16 pg/mL, ce qui rivalise avec des standards
comme l'acide ascorbique.

L'évaluation de I’activité par le test ABTS indique également que le N-sulfonylphthalimide est
un antioxydant efficace. Avec une ICso de 64,59 + 0,50 ug/mL, il surpasse le Trolox (74,54 £
0,40 pg/mL). Ce résultat met en lumiére la capacité du N-sulfonylphthalimide a rivaliser avec
des antioxydants de référence, tout en suggérant une possible activation du facteur nucléaire
Nrf2, comme décrit par Egbujor et al. (2023).

Enfin, les travaux de Gok et al. (2021), qui ont synthétisé des analogues de la dopamine
contenant des groupes sulfonamides, montrent également une activité antioxydante notable,
certains composés surpassant méme le Trolox et 1'a-tocophérol. De maniére similaire, notre N-
sulfonylphthalimide semble tirer avantage de son motif sulfonamide, qui joue un réle
significatif dans son pouvoir antioxydant.

Cependant, en ce qui concerne la capacité antioxydante totale (TAA), la molécule N-
sulfonylphtalimide affiche une activité supérieure, avec une valeur de 0,345 + 0,40 mg/g contre
00,21 + 0,10 mg/g pour la vitamine C. Ces résultats montrent que le N-sulfonylphthalimide
demeure plus performant en termes de capacité antioxydante globale par apport au Vitamine C.
Il convient de souligner que, malgré une recherche approfondie, aucune étude antérieure n’a
explore la TAA de composeés a base de phtalimide ou de sulfonamide. Par conséquent, ce travail
constitue la premiere investigation dans ce domaine, mettant en lumiere le potentiel antioxydant
du N-sulfonylphthalimide et, plus largement, de cette classe de composes. Enfin, certaines
correlations intéressantes émergent entre l'activité antioxydante observée et des élements
structuraux spécifiques, tels que la nature de I’espaceur reliant le cycle aromatique au groupe
acide carboxylique, ou encore le type de substituant en position ortho par rapport au groupe
hydroxyle, qui pourrait jouer un réle clé dans cette activité (Garcia et al., 2012).

En résumé, le N-sulfonylphthalimide s’est distingué par ses capacités de chélation des ions
ferreux, un mécanisme clé pour lutter contre le stress oxydatif, mais également d’une maniére
générale il a démontré ses performances antioxydantes dans les différents tests in vitro,
notamment les tests ABTS et DPPH, rivalisant avec des standards reconnus tels que la vitamine
C et le Trolox. Ces résultats indiquent que le N-sulfonylphthalimide posséde un fort potentiel
en tant qu'antioxydant multi-mécanismes, et offrant des perspectives prometteuses pour des

applications futures dans la neutralisation des radicaux libres.
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Afin de confirmer ces résultats prometteurs obtenus in vitro nous avons élargi nos recherches
aux modeéles in vivo. Plus précisément, nous avons evalué l'efficacité de cette molécule dans un
modéle d'asthme, caractérisé par une inflammation des voies respiratoires induite par exposition
a un allergene chez le rat Wistar, afin d'explorer son réle potentiel dans la modulation de la
réponse inflammatoire. En réalité, aucune étude antérieure n'a été menée pour examiner l'effet
de cette molécule dans la lutte contre I'asthme allergique.

Il est utile d'insister sur le fait que I'asthme induit par les allergénes est largement associé a une
inflammation aigué des voies respiratoires et a un remodelage des voies aériennes pulmonaires
(Bulani et al., 2011). Ainsi, la sensibilisation aux allergenes représente un facteur de risque
significatif dans l'apparition des pathologies allergiques tel que I'asthme. Pour étudier cette
maladie, divers modéles expérimentaux d'asthme sont couramment utilisés, notamment chez
des animaux tels que le cobaye, le chat et la souris, comme le rapportent plusieurs études
(Hollenberg, 2008). Etant donné que les modéles murins d'asthme reproduisent une
inflammation et une hyperréactivité bronchique similaires a celles de I'asthme bronchique
humain (Moura et al., 2005 ; Bulani et al., 2011), une étude in vivo a été menée sur des rats
de souche Wistar afin de mettre en exergue la relation de cause a effet entre I'exposition a un
allergene et la réponse de lI'organisme, notamment a une thérapie quelconque. Dans ce modele
d'asthme expérimental, largement decrit dans la littérature et adopté par notre laboratoire depuis
une décennie (Shin et al., 2009 ; Zemmouri et al., 2020 ; Khaldi et al., 2022 ; Ahmida et al.,
2024), l'administration par inhalation répétée de l'allergene, ici ’ovalbumine, préalablement
injecté par voie intrapéritonéale, provoque une réaction inflammatoire des voies respiratoires
chez les animaux sensibilisés. Il est important de noter que l'implication des cellules
inflammatoires est essentielle dans le déclenchement de la physiopathologie de I'asthme.

Tel que souligné dans la partie théorique de cette thése, la physiopathologie de I'asthme
allergique repose sur l'activation et I'interaction de plusieurs types de cellules immunitaires. Les
lymphocytes B, sous 'effet des cytokines produites par les lymphocytes T auxiliaires de type 2
(Th2), se différencient en plasmocytes capables de produire des immunoglobulines E (IgE).
Ces IgE se fixent sur les récepteurs spécifiques des mastocytes présents dans les poumons, les
sensibilisant ainsi. Parallelement, les cellules Th2 jouent un role central dans la coordination et
l'orchestration de la réponse immuno-inflammatoire des voies respiratoires.

Lorsque l'allergéne — en l'occurrence l'ovalbumine dans notre modele expérimental — pénétre
dans l'organisme, il est capté par les cellules présentatrices d'antigénes (CPA). Ces CPA
interagissent avec les lymphocytes Th2, entrainant une libération accrue de cytokines pro-

inflammatoires telles que I'lL-4, I'IL-5 et I'lL-13. Ces cytokines favorisent non seulement la
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production d'IgE mais également le recrutement et I'activation des cellules inflammatoires dans
les voies respiratoires (Umetsu et al., 2002 ; Belleau et al., 2005 ; Yuk et al., 2007 ;
Lambrecht et Hammad, 2015).

Plusieurs études (Wardlaw et al., 1990 ; Nadeau, 1994) ont déemontré que I'exposition a un
allergéne entraine des modifications significatives dans la proportion relative de différents
leucocytes, tant dans la circulation sanguine que dans les voies respiratoires. Parmi ces
leucocytes, les éosinophiles occupent une place particuliere. Sous l'effet des cytokines
(notamment I'IL-5) et de signaux chimiotactiques, les éosinophiles migrent vers les poumons,
ou ils traversent I'endothélium vasculaire par diapédése. Cette accumulation dans les voies
respiratoires constitue une étape clé du processus inflammatoire, contribuant a I'nyperréactivité
bronchique et aux lésions tissulaires (Yuk et al., 2007).

Dans notre étude, nous avons analyse I'afflux cellulaire en comptant les cellules leucocytaires
dans le sang et le liquide du lavage broncho-alvéolaire (LBA). Nos résultats ont montré une
augmentation hautement significative (p < 0,01) des leucocytes et des lymphocytes, une
augmentation trés hautement significative (p < 0,001) des monocytes, ainsi qu'une
augmentation significative (p < 0,05) des granulocytes chez les rats sensibilisés a 'OVA par
rapport aux témoins. Dans le liquide du LBA, nous avons observé une augmentation tres
hautement significative du nombre total de cellules chez les rats sensibilisés a 'OV A, avec une
croissance de 115 % pour les lymphocytes et de 145 % pour les granulocytes, indiquant un
recrutement de ces cellules vers les poumons, notamment des éosinophiles, qui sont des acteurs
clés de l'inflammation dans I'asthme (Boumendjel et al., 2012). Ces résultats confirment la
présence d'un état inflammatoire, comme précédemment décrit par Xiang-hua et al. (2009). lls
sont également en accord avec d'autres études, notamment celles de Ahmida et al. (2024) et
Zemmouri et al. (2017), qui ont rapporté des augmentations similaires des cellules
inflammatoires dans des modeéles expérimentaux d'asthme, confirmant ainsi le réle des
éosinophiles dans le processus inflammatoire.

D'autre part, des diminutions hautement significatives (p < 0,05) du taux sanguin de leucocytes
ont été observées chez les rats sensibilisés a I'OVA et traités avec le N-sulfonylphthalimide,
comparés aux rats uniqguement sensibilisés a 'OV A. De plus, le taux de granulocytes a diminué
de maniére tres hautement significative dans le groupe OVA/PHT, comparé au groupe OVA.
Cela suggere gue cette molécule agit comme un traitement permettant de réduire I'inflammation
en ramenant les taux de leucocytes a leur valeur normale et en diminuant le recrutement des
éosinophiles au niveau des poumons. Le recrutement et l'activation des éosinophiles sont

considérés comme les principales caractéristiques de la réaction en phase tardive de l'allergie,
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en corrélation avec la gravité de la maladie (Clark et al., 2004 ; Humbles et al., 2004). Ce
phénomeéne est confirmé par I’étude de Josiane et al. (2005), qui montre que le dérivé de
phthalimide (2-4-[3-(1H-1,2,3,4-tetrazol-5-yl) propoxy] phenethyl-1,3-isoindolinedione ;
LASSBio 552) est capable de bloquer I’accumulation d'éosinophiles dans le foyer
inflammatoire déclenché par un allergéne. Selon les auteurs, ce mécanisme d’inhibition serait
partiellement li¢ a la suppression de I’afflux des cellules T CD4+ et a la production de cysteinyl
leucotriénes. Dans une autre étude réalisée par Lima et al. (2002) sur des souris, les auteurs ont
montré que le N-phénylphtalimide sulfonamides (LASSBio 468) inhibe la réponse
inflammatoire déclenchée par le lipopolysaccharide (LPS), en inhibant le Facteur de Nécrose
Tumorale (TNF)-a et le recrutement des neutrophiles. Le TNF-a joue un role essentiel dans
l'orchestration de la réponse inflammatoire dans les voies respiratoires, ou il agit comme un
agent de chimiotaxie, attirant activement les neutrophiles et les éosinophiles sur le site de
I'inflammation. De plus, le TNF-o augmente l'expression des molécules d'adhésion a la surface
des cellules épithéliales (Rajizadeh et al., 2019).

