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Résumé

Dans ce travail de recherche, des nanocomposites a base de ZnNiAl, structurés en
hydroxydes doubles lamellaires (HDLs), ont été synthétisés par coprécipitation, puis calcinés a
différentes températures (400, 600 et 800 °C). Cette calcination a permis d’obtenir des oxydes
métalliques mixtes et d’étudier I’influence de ce traitement sur les propriétés physico-chimiques

et biologiques des matériaux.

Les analyses structurales et morphologiques ont révélé une transformation progressive
des phases en oxydes mixtes a 800 °C, accompagnée d’une diminution de la taille des cristallites
et d’une réorganisation morphologique. Ces évolutions favorisent une meilleure réactivité

chimique et biologique des nanocomposites.

Les évaluations in vitro, montrent que les nanocomposites calcinés a haute température,
en particulier a 800 °C, présentent les activités biologiques les plus marquées. Selon les souches
microbiennes testées, les concentrations inhibitrices minimales (CMI) varient de 1,9 a
31,25 pg/mL pour les bactéries et de 3,9 a 125 pg/mL pour les champignons. Les concentrations
inhibitrices a 50 % (Clso) pour I’activité antibiofilm se situent entre 28 et 64 pg/mL. L activité
antioxydante (test DPPH) s’améliore avec 1’augmentation de la température de calcination, la
Clso passant d’environ 56 a 33 pg/mL. Les tests de cytotoxicité in vitro, sur des cellules saines
montrent une inhibition cellulaire de 35% a 46 % aux fortes concentrations pour le

nanocomposite calciné a 800 °C.

Sur la base de ces résultats, le nanocomposite calciné a 800 °C a été sélectionné pour
des tests in vivo, sur un modele animal. Ces expérimentations ont confirmé sa biocompatibilité,
I’absence de toxicité significative aux doses étudiées, ainsi que sa capacité a moduler le stress

oxydatif et les réponses immunitaires, contribuant ainsi a une réponse antitumorale globale.

Ces travaux montrent que les nanocomposites ZnNiAl constituent des matériaux
multifonctionnels prometteurs, dont 1’efficacité biologique est étroitement dépendante des
conditions de calcination. Ils présentent un potentiel notable pour des applications

thérapeutiques ciblées, notamment en oncologie et dans la lutte contre les infections.

Mots-clés : Nanocomposites ZnNiAl, Hydroxydes Doubles Lamellaires, Calcination, Activité

antimicrobienne, Antibiofilm, Activité antioxydante, Cytotoxicité, Biocompatibilité



Abstract

In this research work, ZnNiAl-based nanocomposites structured as layered double
hydroxides (LDHs) were synthesized via coprecipitation and subsequently calcined at different
temperatures (400, 600, and 800 °C). This calcination process led to the formation of mixed
metal oxides and enabled the investigation of its impact on the physicochemical and biological

properties of the materials.

Structural and morphological analyses revealed a progressive transformation into mixed
oxide phases at 800 °C, accompanied by a reduction in crystallite size and morphological
reorganization. These changes promote enhanced chemical and biological reactivity of the

nanocomposites.

In vitro, evaluations demonstrated that nanocomposites calcined at high temperatures,
particularly at 800 °C, exhibited the most pronounced biological activities. Depending on the
tested microbial strains, minimum inhibitory concentrations (MICs) ranged from 1.9 to 31.25
ug/mL for bacteria and from 3.9 to 125 pg/mL for fungi. The half-maximal inhibitory
concentrations (ICso) for antibiofilm activity ranged between 28 and 64 pg/mL. Antioxidant
activity (DPPH assay) improved with increasing calcination temperature, with ICso values

decreasing from approximately 56 to 33 pg/mL.

In vitro, cytotoxicity assays on normal cells showed cell inhibition ranging from 35%

to 46% at high concentrations for the nanocomposite calcined at 800 °C.

Based on these findings, the nanocomposite calcined at 800 °C was selected for in vivo, testing
using an animal model. These experiments confirmed its biocompatibility, the absence of
significant toxicity at the tested doses, and its ability to modulate oxidative stress and immune

responses, thereby contributing to an overall antitumor effect.

These results demonstrate that ZnNiAl nanocomposites are promising multifunctional
materials whose biological efficacy is closely dependent on calcination conditions. They exhibit
significant potential for targeted therapeutic applications, particularly in oncology and in the

control of infections.