Suite a I'exposition aux allergénes, I'lL-1B déclenche la génération de cellules Th2, entrainant
I'activation des éosinophiles sur le site de l'inflammation des voies aériennes, qui liberent
diverses cytokines, dont I'lL-5 (Rajizadeh et al., 2019). Le LASSBio 468, qui résulte de la
fonctionnalisation d’un groupe phthalimide avec un groupe arylsulfonamide, a été décrit
comme un inhibiteur sélectif du TNF-a par Montana et al. (1998). Cette étude a révelé
I'importance du groupe sulfonyle et a également mis en évidence le role du cycle phthalimide
dans l'activité anti-inflammatoire. Pour étudier plus en détail le r6le du groupe sulfonyle dans
le fragment arylsulfonamide, Lima et al. (2002) ont remplacé ce groupe par une unité carbonyle
isosterique dans le composé N-phénylphtalimide amides. L’évaluation pharmacologique du
composé amide (LASSBio 596) a révélé une perte significative d'activité par rapport au
composeé original (LASSBio 468), suggérant que la structure phényl-sulfonyl-pipérazine joue
un réle clé dans I’activité anti-inflammatoire.

Le potentiel anti-inflammatoire des composés phtalimide a été investigué dans plusieurs études,
notamment celle de Totawar et al. (2023), qui a montré une réduction significative de I'cedéme
chez les animaux traités, confirmant l'efficacité des phtalimides dans la réduction de
I'inflammation, indépendamment de leur effet spécifique sur I'asthme. Les résultats obtenus
fournissent une perspective complémentaire sur l'activité anti-inflammatoire de ces composés,
démontrant leur efficacité dans un modéle expérimental différent (I'cedéme de la patte induit

par la carraghénane).
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Dans l'inflammation asthmatique, les cellules infiltrées, telles que les éosinophiles, les
lymphocytes, ainsi que les macrophages et les mastocytes, sécrétent des cytokines de type Th2
(Yuk et al., 2007), notamment I'lL-4, qui stimule la production accrue d'IgE en induisant une
commutation isotypique de I'lgM vers I'lgE (Manis et al., 2002 ; Murphy et Reiner, 2002).
L'un des réles de I'lL-4 est de favoriser I'activation des cellules B, conduisant a la production
d'anticorps IgE, qui se lient aux récepteurs des mastocytes. Lorsque I'OVA, agissant comme un
allergéne, se lie aux anticorps IgE des mastocytes, cela conduit a une dégranulation, entrainant
la libération de médiateurs inflammatoires tels que I'histamine, les prostaglandines, et les
leucotriénes. A ce titre, nous avons mesuré l'interleukine-4 (1L-4), et notre étude a montré que
la sensibilisation a l'ovalbumine a entrainé une augmentation de I'IL-4, une cytokine pro-
inflammatoire de type Th2 (augmentation de 13,27 % dans le sérum et de 13,79 % dans le
liquide du LBA). En revanche, le traitement des rats sensibilisés avec notre molécule a réduit
la concentration d'IL-4 de 17 % dans le sérum et de 16,74 % dans le liquide du LBA. L'étude
de Huang et al. (2018) a mesuré les niveaux d'IL-4 et d'IL-13 dans le LBA isolé de cing souris
par groupe. Les niveaux d'lIL-4 et d'IL-13 étaient fortement augmentés dans le groupe OVA par
rapport au groupe témoin, et cette augmentation a été inhibée par le traitement au dérivé
phtalimide de 52 % et 59 %, respectivement. Ces résultats sont en accord avec ceux de notre
étude, qui montre également une diminution significative des niveaux d'IL-4 sous l'effet du
traitement au phtalimide, confirmant ainsi I'effet inhibiteur de ce composé sur les cytokines
Th2.

Des études antérieures ont démontre I'effet potentiel des phtalimides sur I'inflammation et la
fibrose. En effet, Araujo et al. (2014) ont montré que la réduction des granulocytes apres
I'administration du phtalimide LASSBi0-596 chez des rats Wistar pourrait jouer un réle clé
dans l'efficacité du traitement de l'asthme. Leurs résultats suggerent que ce composé peut
efficacement stimuler la différenciation des cellules ThO naives en Thl. De plus,
Amirshahrokhi (2013) a démontré chez des souris présentant des lésions pulmonaires induites
par le paraquat (PAQ) que le traitement par la thalidomide (a-N-phthalimido glutarimide) réduit
la production de TNF-a, IL-1p, IL-6 et TGF-B1, contribuant ainsi a I'effet anti-inflammatoire
et antifibrotique de la thalidomide.

Il est important de noter que de nombreuses études menées sur des modeles animaux d'asthme
induit par 'OVA montrent systématiquement une augmentation remarquable de l'expression
génique du TNF-a et de I'L-1p (Rajizadeh et al., 2019 ; Jasemi et al., 2022 ; Shakerinasab
et al., 2022). L'effet antifibrotique est particulierement lié a I'inhibition du TGF-p. En outre,

diverses autres études ont mis en évidence l'effet anti-fibrotique de la thalidomide dans
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différents organes, notamment dans la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine (Tabata
et al., 2007), la péritonite (Mondello et al., 2009), la pancréatite (Malleo et al., 2008), ainsi
que dans le diabéte expérimental (Amirshahrokhi et al., 2012).

Concernant le groupe sulfonyle, I'étude de Babar et al. (2024) a démontré que les
arylsulfonamides présentent un effet anti-inflammatoire significatif. Parmi les composés
évalués dans cette étude, plusieurs ont montré une inhibition marquée des niveaux
d'interleukine-6 (IL-6) dans les macrophages dérivés de souris (RAW-264.7) induits par le LPS,
ce qui est en accord avec I'objectif de réduction des marqueurs inflammatoires. En particulier,
un composé a réduit l'expression de divers marqueurs pro-inflammatoires tels que I'IL-1p, la
chimiokine ligand 2 (CCL2), la cyclooxygénase-2 (COX-2) et l'antigene CD68, en modulant
I'activation du facteur nucléaire kappa B (NFxB). Ces résultats suggéerent que les sulfonamides,
tout comme les phtalimides, possedent un potentiel prometteur pour étre développés comme
agents anti-inflammatoires. Pris dans leur ensemble, les résultats obtenus lors des essais in vivo
sur l'effet anti-inflammatoire du N-sulfonylphtalimide suggérent qu'il pourrait constituer une
stratégie thérapeutique prometteuse pour le traitement de l'asthme.

D’autre part, I’exposition a I’ovalbumine agit comme un facteur pro-oxydant, entrainant un
stress oxydatif caracterisé par un déséquilibre entre les systemes antioxydants de defense et la
production accrue d’especes réactives de I’oxygene (ERO). Ce déséquilibre est souvent mis en
évidence par des niveaux éleves de biomarqueurs oxydants, qui signalent des processus
inflammatoires actifs (Birben et al., 2012). En réponse a ce stress, 1’organisme déploie des
mécanismes antioxydants endogenes, a la fois enzymatiques et non enzymatiques. Dans notre
étude, nous avons mesuré plusieurs de ces biomarqueurs, notamment le MDA, le GSH, la GPx,
la SOD et la CAT, dans les poumons, les érythrocytes et le foie des rats témoins et traités.

Les radicaux libres dérivés de l'oxygene, souvent issus de la dégradation des acides gras
polyinsaturés, provoquent la peroxydation lipidique des membranes cellulaires. Cela entraine
la formation de malondialdéhyde (MDA), un indicateur clé du stress oxydatif en raison de ses
propriétés oxydantes marquées (You et al., 2014 ; Adam-Bonci et al., 2021). L'accumulation
de MDA reflete une incapacité des défenses antioxydantes a neutraliser les ROS, ce qui mene
a des dommages membranaires causés par des radicaux hydroxyles générés a partir du peroxyde
d’hydrogeéne non métabolisé. Ce processus dégrade les lipides membranaires et oxyde les acides
aminés aromatiques sensibles, en particulier ceux contenant des groupements thiol, augmentant
ainsi les produits de carbonylation des protéines (Dworski et al., 2000 ; Laguerre, 2007).
Nos résultats confirment ces observations. En effet, une augmentation tres hautement

significative (p < 0,001) du taux de MDA a été observée dans les érythrocytes, les poumons et
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le foie des rats sensibilisés a I’ovalbumine, témoignant de dommages membranaires séveres
dans ces tissus. Ces données sont cohérentes avec d'autres études ayant montré une
augmentation de la peroxydation lipidique aprés exposition a divers allergenes tels que
l'ovalbumine, le LPS ou les acariens (Tiwari et al., 2014 ; You et al., 2014 ; Khaldi et al.,
2017 ; Ahmida et al., 2024). Cette élévation du MDA pourrait étre due a une activation des
cellules inflammatoires dans les alvéoles pulmonaires, lesquelles libérent de grandes quantités
de superoxyde et de peroxyde d’hydrogéne. Par exemple, le superoxyde peut interagir avec le
NOe pour former des peroxynitrites (ONOOH), des molécules hautement toxiques (Bulani et
al., 2011). En outre, la présence de MDA dans le tissu pulmonaire pourrait favoriser la
chimiotaxie des leucocytes et stimuler la libération d'histamine, prolongeant ainsi
l'inflammation (You et al., 2014).

Quant au traitement des rats sensibilisés a ’ovalbumine avec le N-sulfonylphtalimide (lot
OVAJ/SPHT), il a permis de réduire significativement les taux de MDA, avec une diminution
trés hautement significative (p < 0,001) dans le foie et les érythrocytes, et hautement
significative (p < 0,01) dans les poumons. Ces résultats confirment ceux de Carvalho et al.
(2010), qui ont démontré que l'administration du dérivé de phtalimide LASSBio-596 (10
mg/kg) réduisait la peroxydation lipidique dans un mode¢le d’inflammation pulmonaire induite
par la microcystine chez des souris méales. Ils corroborent également les observations de
Mahapatra et al. (2010), ou des dérivés de phtalimide ont reduit les niveaux de substances
réactives a l'acide thiobarbiturique chez des rats diabétiques.

Le glutathion (GSH), un antioxydant central dans la défense cellulaire, joue un role crucial
contre les lésions oxydatives, notamment dans les poumons. Ce tripeptide interagit avec les
radicaux libres pour former du glutathion oxyde (GSSG), qui est ensuite régénéré par la
glutathion réductase en utilisant le NAD(P)H comme donneur d'électrons (Sugiura et Ichinose,
2008). Dans notre étude, les rats sensibilisés a I'ovalbumine présentaient une réduction
hautement significative (p < 0,01) des niveaux de GSH dans le foie, confirmant une altération
des défenses antioxydantes. Cependant, un traitement avec le N-sulfonylphtalimide a entrainé
une augmentation treés hautement significative (p < 0,001) des niveaux de GSH dans ce tissu.
Ces résultats sont en accord avec des travaux antérieurs qui ont rapporté une diminution
similaire des niveaux de GSH dans des contextes d’inflammation pulmonaire allergique et
d’asthme (Zemmouri et al., 2017 ; Khaldi et al., 2018 ; Rouibah et al., 2019). La restauration
des niveaux de GSH par le N-sulfonylphtalimide indique ses propriétés antioxydantes,
susceptibles de protéger efficacement contre le stress oxydatif en neutralisant les radicaux

libres.
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Il est bien établi que le glutathion protége les membranes cellulaires contre la peroxydation
lipidique, en partie grace a I'action de la glutathion peroxydase (GPx) (Lee et al., 2010). Cette
enzyme intracellulaire contenant du sélénium, catalyse la réduction du H20: en eau, renforgant
ainsi le réle crucial du GSH comme cofacteur indispensable (Sugiura et Ichinose, 2008 ;
Mittal et al., 2014). D’apreés la figure 40, une différence significative (p < 0,05) de I’activité
enzymatique de la GPx a été observée entre le lot témoin et le lot sensibilisé (OVA). Cette
diminution est attribuée a une surproduction de peroxyde d’hydrogene, entrainant un
épuisement du GSH, entre autres, et une altération des défenses antioxydantes. En revanche, le
traitement des rats sensibilisés avec la molécule N-sulfonylphtalimide a induit une
augmentation significative de l'activité de la GPx dans le foie par rapport au lot sensibilisé.
Cette élévation traduit une restauration des mécanismes enzymatiques de protection contre le
stress oxydatif, mettant en évidence le role crucial de la GPx dans la protection des cellules et
le potentiel antioxydant du N-sulfonylphtalimide. De maniére similaire, une étude menée par
El-Aarag et al. (2021) a évalué¢ les effets d’un nouvel analogue du phtalimide en comparaison
avec la thalidomide sur des lésions hépatiques induites chez la souris. Les résultats ont révélé
que cet analogue avait une action antioxydante marquée, avec une augmentation notable de
l'activitée de la GPx, surpassant méme l'effet de la thalidomide. Cette comparaison soutient
fortement nos observations, démontrant que 1’activation de la GPx joue un role clé dans les
défenses cellulaires, tant dans des modeéles d’inflammation que dans des lésions hépatiques
induites. Ainsi, I’analogue du phtalimide étudié par EI-Aarag et al. (2021) et la molécule N-
sulfonylphtalimide partagent un mécanisme antioxydant similaire, accentuant leur potentiel
thérapeutique contre les dommages oxydatifs.

Outre la glutathion peroxydase (GPx), d'autres enzymes antioxydantes jouent un role essentiel
dans la défense de I'organisme contre les especes réactives de I'oxygéne (ERO). Parmi elles, la
superoxyde dismutase (SOD) et la catalase (CAT) occupent une place centrale et ont été
évaluées dans le cadre de notre étude.

En premier lieu, nous rappelons que la SOD joue un role clé dans la neutralisation des radicaux
libres. Cette enzyme convertit 1’ion superoxyde (O:'"), un radical libre hautement réactif et
potentiellement dangereux, en peroxyde d’hydrogene (H20:), une molécule moins nocive. Il
existe principalement deux isoformes de cette enzyme : l'une présente dans le cytoplasme
(Cu++, Zn++) et l'autre localisée dans les mitochondries (Mn++). La mise en évidence de ces
isoformes par McCord et Fridovich (1969) a marqué un tournant dans la compréhension des
systémes antioxydants, démontrant I'existence de radicaux libres dans les organismes vivants

et soulignant leur implication dans les processus biologiques fondamentaux.
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Cependant, il est important de noter que 1’augmentation des ERO peut perturber la fonction de
la SOD. En effet, ces especes réactives peuvent faciliter la libération du zinc de son site actif,
diminuant ainsi l'efficacité de I’enzyme (Johnson, 2011). Quant & la catalase (CAT), il s’agit
d’une autre enzyme clé du systéme antioxydant. Elle agit en catalysant la décomposition du
peroxyde d’hydrogéne (H20:), un produit intermédiaire potentiellement toxique issu de
I’activité de la SOD, en eau (H20) et en oxygeéne (O:). Présente principalement dans les
peroxysomes, la CAT joue un rdle crucial dans le maintien de 1'équilibre redox cellulaire en
limitant l'accumulation de H.O.. Comme pour la SOD, I’activité de la catalase peut €tre altérée
par un stress oxydatif excessif, ce qui compromet la défense de I’organisme contre les ERO
(Zhang et al., 2007 ; Missebukpo et al., 2013). Ce rappel théorique constitue une base pour
mieux interpréter les résultats obtenus dans notre expérimentation, au cours de laquelle on
observe une diminution trés hautement significative (p < 0,001) de I’activité de la SOD chez
les rats sensibilisés par I’OV A, comparativement au groupe témoin. Ces résultats sont en accord
avec les travaux de Chekchaki et al. (2017) et Khaldi et al. (2022), qui ont également note
une réduction marquée de la SOD chez des rats exposés a 1’ovalbumine. En revanche, le
traitement par la molécule N-sulfonylphtalimide (SPHT+OVA) a entrainé une augmentation
trés hautement significative (p < 0,001) de I’activité de la SOD par rapport au lot sensibilisé.
Ces observations corroborent les conclusions d’El-Aarag et al. (2021), qui ont mis en évidence
une augmentation similaire de l'activité de la SOD chez des animaux traités par un analogue du
phtalimide. Comme le suggerent Zuo et al. (2013), cette augmentation est étroitement liée a
une réduction du stress oxydatif, contribuant potentiellement a atténuer l'inflammation et
I’obstruction des voies respiratoires dans I'asthme. Ces résultats soulignent I’efficacité du N-
sulfonylphtalimide dans la modulation des systémes antioxydants et la protection contre les
dommages oxydatifs.

Concernant la catalase (CAT), une diminution hautement significative (p <0,01) de son activité
a eté constatée chez les rats sensibilisés par ’'OVA, en particulier dans les érythrocytes, ainsi
qu’une diminution significative (p < 0,05) dans les poumons et le foie. Ces résultats sont en
accord avec les travaux de Rouibah et al. (2019). En revanche, le traitement par le N-
sulfonylphtalimide a conduit a une augmentation significative (p <0,05) de I’activité de la CAT
dans les érythrocytes, les poumons et le foie, par rapport au lot sensibilisé. Ces résultats
concordent avec ceux de Carvalho et al. (2010), qui ont observé une augmentation similaire
de I’activité antioxydante apres un traitement avec LASSBio 596. De plus, I’étude d’El-Aarag

et al. (2021) a également rapporté une stimulation de I’activité de la CAT dans un mode¢le de
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Iésions hépatiques, confirmant ’effet protecteur des dérivés du phtalimide sur les systémes
enzymatiques.

L’analyse histologique réalisée sur le foie confirme et valide les observations obtenues
précédemment. Dans le groupe témoin, la structure histologique du foie est normale, avec une
morphologie réguliere des hépatocytes. Ces cellules apparaissent uniformes, bien organisées et
exemptes de signes de lésions ou d’inflammation. Les espaces sinusoidaux sont également
intacts, reflétant un état hépatique sain (Figure 52-A).

En revanche, le groupe trait¢ avec ['ovalbumine (OVA) présente des altérations
histopathologiques notables, notamment une dilatation des espaces sinusoidaux, une infiltration
de cellules inflammatoires et une nécrose des hépatocytes (Figure 52-B). Ces résultats
concordent avec ceux rapportés par Chekchaki et al. (2017) et Khaldi et al. (2022), qui ont
également observé des altérations histologiques similaires chez des rats sensibilisés a
I’ovalbumine.

Les lésions hépatiques observees dans ce contexte pourraient étre attribuées a un deséquilibre
du systeme antioxydant. En effet, nos analyses ont révélé une diminution significative de
I’activité des enzymes antioxydantes, telles que la superoxyde dismutase (SOD) et la catalase
(CAT), au niveau du foie. Ce déséquilibre témoigne d’un stress oxydatif important,
probablement dii a une production excessive d’espéces réactives de 1’oxygeéne (ERO),
dépassant la capacité de détoxification naturelle de I’organisme (Patel et Bahadur, 2011).
Bien que l'infiltration inflammatoire ait principalement été observée dans les poumons, les
altérations dégénératives des hépatocytes pourraient refléter une réponse toxique systémique a
I’ovalbumine. Le dysfonctionnement des mécanismes antioxydants, associé a une capacité
limitée du foie a régénérer ses cellules endommagées, explique probablement la nécrose
observée dans ce groupe.

Dans le groupe traité avec le phtalimide (OVA-SPHT), les altérations histologiques sont
significativement réduites. On observe une diminution de la dilatation des espaces sinusoidaux
et une réduction notable de I’infiltration inflammatoire (Figure 52-C). Ces observations peuvent
étre attribuées a ’amélioration de I’activité antioxydante in vivo, qui a limité les dommages
oxydatifs au niveau du foie. Les hépatocytes du groupe OVA-SPHT présentent une
morphologie proche de celle observée dans le groupe témoin (Figure 52-D).

Ces résultats rejoignent ceux rapportés par EI-Aarag et al. (2021), qui ont également démontré
I’effet protecteur des dérivés du phtalimide contre les I€sions hépatiques, indépendamment de
I’agent déclencheur. Dans les deux études, qu’il s’agisse de Iésions induites par I’ovalbumine

ou par le tétrachlorure de carbone (CCl), le phtalimide a permis de réduire les dommages
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hépatiques, y compris la nécrose, I’'inflammation et la fibrose. Ces résultats mettent en évidence
le potentiel thérapeutique des dérivés du phtalimide dans la gestion des altérations hépatiques.
Cependant, contrairement a notre étude et a celle d’El-Aarag et al. (2021), I’étude de Carvalho
et al. (2010) n’a pas réussi a inverser les 1ésions toxiques induites par la microcystine-LR. Les
auteurs attribuent cet échec a la courte durée du traitement (seulement 2 heures), qui aurait
limité Pefficacité des molécules anti-inflammatoires utilisées. A I’inverse, dans notre étude et
celle d’El-Aarag et al. (2021), une durée de traitement prolongée a permis une meilleure
atténuation des lésions hépatiques. Ces observations suggérent que la durée du traitement est
un facteur déterminant pour maximiser I’efficacité des dérivés du phtalimide.

En conclusion, cette étude démontre que le N-sulfonylphtalimide restaure en partie ’activité
des enzymes antioxydantes (SOD, CAT, GPx), atténuant ainsi les effets du stress oxydatif. Bien
que des altérations hépatiques aient ete observées, le traitement a exercé un effet protecteur
notable contre les dommages induits par I’ovalbumine. Ces résultats mettent en lumicre son
potentiel a moduler les défenses antioxydantes et a réduire les effets du stress oxydatif, ouvrant
des perspectives intéressantes pour des applications thérapeutiques.