Keywords: ZnNiAl nanocomposites, Layered Double Hydroxides, Calcination, Antimicrobial

activity, Antibiofilm activity, Antioxidant activity, Cytotoxicity, Biocompatibility
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Introduction

La santé humaine est confrontée a un large éventail de pathologies, qu’elles soient
aigués ou chroniques, infectieuses ou non infectieuses. Ces maladies peuvent toucher divers
organes et systeémes, et leur incidence continue d’augmenter en raison de facteurs
environnementaux, génétiques et liés au mode de vie (El-Gilany et Abou-ElWafa 2023). Elles
représentent un enjeu majeur pour la santé publique, non seulement par leur gravité médicale
mais également par leur impact socio-économique, en termes de colts de soins, de perte de

productivité et de qualité de vie des patients (Zeggout et Berrached 2025).

Malgré les avancées médicales considérables, de nombreux traitements existants
présentent des limites importantes. L’inefficacité de certains médicaments, la survenue de
résistances, la toxicité envers les tissus sains et les effets secondaires indésirables compliquent
la prise en charge des patients (Kroschinsky et al. 2017; Alara et Alara 2024) . Ces défis
soulignent I'urgence de développer des stratégies thérapeutiques innovantes, ciblées et plus

stires, capables de répondre aux besoins croissants de la santé publique.

Parmi les différentes pathologies, les infections microbiennes et les cancers constituent
des défis particuliecrement complexes. Les infections, causées par des bactéries, virus ou
champignons, peuvent évoluer rapidement et parfois devenir graves, surtout lorsque les agents
pathogénes développent une résistance aux traitements existants. L’émergence de bactéries
multirésistantes, responsables d’infections nosocomiales séveres, illustre parfaitement ce
probléme et limite 1’efficacité des antibiotiques classiques (Sousa et al. 2021; Bakhtiyari et al.

2024).

Par ailleurs, le cancer reste 1’'une des principales causes de mortalit¢ dans le monde.
Parmi eux, le cancer colorectal est particuliérement préoccupant en raison de sa fréquence
¢levée et de sa résistance aux traitements conventionnels (Gandomani et al. 2017; Marcellinaro
et al. 2023). La résistance aux chimiothérapies et la toxicité importante de ces traitements sur
les tissus sains compromettent non seulement leur efficacité mais aussi la qualité¢ de vie des
patients (Yazbeck et al. 2022; Baltussen et al. 2023). Ces situations mettent en évidence le
besoin urgent de nouvelles stratégies thérapeutiques capables d’améliorer 1’efficacité des

traitements tout en réduisant leurs effets secondaires.



Face aux limites des traitements classiques pour les infections et le cancer, la
nanotechnologie émerge comme une solution prometteuse. Cette discipline multidisciplinaire
permet de concevoir des matériaux a 1’échelle nanométrique dont les propriétés physico-
chimiques peuvent étre modulées pour interagir efficacement avec les systémes biologiques,
améliorer la biodisponibilité des agents actifs et réduire la toxicité pour les tissus sains. Les
nanomatériaux offrent ainsi la possibilité¢ de développer des stratégies thérapeutiques ciblées,
capables de surmonter la résistance et 1’inefficacité des traitements conventionnels (Baraton et

Merhari 2004; Zhu et al. 2009; Garg et al. 2024; Pidgeon et al. 2004).

Parmi ces nanomatériaux, les nanoparticules de 1’oxyde de zinc ZnO ont été largement
¢tudiées pour leurs propriétés biologiques. Elles présentent des effets antimicrobiens et
anticancéreux intéressants, principalement liés a la génération de stress oxydatif et a
I’interaction directe avec les membranes cellulaires. Cependant, 1’efficacité des nanoparticules
de ZnO seules peut tre limitée par la taille, la forme, la stabilité des particules et la libération
controlée des ions (Sirelkhatim et al. 2015; Mohammed et al. 2025; Lebaka et al. 2025). Ces
limitations motivent le développement de formulations nanocomposites, capables de combiner

plusieurs métaux pour améliorer les performances biologiques.