Par ailleurs, les dérivés des phtalimides et des sulfonamides ont suscité aussi un intérét croissant
en tant qu'agents antimicrobiens efficaces. Les sulfonamides, connus depuis 1935 pour leurs
propriétés antibactériennes agissent sur les bactéries qui dépendent de la synthése endogene de
l'acide folique en inhibent la dihydrofolate synthétase, ce qui perturbe la production des bases
puriques et pyrimidiques nécessaires a la croissance, rendant ces derniéres incapables de
produire les ¢léments nécessaires a leur croissance (Bohni, 1976 ; Buxeraud et Faure, 2016).
De méme, les phtalimides ont montré des activités biologiques diverses (Fernandes et al.,
2023) notamment une activité antimicrobienne (Amin et al., 2013 ; EI-Gaby et al., 2000). Les
composés portant un noyau phtalimide présentent un intérét croissant pour la conception de
nouveaux agents antimicrobiens, comme le montrent de nombreuses études (Amin et al.,
2013). Ce potentiel est en partie dii aux propriétés physico-chimiques du noyau phtalimide lui-
méme. En effet, le noyau chimique des phtalimides (-CO-N(R)-CO-) est hydrophobe, ce qui
augmente leur capacité a traverser les membranes biologiques in vivo (Bansode et al., 2009).
Cette propriété hydrophobe permet une meilleure pénétration des cellules cibles, rendant ces
composés particulierement prometteurs pour le développement d'agents thérapeutiques
capables de surmonter les barrieres biologiques et d'atteindre efficacement leurs cibles
intracellulaires. Notre molécule N-sulfonylphthalimide représente un hybride de ces deux
classes, combinant des propriétés favorables pour une action antimicrobienne améliorée. Dans

ce contexte, l'objectif de cette étude est d'évaluer l'efficacité antibactérienne de N-
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sulfonylphthalimide in vitro sur diverses souches bactériennes Cette ¢évaluation
microbiologique de N-sulfonylphthalimide est essentielle pour déterminer son efficacité
potentielle en tant qu'agent thérapeutique. Face a l'augmentation alarmante des résistances
bactériennes aux antibiotiques conventionnels, il est devenu crucial de développer de nouvelles
molécules capables de contourner ces mécanismes de résistance.

Dans cette étude, nous avons évalué in vitro l'activité antibactérienne de la molécule N-
sulfonylphthalimide en utilisant la technique de dilution sur géloses par spots vis-a-vis de
bactéries a Gram-positif suivantes : Staphylococcus aureus (ATCC 29213,Cipro ),
Enterococcus faecalis et Bacillus cereus, ainsi que de bactéries a Gram-négatif comme
Acinetobacter baumannii (OXA, Col?, Imp®, Gen®), Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853,
NDM1), Klebsiella pneumoniae (C, C"), Escherichia coli (ATCC 25922, BLSE, OXA,
MCR1), Salmonella sp., Serratia sp., et Sphingomonas paucimobilis. Les résultats obtenus
montrent que 1’activité antibactérienne du composé (SPHT) a montré des effets antibactériens
dans 98 % des concentrations testées (Tableau 10, Tableau 11), les valeurs CMI montrent que
N-sulfonylphthalimide posséde une activité¢ antibactérienne notable contre la majorité des
souches testées, y compris des souches résistantes aux antibiotiques couramment utilisés . En
particulier, une concentration minimale inhibitrice (CMI) de 3,51 pg/mL a été déterminée
contre des bactéries Gram-négatives telles que Pseudomonas aeruginosa ATCC27853,
Pseudomonas NDM1I, Klebsiella pneumoniae C-, Klebsiella pneumoniae C*, ainsi
qu'Escherichia coli ATCC 25922 et Escherichia coli OXA. Toutefois, des valeurs plus élevées
de CMI ont été observées pour certaines souches, notamment Sphingomonas paucimobilis,
Salmonella sp., Serratia sp., et Escherichia coli BLSE et MCRI, avec une CMI de 28,125
pg/mL. Pour les bactéries Gram-positives, une CMI de 3,51 pg/mL a été enregistrée pour
Bacillus cereus et Staphylococcus aureus ATCC 29213, tandis que des valeurs de 7,031 pg/mL
et 14,06 pg/mL ont été observées pour Staphylococcus aureus résistant a la ciprofloxacine et
Enterococcus, respectivement. Ces résultats suggerent que N-sulfonylphthalimide peut étre
efficace contre une large gamme de bactéries, y compris certaines souches résistantes, mais que
l'efficacité varie en fonction de la souche et de sa résistance intrinséque aux composés
antimicrobiens.

La littérature met en lumicre le potentiel antimicrobien des dérivés de phtalimide, dont les CMI
sont comparables a celles des antibiotiques cliniques (Orzeszko et al., 2002). Des travaux
ultérieurs, tels que ceux de Santos et al. (2009) et Lamie et al. (2015), ont porté sur la synthese
et I'évaluation de dérivés de phtalimide, confirmant leur efficacité et leur potentiel en tant

qu'agents antimicrobiens prometteurs.
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Une comparaison avec I'étude de Rateb et al. (2016) révele des similitudes intéressantes pour
les souches bactériennes communes étudiées. Pour les bactéries a Gram-positif, Staphylococcus
aureus et Bacillus cereus, les résultats montrent une efficacité comparable. Dans I'étude de
Rateb et al. (2016), les concentrations minimales inhibitrices (CMI) varient entre 0,98 et 3,9
pg/mL pour ces deux souches, tandis que dans notre étude, les CMI sont de 3,51 pug/mL pour
Staphylococcus aureus ATCC 29213 et Bacillus cereus. Pour les bactéries a Gram-négatif,
Escherichia coli présente dans 1’é¢tude de Rateb et al. (2016) des CMI comprises entre 0,49 et
7,81 pg/mL selon les composeés testés., tandis que dans notre étude, Escherichia coli ATCC
25922 présente une CMI de 3,51 pug/mL, ce qui est en accord avec I’intervalle d'activité rapporté
Rateb et al. (2016).

Dans I’étude de Barbarossa et al. (2023), les CMI pour Acinetobacter baumannii sont comprises
entre 16 et 32 pg/mL. Nos résultats se distinguent par des valeurs inférieures pour certaines
souches, notamment Acinetobacter baumannii OXA 23 et Acinetobacter baumannii 13 Col?,
ol la CMI est de 14,06 pg/mL. Bien que pour Acinetobacter baumannii GenR, la CMI atteigne
28,125 pg/mL, elle reste cohérente avec les valeurs supérieures observées dans 1’étude de
Barbarossa et al. (2023).

Apres avoir comparé N-sulfonylphthalimide aux dérivés phtalimides, il apparait clairement que
ce composé présente une activité antimicrobienne plus efficace a des concentrations plus faibles
et pourrait constituer une alternative prometteuse, non seulement en termes d'efficacité
antimicrobienne, mais aussi en offrant une constance dans les résultats, 1a ou les dérivés
phtalimides montrent une variabilité. Pour approfondir cette évaluation, nous avons également
comparé¢ N-sulfonylphthalimide avec d'autres familles de sulfonamides. Une étude menée par
Boufas et al. (2014) a évalué l'activité¢ antimicrobienne de quatre sulfonamides synthétiques
(2a, 2b, 2¢, 2d). Parmi ces composés, 2b a montré la meilleure efficacité, avec des CMI allant
de 32 a 128 pg/ml contre Escherichia coli et Staphylococcus aureus. En comparaison, N-
sulfonylphthalimide a présenté des CMI significativement plus faibles (3,51 pg/ml), indiquant
une plus grande puissance a des doses réduites. Ces résultats renforcent 1'idée que N-
sulfonylphthalimide offre une meilleure efficacité antibactérienne. D'apres Boufas et al. (2014),
l'anneau aromatique des sulfonamides, via son doublet non liant, joue un réle important dans
leur activité antibactérienne, en facilitant leur interaction avec les sites de liaison bactériens.
Ces interactions sont qualifiées d'interactions acide-base dures, selon la théorie des acides et
bases de Pearson, et sont principalement contrdlées par des forces électrostatiques. Les

descripteurs structuraux tels que le gap énergétique, la polarisabilité, et les charges de Mulliken
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sur les atomes d'azote et d'hydrogéne sont des facteurs déterminants qui influencent cette
activité.

Une étude Becheker et al. (2014) a comparé l'activité antibactérienne de quatre molécules

sulfonamides (la-1d). Les composés 1b, 1c et 1d ont montré une bonne activité (CMI = 64
pg/ml), tandis que la était moins efficace (CMI = 256-512 pug/ml). La présence de groupes
phényle et fluor est déterminante pour l'efficacité des sulfonamides, améliorant leur
biodisponibilité et leur activité antimicrobienne, un résultat cohérent avec les études antérieures
(Messah et al., 2008 ; Ozdemir et al., 2009 ; Chohan et al., 2010 ; Kumar et al., 2017). Ces
résultats sont également alignés avec ceux de cette étude, confirmant que des substituants
spécifiques augmentent l'efficacité des sulfonamides. Ces observations mettent en évidence
I'importance des substituants sur l'efficacité des sulfonamides. En suivant cette logique, il est
crucial d'évaluer d'autres dérivés de sulfonamides afin de confirmer leur potentiel antibactérien
et d'identifier de nouveaux composés prometteurs.

Dans ce contexte, I'é¢tude menée par Ghrib et al., (2016) a exploré l'activité antibactérienne
des molécules N-sulfonylphthalimide sur des souches de référence et cliniques telles que
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, et Staphylococcus aureus, La détermination de
CMI par méthode de dilution en milieu liquide a fourni des trés bons résultats sur certaines
souches bactériennes avec des CMI allant jusqu'a 16 pg/ml.

L'évaluation de l'activité antibactérienne de N-sulfonylphthalimide a révélé une efficacité
notable contre une large gamme de souches bactériennes, y compris des souches résistantes aux
antibiotiques courants. Comparée aux études antérieures, cette molécule a démontré une activité
accrue, en particulier a des concentrations plus faibles, renforgant ainsi son potentiel en tant
qu'agent antimicrobien efficace.

Les résultats obtenus mettent en évidence [’activité antibactérienne prometteuse des N-
sulfonylphthalimides, en particulier pour certaines souches bactériennes. Bien que le
mécanisme d’action précis reste a déterminer, ces composés représentent des candidats
intéressants pour le développement de nouvelles molécules antimicrobiennes. Leur structure,
associée a la présence de groupes fonctionnels spécifiques, pourrait constituer une base pour
des optimisations futures, renfor¢ant leur potentiel en tant qu’alternatives aux antibiotiques
classiques. Ces résultats soulignent I’importance d’approfondir les investigations pour évaluer
leur efficacité et leur mode d’action. Il convient également de noter que, malgré leur
appartenance a la méme espece, chaque souche bactérienne présente des caractéristiques

distinctes qui peuvent moduler leur réponse aux traitements.
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Conclusion :

Notre étude avait pour objectif principal d'explorer les propriétés biologiques de la molécule N-
sulfonylphthalimide, avec un accent particulier sur ses activités antioxydantes, anti-
inflammatoires et antibactériennes, dans le cadre de la gestion de pathologies respiratoires telles

que l'asthme.

Dans un premier temps, nous avons évalué son potentiel antioxydant a travers des analyses in
vitro, en utilisant des tests reconnus comme le DPPH, ’ABTS, le TAA et la capacité de
chélation des ions ferreux. Ces analyses ont confirmé que le N-sulfonylphthalimide posséde un
fort pouvoir de piégeage des radicaux libres et une capacité a réduire le stress oxydatif. Cette
propriété antioxydante a particulierement motive son évaluation dans un modéle expérimental
d’asthme allergique, une pathologie ou le stress oxydatif joue un rdle central dans la

physiopathologie.

Dans ce modeéle, les effets de la molécule ont été analysés a partir d’échantillons prélevés dans
le liquide du lavage broncho-alveolaire (LBA), le sang, ainsi que dans les tissus pulmonaires et
hépatiques. Cette approche a permis de mettre en évidence un effet a la fois systemique et local
sur ’inflammation bronchique. La réduction significative des niveaux de malondialdéhyde
(MDA) refléte une atténuation des dommages oxydatifs, tandis que les systemes antioxydants
endogenes (GSH, GPx, SOD, CAT) ont montré une amélioration notable, traduisant une

régulation positive des mécanismes de défense contre le stress oxydatif.

En parallele, les marqueurs inflammatoires, tels que la formule leucocytaire sanguine et
I’interleukine-4 (IL-4), ont été significativement réduits, traduisant un effet anti-inflammatoire
marqué. Les résultats histopathologiques au niveau du foie ont confirmé une réduction de
I’inflammation et une restauration de I’architecture normale des tissus. Ces données mettent en
évidence le potentiel thérapeutique du N-sulfonylphthalimide dans la gestion des mécanismes

locaux et systémiques associés a ’asthme allergique.

Par ailleurs, I’activité antibactérienne de la molécule a été testée contre un panel de souches
multirésistantes, telles que Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii. Ces bactéries, impliquées dans les
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surinfections respiratoires exacerbant les symptémes asthmatiques, ont montré une sensibilité

significative a la molécule, renfor¢ant son potentiel en tant qu’agent antimicrobien.

Ces résultats confirment que le N-sulfonylphthalimide est une molécule multifonctionnelle
présentant des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antibactériennes. En particulier,
sa capacité a contrer le stress oxydatif, un facteur clé de I’asthme allergique, en fait un candidat

prometteur pour des applications thérapeutiques innovantes.

Des recherches complémentaires sont nécessaires pour traduire ces résultats en applications
cliniques. Il serait pertinent de tester 1’efficacité de la molécule dans des modeles d'infection
fongique, comme ’aspergillose bronchopulmonaire allergique causée par Aspergillus sp., une
complication fréquente chez les patients asthmatiques.

En parall¢le, il est crucial d’approfondir la compréhension des mécanismes d’action au niveau
moléculaire, notamment via des études de docking moléculaire. Cela permettra d’identifier les
interactions spécifiques entre la molécule et ses cibles biologiques, facilitant ainsi son
développement thérapeutique.

L'optimisation des formulations galéniques, en particulier sous forme d'inhalateurs ou de
nébuliseurs, pourrait non seulement améliorer 1’efficacité thérapeutique, mais aussi faciliter
I’administration chez les patients, notamment dans le traitement des infections respiratoires.
Des etudes approfondies de pharmacocinétique et de pharmacodynamie sont également
nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes d’action et ajuster les protocoles de
traitement. En outre, il est essentiel d’évaluer le profil toxicologique a long terme de la molécule
afin de garantir sa sécurité d’emploi.

Enfin, des études sur les effets neuroprotecteurs et anticancéreux potentiels de la molécule
devraient étre explorées, ouvrant ainsi de nouvelles avenues thérapeutiques.

Ces perspectives permettront de positionner la molécule comme un candidat thérapeutique
polyvalent et d’accélérer sa transition vers la phase préclinique, voire clinique, en favorisant

son développement global.
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Annexe 1: Composition de I’aliment pour 1 kilogramme de nourriture (ONAB, Bejaia)

Matiére alimentaire

Quantité en g/kg d'aliment

Pourcentage (%0)

Mais 620 62
Soja 260 26
Phosphate 16 1.6
Calcaire 9 0.9
Cellulose 10 1.0
Minéraux 10 1.0
Vitamines 10 1.0
Annexe 2: La gamme d’étalonnage du BSA (mg/ml).
0.8
0.7 y=0.6711x +0.0169
R? = 0.9929/‘
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Annexe 3: courbe d’étalonnage représente des concentrations connus de 1’IL-4 standard

DO

1.8
y =0.003x + 0.1348

1.6 * R2=0.9854
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—— Linear (DO)
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0.2 {
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o
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Annexe 4: la méthode de dilution de streptavidin-HRP

Volume of
# of 8-Well Streptavidin-HRP
Strips (100X) VYolume of Diluent
2 20 pL solution 2mL
4 40 uL solution 4 mL
6 60 pL solution 6 mL
8 80 pL solution g mL
10 100 pL solution 10mL
12 120 pL solution 12 mL
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Annexe 5: Solutions utilisées pour le dosage des paramétres du stress oxydant.

Solutions Composition Quantités
- KH2PO4 1,36 g
Solution de lavage - NaCl 99
(pH=7,4) - Eau distillée 1L
- Bleu de Coomassie (G-250) 100 mg
Solution de BRADFORD - Ethanol 95% 50 mL
- Acide ortho-phosphorique 100 mL
- Eau distillée 1L
Tampon phosphate - Tris 50 mM 6,057 g
(pH=7,4) - NaCl 150 mM 8,775 ¢
- TCA 209
TCA-BHT - BHT 1g
- Eau distillée 100 Ml
- Tris 0,315¢
Tris-TBA - TBA 1,729
- Eau distillée 100 mL
Tampon TBS - NaCl 150 mM 4,387 g
(pH=7,4) - Tris 50 mM 3,028 g
- Eau distillée 500 mL
GSH - GSH 0,491 ¢
- Eau distillée 16 mL
DTNB -DTNB 5,151 g
- Eau distillée 13 mL
TCA -TCA 0449
- Eau distillée 40 mL

Annexe 6: Réactifs utilisés pour le dosage des protéines totales.

Tartate de porassium sodium 15 mmol/ L

Réactif (Biuret) Iodure de sodium 100 mmol/ L
Iodure de potassium 5 mmol/ L

Sulfate de cuivre 19 mmol/ L

Etalon Sérum albumine bovine 7 g/ dL
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Annexe 7: Réactifs utilisés pour le dosage de la superoxyde dismutase.

Prélever dans  Cuve de référence Cuve illuminée Concentration
les cuvettes (zéro du du milieu
spectrophotométre) réactionnel
Totale (B) Echantillon
(E)
EDTA-Met 1000pl 1000ul 1000ul EDTA (0,ImM)
Met (13mM)
Tampon 892,2ul 892,2ul 892,2ul
phosphate
Echantillon Xul Xul
Tampon 1000-Xpl 1000ul 1000ul 50mM
phosphate
NBT 85,2ul 1000ul 85,2ul 75uM
Riboflavine 22,6ul 85,2ul 22,6ul 2uM

Annexe 8: Réactifs utilisés pour le dosage de la catalase.

Essai (pl) Blanc (pnl)

Tampon phosphate (100mM ; pH 7,5) 780 800
H202 500Mm 200 200
Surnageant (1 a 1,5 mg protéine/ml) 20
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Annexes

Annexe 9: Spectre RMN 1H du N sulfonylphtalimide (Grib et al., 2016)

"""""""""""" e e i
! § §Eii: date 8

T T T
150 100 S50 [Ppm

Annexe 10: Spectre '*C du N sulfonylphtalimide (Grib et al., 2016)
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Annexe 11: Spectre de masse du N sulfonylphtalimide (Grib et al., 2016)
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Annexe 12: Activité antibactérienne de la molécule testée : valeurs de CMI, comparaison a la
ciprofloxacine, et classification bactériostatique/bactéricide

Acinetobacter OXA 23
Acinetobacter baumanni 13 Col ®
Acinetobacter 5 baumanni Imp *
Acinetobacter baumanni 12 Gen®
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853
Pseudomonas aeruginosa NDM 1
Sphingomonas paucimobilis
Klebsiella pneumoniae C
Klebsiella pneumoniae C *
Klebsiella pneumoniae 1
Klebsiella pneumoniae 2
Salmonella sp.

Serratia sp.

Escherichia coli ATCC 25922
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Staphylococcus aureus CIPRO R
Enterococcus faecalis

Bacillus cereus

Staphylococcus aureus ATCC 29213
Staphylococcus aureus CIPRO R

Enterococcus faecalis

14,06 64
14,06

351 4
28.125

3,51 8
3,51 16
28,125

351 2
3,51

28,125 8
28,125 8
28,125

3,51

3,51 512
351 32
7,031

14,06

351 2
3,51

7,031 1
14,06
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Bactéricide
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1. Introductiom
Ire asthimay, snflamimabion plays a crucial role moameay
hypermesponsiveness amd shslmction. Studies have shoan
that inflammatary prscssses involving varous imasune
cells and meditioes contnbule 1o the pathoyenesis of asthb-
ot Targpstimg adlamination threagh imlerventons such as
regulating the MOTCEL sagnaling, pathwiay and mbibuing
epithehial-mesenchyrmal ramsitwon may ofler prendaal he-
mpustie stralees for moaging asthms, Unierstahng
the complex milammatory mechanisms nasthma 15 ek
sentizl fir developing eflisclive treatments that alleviate
symalams aml improvve patient solcomes [ 1,2]
Iedbammation i asthima os regquently aseciated wilh
mensased generation of resclive axygen species (ROEY,
ciussd by inereased axidalive stress that ocowrs i the
wirways ol astlamali palzents. This weakens the lungs,
making them suscepnible te varous bacteoal superinloe
tiors that complicate (he siate of asthma. The e of drees
& Uoenespedulisg authog,
E-iiiadl ndliess! ginel b T FTRTSTEE ha g (A, Biiesiiradjelp
Ehais bt S b £ R0 4T LS it 202470 UG

asthestanis palleokoay, epecially duiing Bacierial supsrafsein

kel which oukd potentally Be o odiig ol cinice i
1Bl g ey g,

Heywards! Moo-gpniheized N-solonyIplihaliide: As-axidon; lalammeling, Anlibacienal, Asiloeg e

that have admxichusl elfects has become of inbenest and
hezs promepled the synthesis of o laree number of chemicals
that reduce descases of the nespiatory system and 21 the
s Lirnee allow the Gght aginst bacieria 1.
Phitlamcle inml Mesubstituted phibabimude compaunds
comtain o cyelie mucde stneclare that s known 1o mteracl
wilh biological syvstems ellectively, This unigee sircturne
allws tlesse compounds W exhibat diverse phamacakg-
cal activities, meluding anti-ndlummatary properises by
muedulatimg rmmene respanses aml antiGactenal eflecs by
largeting. baclerial growth sl survival mechonaons, The
presence ol funcliomal eroops an eer strocture enabdes
imberaclivns with specific biological argels, making them
valuable candidates Tor drog develapanent and therpeo-
Lic mmlerventions in vaoeus oedical conditions, Further
resenrcl inko the mechanisans of acion and specilis mole-
cular meenctions o these compounds can provide msighis

104

131



Publications & Communications scientifiqu

€s

Mol W-Sollies lphithalimbde sy iz inaahima, mealel
inlo their polentiad applications m pharmacabezy aml me-
chaine [2,3].

Phthalimnde and N-subatitiztied phthalimide have a spe-
il structune that helps (hem o be phamacesutically wses
ul aned biologically active, mehsling ante-inlfmmatery
12 ] sk anlzbacterial [3 ] activitics. Inthis study, we investi-
eated 1he anboxodanl, asE-nilmmatery, and antfcteral
elfvcts of a synthetic phithalimide-conlzining devivalive in
an experimeental asthma meded e awvalhuninessensitiesd
Wislar rals.

I Nuoderials aod methods
E1. Chenicals

The Mesulfonylphibhalimide 2 (PH) (Figure 1) s casi-
Iy symihesized an excellent yvield {%2%5) by condemsalion
of phibalic anhydnede and selfonmide dervative 1 of
phenyippenseine umler ultrseund irmcdialien, The siooc-
sre ol the synthesioed compoosd (PEL o anambiguowsly
conlinmed by usual spectroscopic metheds 'H NME, VO
MNME, ME, EAan:d 1R |35,

1.2, Im witre aleterminotion of antiesidant and chelating
activily
221 DI'MA radical scasenging assay

The DTN (1, I=liphenyd-2-picrylbydrasy]l]  radical-
stavengmg elfect was evalmted llowing the prsceduore
ceseribed moa prevsius sty [4]) In seccinel lerms, the
alipnds (50 ml) of wvarows concenlndions ol the com-
poumml tested {PH) werne addad o5 mlal 2 0,004 % melbia-
nl selution af DPPH. Aller 30 man of incchation al reom
temperatune, the ahserbanoe was read against o black o
51T nm. The mbibitien of e rsbcals PP i percens
tage (1P U507 was caleolated in the folloaving way: IFP %5=
Jiel flani: - "'!...-,t-'l"Hn.u-'l # P where [P s the ainhibalzom
percenlaee; A blank is the absorhanoe of the contnl reacs
o (comtaimmyg all reagents excepl the best sample), aml A
sumple is the abserhunee of the test compaund. The nesulis
arz expressed as BCS, the jorsent al anlzxicdanls neves-
siry o dveroase e talzal cancentrabion of DT by 50%,
Thete lewer ICHEF walues mdicate o hagher mstioxidiad ach-
vily. Swnthelic ascarbic acul was used as postiiee contnsl
fantiaxniint].

22X L Tidal Antioxidaot Activily {TAA) by phosphao-
molybdenum metbod

The datal astasichnz) capacaly is based oo the reduciaom
af ammenium molvhdate (W) e ammoraum ol vhalate
(W by the sample and the subsequent Fmmation of green
plassphale’ Mo [V} compaouncds with a muaximnan absem-
nan al G695 nm [4]. A quantity of 0. mL o cach sample
10 mymb) was mied wath the reagent solution (L6 M
sullirie acid, ZH mid sodium phoasphate and 4 mbd ammao-
nturm ey hdate m 1ME mL ) The abes werne imewkated in
hoiling waler bath at $5°C for 90 min. Then the solulion
wars corled W room temperatore 2nd absorbance was nead
a1 095 om wilh speciopholomeler agiinsl a blank., The
ol antoxidant activity resells were he ratine betyween

u BB — o
H 1 . R = r s H_ -
o * T T, ik A s
[ HH - ", =T o
o =
Fep. L. Syrchesis of MesullonyEdunhalisside dedivanve of pleoslpipe-
mzine.

Cell Mol Binl. 2024, 70024 LI14-120

the positive combrid and 1he samples onder stedy. The ne-
sulls are expressed e ppe positive combned Vitamn C)pg
samiple, alier the caleclation of the following relalica: x
pasitive comdrol {ue/mb Va sample (ug'mi).

223 ABTE asay

2. 2%Mcmibs-3=elhy beneothieelme-tesullonie - aeid
[ARTSh ranbcal colen (ABTE ") was prodbuced by reacting
ARTS seletven {7 mb) wilh ammeninm persulfale (2,45
mid L The mixture swas alliveced o stancd i dark 21 rooan
Lemperziure e 12- 16 |v belone use. For the siody ol PE
sanples, the ARTS solution was dilubed wth etbhamol oan
absarkance of .70 (L2 at 734 nme In briel, one malli-
Liber of diluted ARTS solutions wis mixed with 10 pLoof
sample o Trolox stancdands aml the percentage inkibition
was caleulabed gl TEAC [Trolox equivalent anticxudant
capacityd values were cdetermimed Fram the decreases o
absorkance From the Trolos starslacd curve 45

L.1A4. Ferrauas ln-chelating abilily axsay

The Ferrvus smechelating abiliy was delenmined ac-
cemling to the method of Decker and Welch [ 5] witl mines
mealslications. O hudred microditers of each sample
stock solutivn (5 mgdml ) wene mixed with 135 plood s
Lilled wvirter il 5 ploof 2 o FelCl, i microplote. The
reaction was indizled by the acdifition of Tk pl ol 5 m3d
ferroeine. The selulxms were wiell maxed aml allowed o
stinml for 10 min ab reom mpetere, Aller incubation,
the absarbance was mepsunad ab 362 nm. Dastilled waler
LD pl ) msieaad ob sanpde solution was usecd oy g cortrol
Drsialied water { D0 pL) mslead of Ferrossse solulion was
e as 2 hlank; Ethy lenedimmeterrascetic acud disoidinm
sl ELFTA-MNa, was used as reference stamilard. The ler-
rous n-cheliting akality was caloulated as follows:

Ferrous aom= chelatimg abibity {%5) = [(Ad0AT-AZN]
A= 1L where Adb s the absorbance of dhe control, AL
i5 the absorhanee of the sample or standand and A2 15 the
ibsorbance of fhe blink.

2.3, D wive aplinxilant activily
131 Animals

Thrty-lowetr male rats {Adbiee Wiklary, weighing ap-
praximadely [HE=130 ¢ al 1he age of 8 weeks, wene
pravided Trom Aleeers Pasteur Institule. All animals werne
henzsed in ciages that were cleaned every bwo ddays and ket
i regular settings oF 25°C anda cycle of 120 lightand 12k
ek, wath free access o foed aml water. Before beginning
the experiments, the mis were given a [5-day acdaplation
perionl The experimentad procedures wene carred vl -
cemding 1o the Mation] Institute f Health Gimdelaness tor
Aqmmal Care and appreved by aur Ethics Comamtice of
vur DOGESDT jmetitutiny (umider nember™s project PRFLE
P IO LLINZ30] KIS,

232 Experimenial groeps design

Expezimmentzl rals were dislobuted i d growps af nane
L4 males recenvang the ollowang incdments: Bats ol
graup 1 were umtrealed il served a5 costrol (0L Animals
o proug 2 were amlly givena dose of Nosultonylphtha-
Limmle (PHE of 24-% pmalke, acconling w0 MNeves et al
|5 While rats of group 3 woere sensibiaed by osalbuman
(O%A Animals ol growp 4 were serzsizeed and treats] by
H'HIJ|“1I5_'.'||?|‘II|.'IH|iI:II:iI]|.' JOA 4 PEL L

15
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233, Sensilization and airway challeoge

O and OWVATH groaps wene sensilzeed wath ovals
hmin (greadie 11, ref. AS2E3-250 05, Sagma Aldrich], aocar-
dlingz Lo the methels o Moo et al. [ 7] amd Yamge ot al. 3],
Thay were actively sensilneed by mlraperilareal izjections
af ovalbuman (1 mg'mL) with alizme ol sl ) as
an amljuvanl oo days B and 14, O doys 28, 22 amd 35, the
rats were challenged, Foer 30 i, witly mbalatvon of eaher
%A S mey'mb) viz o nehulncer (O3 RON, NECIE)
coupled Loz plasiac bos. O and PH grups recewved igec-
tans and were challenged swith salime ool

234 Prepacaticon of Liver Homogzenoles

Liver was quuckly remuosved, svashed o 09 %6 Malll
solalzen and weighed afler the careful remewal of the sue-
raunding conneclive tissoes, and then, 2 guantaly of 1 g
wis heamsgenized in 2 ml of phasphate buller solulien
(PBS: Tris 50 mbd, NaCh L5 mbd, pld Tdh al 1:2 (aiv),
i reescold combion. Hemagenates were cenlnboeed ot
3,00 Jor 3% mun at 4°C; the supematants were davabed
it abiquats amd then stored sl =209 |9

235, Estimation of Lipid Fecoxidation (L Levels

The detection of malondialifzhyde (MDA resulling
[ram the degrudation of pelyunsatunited by acids wilh
5 or & deuble bends peroxsbived by 2 colorimetric reac-
tan with theebharbituric acul {TEA), 1= 2 nghly sensitive
meethid for detenmining lipud peroxidalion e v, Thix
assay 1% perbormesd according 1o the methisd by Esterbaucr
ot 2l 18] i bver bssue. Supenselant {375 pl) was hos
mxisgemized by somcation witly PBE {150 uL), TCA-BET
(AT pl) (tnchlomacetie acidls eyl hydrosytoleeney m
arder by precipitale probeies, amd then centriluged {100]
& 16 man, 2l 4 CC) Afler that, A0F gL of supernatan
wins e wath B pE el FICT (ikd W0 and THA (320 pl)
cliesedvel in Tris, asd the mixlure wes heated a1 BOYC lar
10 min. The ahsschazoe of the resullanl supemalznt was
reil al SHEnin.

EA6. Estimation of redlweed glutathione (GGSH) Levels

Glulzihions level is @oterminsd an the Liver lsee ac-
carding 1o the metbnxl of Weckbercker znd Cery [11] The
prancaple of Lhis assay 15 besed con mezsonng the optical
ahsochiance ol the 2-nitree-5-mescaptune resullang foom the
recluctiem ol 5, Ssdithae=his=Z-nimabenzaic acul (IVTNE]
fy wrawps SH ol ghetathaone. To this enad, depridemazation
1% madde b keep anly 51 groups specdic o glutathione.
I]-:ril.'ﬂ:.-, Diver supsmatant (B8 mLy was adhded 1o 0.25%
sulphosalyoylic acud (003 ml) and tubes were centriliaged
a1 2500 ¢ for 15 man. The supernatanl (05 mb) was maxed
wilh 0025 mL ol A B DT B aed 1 ml phasphate bud-
ler (0.1 M, pH 7.4). Finally, absorhance a1 § 1 2mm was nes
cardel. Tolal GSH conlent was expressed as nomal GSELY
g pralean.

23T, AMewsurenienl of glotathione peroxidase [(Cil'x)
activity

The emaymatic activiy of CGPx was measured by the
meetbsd ol Flabe and CGiimeder | 12]. This mmelbaod 15 hased oo
the reduction of hydoogen pervoode (H G § oo the prosence
af reduced glulathione (GSHE The e o iansfoomesd
il luttbaone disalplade (G550 emder the inlioence of
OiPx. Supemalant obtaimed aller cenioifiseing lover hoowa-
genate ab 5K g for 10 min Gellowed by HLOGE ¢ Lo 30

116

Cell Mol Binl. 2024, TOr: L4-120

men b A was emed buc G5P% assay Beaction maxlare {1
ml) was prepared sehicls comtamed D.3ml of phasphale
batler (0.1 8, pil 740, 8. 2mL ol GSH 12 mbdh, 0. 0mbl of
s aesde § 10 mb L oL e 1Y, (Dl el 6.3 mL
ul liver supernatant, Adler incubaticn ab 3790 for 15 1710,
reaction wias tenmmated by adidinon of 9.5mL 5% TOAL
Tuhas were centrifuged ab 1500 ¢ (e 5 oo el the super-
madianl wias collectadl 0.2 :||:|Lu-|'p||-\.1>.]1|iull.' budler {11 W,
pH T amd 007 mL of DTHB {{d me'mL) were added to
.0 ml of reacinen supematant. Afler mizing, absorbamee
wis rocerded ab 420 nm.

LAH. Measurement ol calalase (CAT) activity

CAT activity was mueasurad af 240nm using 3 UV
sible by the vanalon of he consecutive apleal density
ab the dsmutation of kydropen perosade (LU [13] The
reaction mixture consists af 750 pL phosplaale butler (pEl
758 20 pL ol hvdrogen perossde {500mM) aml 20 pL
supenaiant oo finad vielmme of 1 ml. Absorhance was
reconded ab 240 mm every 154 Foe 1 oovin, The enevme acti-
wity was caleulated by smsing an extncism coeflicient of
DA 3 em.

239 Newsurement ol superoside alismulase {500}
welivily

The dosepe o RO actively was carmied vat by the NET
lest, which s a phatoreductiion methisd mhallavin come-
plexmethionine, which genentes superssicde ansens | 14)-
The exidation o MET by the superoaide ansen O s used
Eue o the presence of SO0 delection base, In an acrobic
ervarenmenl, nbadlvin bleml, methiomne znd NBT pve
i bluish coloration. The presence of S0 mhibals the osi-
datzon of MET. Broelly, § pL of the supernatanl was come-
bzl weith Iml of ERTA methionine (0.3 mAd), 15%mL
phosphatie butler pH T8), S5 pl of Z6mii NBT; 22 pl.
ol ribedlaven (0L 20m5 ) wen: achibed as the st zod the light
was swilched The neacton changes in shsochance a1 560
rary e reconbsd aller 200 mim.

2.3.10 Histopathological Examimation

Laver was cissected and smmuediately fixed m Romeal
solutions tr W% for 24 b, processed by mmg o gruded
ethamed senes, and then embedkded o pandhin {mercased
Lo SEIRECL The pasdlin seclimms wone cut inle Spm thack
sloces using a microlome [ Leica RM2125ET), Gellowed by
stacnang wilth hemaloxylin and cosim (Leica STA0H} and
i meunting EUEITTT. Fanally, the sections wene abserved
unl amalyzeed under an oplical microscepe {Lesca DM LB
25 and then phatogrphed.

2.4, Anptibaclerial Activity Assay

Busceplzhility besting of selected simains of Cram-pos-
vive and Cimmenegabive bacierna aganst the neo-synthe-
streel M=sul oy Iphthalimale was performed using the dils
faon method accarding 1o the European Conumilee bor
Antirnicrohial Susceptibality Testmg (ERCASTI [15].

Breslly, loe each sirein, a hacteral suspenssen ommes
sponding 15 0.5 Mac Farlamal was prepared. Sodetian ol the
compoend in Dimethy? sulfeaide (RMEO) was prepared
Loy obtam semi-leg diletoons af kall=te-hall, In Petni dislees,
T ml of each concerdrtion are mlded 10 1% mL of 3ul-
ler-Himten Agar and lell e soladify, Fach Perre aish was
goeded by spotiing the strmns. The incubalion wis dane ot
37 boe 1R-2dh. The clinical strins were obtained rom
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'II:||. !Iahl.mlL-:lr_l. uf mu.ruhuulul_.y ol I:h-\. [.:1:'.-1.nﬂ.13-' Hlaspi-
fal Center of Dr. Dochar o Asormaba (A lmeril The Ly
Htrns wene provided by Laborstory of Mrerobialugy,
Faculty of Fharmacy, University ol Annaba (Algera).
As o pegative oonlol, DMSCE woas nsed. For each stram
wrovth, ditTerent concentratzens of Mesuliimylphibalimixle
wene appreciated and the Mimomal Inhibitery Concentra-
T TV walees were determmed.

L5 Sratistical analysis

All data are expressed as mean & S0 for pine s of
czch growp, with holegical replicates secleded e cnsane
rabusiness of the Fedings, These caloulabons were per-
loomuedl wsimg Microsofl Excel (20100 Significant dilf-
remees belwveen 1be reup’s means wene delenmingl by the
Studenl’s ekt The sttistical sigmbcation of dilference
wis laken as peolbdRs.

3 Resulis
A1 Determination ol fa vitre antioxidant aclivities

In onler Lo cstimade antiosalanls capacities ol M -sal f-
myl phthalimicde (PFH) sample we med DPPEHL, TAA, ABTS
and Fernwus ions-chelalmg abiliny assxy. Conceming DFTH
assay we found that FH sample has amtoxidant aclaaly
hetler than BHT, In ABTS tesl, PH was alsi foumd toe he
e micst petent finllwed by Trolox, Wheres, an TAA, Vil
i has the most capacaly antrsidant cempared will PH
sumple he same with erreas o cheloting ahaliy assay
EFICAAD sherws thit EDTA has the moest :I:lilil._'.l 1o chelxte
ions lallowed by PH smmple. The results are presenteil m

Tahle L.

3.1, Effects of lreaiments on Hpid peroxilation and
ndm=eney midic antioxidant (GGSH)

In IA-trealed  proep. resuils (Figune ) shaowed o
highly stgnificant ancrease m MDA level (peolliind } and
a highly sigmbBoast decreass in the hver GSH conlenis
(0Ll Whlst, the co-mlmanisintun af PH with (%A
has tmpeaved ke GEE coment (p=DAKIL) sl shiswved a
cecnzse dn lver 204 Tevel (o001} comganed e the
UV A-treated group.

3. Elfvcts of freatmenis on antiovidant eneyimes

Andraaidant emaymee activitics ol the hepatic tssies are
slerovn i Froere 3. Thos, 301, CAT, amld GI's activities
decrnssed sapnicantly m O%A-reaied group (p=Lixl,
003 and peolk AR ) respectavely, companad Lo the cominasd.
Im aclditicn, o sipmlicant pecavery ol SO0, O AT, and GPx
(0L 0HR], =005, ancd pe0ARS ) respeocively, wis ohserocd
1 response b lhe presence aof PH.

Tabile 1. Asniositkant i sdne gelivilizs o M-sollisay] plulislsside

[H] Nl Binl. 2034, 702 4= I‘D

s [
Wl

| Fig- T Ellec) of PH o0 sadi-eteyvealic antinaalant [GNEL and lijid |
:|Emldl.li.m| AR R Walis ane phoen s miean = S0 Sigedeen il |
| Hzrenee: all ueanal grips conpee el W iheconnml ene 138 =00 o |
',-:; =000 AL wreanal o Sompaned otk (1WA reeld e |
.| *preell0S, * Al aed Y e <ILOOLY,

m & = F E

sl i mn o #

- -

MIENT il

==
P ERER N

| Fig. 3. Effoet oo 'H o gnemabie anfioideal (G, CAT, wml EI::‘I'J:A.;
| Walugs are gaven as mas = S0 S5mitcant dilfesee: ol tealal)
pl'l.'rll|'|-| aninpared e die ool ored 05 p=lL0S amld ARY =000 )L .-'-.II'

|:l.'|£-\.ll g S b il OV menad ong -0 s gl ** e
= L0DL) |

34, Histopathological Resulis

Micrascopic observalon of ral Liver contral shows 2
regular lslalagical simucture 2nd noemal bepetocyte ool
muorphieloey [Fagure 4-5). In conlrst, (W A-Ireated groap
bzl histalogical alleneions swech as dilztation ol simesoidal
space (red arowes), infiliation of mélammsiony cells vel-
lerwe carcled aml ool necrosis Tdoukde green armow dinees
ticat b€ Figune d=00 Hewvever, the WA -PEL growcp shiseed
i reduebion ¢ siowseidal space {bhee ammows), decnzase o
mlammatory oells (green cirele) (Fagare &0, Mo hasbe-
lagical changss i the liver of PEL groap compared o the
ceamtrd griup were fumd | Figune d-00).

A5, Antibocterial Activily

The compoaund (PEIY e shown anbibacierial elfects
m 95 of 1he tested coneentatons {Takle 20 The MO
meadad of 3.5 pg'ml was determined againg Gram-neg-
ulive hactena excepl & ocolf E88L producer and Acinetie:
bacter bormearit 13 Colistime cesslant with, nespechively,
28 15pe'ml amd 1446 pp'ml values, In case ol Crm-
pasitivee baclern, the MIC values reconded were 3.5Tpg!

Antiovidant activity

Sl DEFH IC,, Taa ABTS FICAA
ipn-nd-l [mpgh ipgimil) (ppimlL)
Mesulivay] phahalimide 7307 + 1Auk 13,45 2 (.4d fed 50 = 1510 4379 4001k
Vit 4315 +1.03 L2 2 0ia H =
BHT A0200 & 1AM - a =
Tralox T4.54 =140 -
EDTA - . 25,31 + 09
157
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Movel N-SainrglEhhalnhde iy iz inashima mdslel

Cell Mol Biol. 2024, TOr2p L4-120

Fig. 4o Heneloegioal sodlion of e liver im oes ol dillenest B
mezital gringde (XA0E {Th reciovel histalogaeal stcture, (0 dila-
Taten ol sissoidal space (red fereas), ishilicating ol ity
colbs {yellow cirelel wad cells neceosis (doiibde gresn aimw diras
bang, (PEED secoal heodepleal swiciine. (OWA+PH) idduction of
audaiidal spod (hloe simawal add decgeass i billeeusaey cells
dprecii cliclel

Table L 8IS valuis of M-sullinyEluhelisiol e agoer ieamad Baciera,

Sirpins MEC {ng/ml)
values
Gram-megative hacterin
Klvhsiefle pneumomiar KPS 151
Klchsivihe prenimamas KO+ 151
Klhslelhe pneunmiar 2 sl
Evchiorfefiio coll ATOC 25922 151
Ecalt E58L oo .
Freinaenanas aoreginerac ATOCITEEL 15
Fronhananas VO 1.5l
dvinenshacter bt §3 Cofl 140
A s 5 upft 5 1.5l
Ciram-pasidive hoceeris @
Sraphiplovarsass aneeny ATCC 20213 15l
i auneas Clpre & 7431
Enicverneoas [eacails 4.0

il apzinst Saaphrocecens apreny ATCC 29213, the value
af TAR ppimb was recorded wilth Stapifrrdecoceny awneny
Ciprodloxacin ressstant e 1406 pe'ml wath Eefesscoc.
cAr el

4. DMiscossinn

Phthalimide amd M-substitisted phihalimides are a cmue
cial class of compounds becouse ey possess impoctand
heohegical activaties [La]. In addilien, in generzl, (he com-
poumls vontainang the sullonsmide group are imleneslEing
dervatives that bave polyvalent aml potential biokegical
aclavaties {auch as anti-indbnmmataecy, anie-lemmer, el So,
i arcler Lo conficm the antioxidant effoc of a new 15 sl -

mylphilbalimabe 2nd it anti-asthma therapeutic vilecl, we
imied an allerzic azthang model i rabs. [ncdeed, axidalive
siress plays an impoctant rale o the pathophysialegy of
wsthimn i whech dimape 10 oxidalive stness basmarkers 15
i extablshed comseguence oF milammation | 17] [ 15].

Char resulis show thad symbeszzed Mesul ooy I phthali-
micle molecule hus scavenping ability azaimst the free qude-
cal 2. 2-diphenyl- 1-picryl-hydneeyl (DFPH=} and cheliting
activity an lerrous mons, accondong o Karthik ead [ 19] the
woavenping abiliy against the free mudical 2,2-ciphenyl-
L-paeryl-boydrazyl {PPH= tnowhich the DS valees of
the higher rudical mluibition actvily 310 wis 1540 pe'mL
coapmense fo the Wit C (1690 pe/mL) In addition, this
synthesized plilzlimile was capahle of chelaling Fe™
s whose fomd that Mesulfoyiphihalimade s the
bezst walue (F4.12 pedmb ) companng L standacds (EDTA
L3858 pe'ml) . Fe* sons maiiate fnee radicals thoosgh the
Fenton amd Haher-Wieiss rexclion. This reaction 15 a nee-
ticm betweers Ferrous jon and hyadrogen pereside whick
praduces highly reactive bydnoosyl radacals implicatsd in
mary diseases | 402 Adso, owr mealecule has o lalal anlsos-
iant capacily s stane cormelations are evident between the
antaieiclant wctivily measured amd the bype ol spacer lin-
king lhe arematic mng W the carbosylic acid group or the
type of substituent on ectho-posidom o e kydreeoy| groap
resqonsthle fir the activaty [21].

Tu reinforce the precedent pesulis we exposed rals to
allergen by anhalalen-mducsd mammatony airacay s
pensse and treabsd hem witly Mesulfonylphibalimade me-
lecule, the results werne compared lizstly with the conial
wroup (071 and secemdly with the O%A sroop (0VA-sens-
Lizied risi. Our datn show evaluation of cerlain axidnlive
siruss bromarkers, wspecially i liver, The diminuton level
ol GE3H which could bz explained by an adaplive response
Lo prndatve stress, and the elevated level o MO8 m the
CvAechallenged sroup cauld be Jimked e the perosicition
damages of burlogscal membranes, caased by an mereased
reactive Fe's andfor mmactivation of eneymes mvadved 1
antaoaicdani definse and a's confiomed by the decrcasing
ol G, S0, amd CAT activities, This result 15 o agnoe-
menl with those af Chekchaki et al [22] znd Khaldi et oal
|253]. wisich showeed i theic experimental work axidalive
mactiviation af S0, catalase, and the decnzase m S04
fommuatien o OWA Treadled asibmatic =ik

Al the prevasus results wene conlinmed by the result of
the histopzibilegical study of Liver. Hence an infillcition
ol inlammatery cells mothe OVA-Challenged prosp was
phserved and dilatation in siowsoids and cell necrasis, dus
cerlainly Lo mumune regetion zad possthly te the Tonmation
ol reactive madscals anad b sehsequent Lipid peroxidation.
Ao resull, the accumuelated bydroperossbes in thas organ
couhl camse cytedenacity wsocined with membrine phos-
philpads peroxidation, the hasis of liver damage. A ssmi-
lar comcepl was found o the Tiertme by Klzldi tal [23]
demsensirating e allenitions m liver histoarchiteclun: i
asthumn Gt ol

Furthermisre, aur study provides evidence ol 1he anti-
inflammatory ad ast-asthmetie elfect of the M-sulthe.
mylphihalimale moelecole. In fct, phthalmdes posess @
strsclurl feature —CO-MRICO amd an imnde ring this
frumuewerk plays an immense rde which kelps Ihem to be
biclogically active and phammacestically wedul [24]. As
the nesulis of Limaoel 21 [25] conlinm the rale ol the phtha-
Limule ring in the anti-asflammatory activity, A% pard ol an
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Movel N-Sullis lElubaliinhls xivine i asthing meslél
angaing efan e develop ey thalbomicde anakigees o
anti-anflzmmatary lead candidates, Machade el al [2] des-
cribe the synthesis axl an-mlammatony aotivily o novel
Mephenyl-phtbalimide furcizenalized dernvatves. The tice
eet comnpoumls were assayed moan acwle Jung indlanmmmae
fery mumlel aexl all compameds seere able 1o mbibin THE-
alpha priclustion aml subsequent peatreqlil recneibizent m
the LPS-acwte lung inflammaaiory mede] [ 2] Imdool, the
aclemanistration of B -sol Fgdphihalimade proviced signafi-
cant prolection 1o 1he altered markers pl axidalive sneas,
simce the histedogica] ohservatnn of rt liver 13ssucs, of the
OVASPE group, shovweed o decrease i the iefiux olinlam-
mualory cells L the as well as o the signs of indlzmualaen
and redoce the sinusealal dilantion, Aaddionally, Me-sullias
nylphibzlomicdes can minbhal eneymes like cycloxy genase
GO, imvolved io the indflamanaiory pathwis, thereby
reducing Ihe priklecim of pro-mflamnmalory prastaglan-
cins, This mechanism sepports the abserved reduclion o
inllammation znd correborates Gslings lrom ather studues
o stimliar compounds.

Thee combimation af plhamneeplaones s owidely used
to mmpaerve the activity of the denvalmves compared e the
slaring cdrnze [26] 127] (251 Finhalimmide derevatives are
mwislly studicd For thesr antimycobaciemal activity [29].
Paraise and Alsa |30] found are of the b ew com-
pounils, showeed an appoeciable antimyoobactenal aclivity.
In this sy, the rea=symthesioed Besul gy Iphthalionads 2
sharweed an antthactena] schivity agains Giram-pasitive axl
Giram-megative becleria walth imeresting, MEICys values. 1075
mial ilwiays the case lTor phthalimide Gerivatives previously
tesled o anterior stucves m which a weak mlabitory ach-
vily agmingl the lestod baciermn was delermaned [3]0 Pros
wviias sludies have demanstraled that phihalimde derivie
tives exhibi sigmalicant anti-inflummatery ad adomicra-
Bal wctivataes |1, 2] However, the specific mechansms by
which Mesullvoylphthalinades cxert these clfects remaim
unlerexplored. Flowever, proposed mechanisms for the
antibacterial activity of phtkalimides mclude snhibatsen of
prolean synthesis by bandinyg 1o bactenal ribosomes, inhala-
fian of cell wall synthesis by targpeling esentz] eneymes,
chsrupdion e bacterinl cell membrne inlegnty, amd inhabi-
fron e key Bactenal eweymes ke loposemenisess. Finally,
1his movel campiansd has he poleobal B be corsalensed
a pew cane drog for the freatment of multaoog-resastan
hiacterix.

5 Cundlusion

The treatment il mis sensiseed e ovalbuman withe M-
sulltnyiphibalimule against asthma aod mdammeation,
was proven o be elfective inreduction of iollammatery
munrkers o bleod aml bver and scavenging of the gener-
ted tree cadecels through tlse stimulalzon of anlesskinl ens
aymes activities. Aocarding 1o kese resules, 0% passable 19
develop niew anlz-asthma compoemds hasald aon lbe synibies
s af Mesullvoylphthalimside, The posalive antthacterizl
aclivaly of the N-sulfonylphthalmude showld ke arsderta-
keo to cevelop a petent antibaclerial substince altbieagh
lurther stlies are needed v a wider rmnge of microcnzi-
asms inchexling Fungi amd wath lwer conuentrations. af
Mesultenylphibalimide.
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