Parmi les nanocomposites les plus prometteurs, les hydroxydes doubles lamellaires
(HDLs, ou Layered Double Hydroxides, LDHs) se distinguent par leur structure lamellaire
unique, formée de feuillets de type brucite chargés positivement, séparés par des anions
compensateurs et des molécules d’eau (Q. Wang et O’Hare 2012). Leur formule générale
permet une grande flexibilité chimique grace a la substitution controlée des cations métalliques
divalents (M?* = Zn?*, Ni**, Mg?") et trivalents (M*" = AI**, Fe**, Ga*"), ainsi qu’a la variabilité

des anions intercalés (COs*", CI-, SO+*, etc.) (Q. Wang et O’Hare 2012; Chaillot et al. 2021).

Les nanoparticules de ZnNiAl-HDL constituent une approche innovante dans ce
contexte. La combinaison de Zn*" avec d’autres cations métalliques comme Ni** et AI**, intégrés
dans une structure lamellaire stable, permet de renforcer les activités antimicrobiennes,
antioxydantes et anticancéreuses. Cette configuration offre également un contréle précis de la
libération ionique et une meilleure stabilité physico-chimique, ouvrant la voie a des applications
biomédicales multifonctionnelles, répondant aux problématiques de résistance, d’inefficacité et
de toxicité des traitements classiques (Sharma et al. 2021; Hu et al. 2022; Ayub et al. 2024;
Mahgoub et al. 2025;).



Sur la base de ces propriétés et de ces applications potentielles, cette thése se propose
de synthétiser et caractériser des nanoparticules HDLs a base de Zn, Ni et Al, et d’évaluer leurs

effets biologiques a travers :

- Lanalyse structurale, morphologique et chimique en fonction des conditions de
synthése et des différentes températures de calcination, afin d’étudier leur influence sur
la composition, la taille des cristallites et la stabilité du matériau ;

- L’étude de leur activité antimicrobienne et de leur capacité d’inhibition des biofilms vis-
a-vis de différentes souches pathogenes ;

- L’¢évaluation de leur cytotoxicité et de leur potentiel anticancéreux, en particulier vis-a-
vis du cancer colorectal, a la fois in vitro, sur des lignées cellulaires tumorales et in vivo
sur des modeles animaux expérimentaux, ainsi que de leur activité antioxydante, afin de

mieux comprendre leurs mécanismes d’action.

Ces travaux permettront de mieux comprendre les interactions entre les propriétés
physico-chimiques des HDLs et leurs réponses biologiques, ouvrant ainsi la voie a de nouvelles

applications thérapeutiques et antimicrobiennes des nanomatériaux hybrides a base de métaux.
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Chapitre 1. Généralités sur les nanomatériaux

1. Définitions et concepts de base

Les nanomatériaux sont des substances dont au moins une dimension se situe a I’échelle
du nanomeétre, généralement entre 1 et 100 nm, ce qui leur confére des comportements
physico-chimiques distincts de ceux des matériaux massifs de méme composition. A ces
dimensions, la forte réduction de taille augmente considérablement la fraction d’atomes en
surface, modifiant le nombre de coordination, 1’énergie de cohésion, le point de fusion et les
températures de transition de phase, tout en facilitant la fonctionnalisation des surfaces pour
des applications ciblées.

Par ailleurs, lorsque la taille des nano-objets devient comparable a la longueur de
délocalisation des états ¢€lectroniques, des effets quantiques apparaissent et influencent des
parametres tels que 1’énergie de bande interdite, le potentiel d’ionisation, 1’activité catalytique
ainsi que les propriétés optiques et magnétiques, permettant par exemple d’observer des
transitions du ferromagnétisme vers le superparamagnétisme. Cette famille tres large, inclut des
nano-objets variés (nanoparticules, nanotubes, nanofibres, films minces), pouvant étre d’origine
naturelle, accidentelle ou synthétisés intentionnellement afin d’exploiter leur grande surface
spécifique, leur réactivité élevée et leurs propriétés optiques, électriques ou magnétiques
singulieres, d’ou leur utilisation croissante en catalyse, en ¢lectronique, en médecine et dans la

protection de I’environnement (Rozhdestvenskiy et al. 2024; Amjad Ali et al. 2025).

2. Classification des nanoparticules

Les nanomatériaux se classent selon trois critéres principaux : leurs dimensions, leur
composition chimique et leur origine. Les dimensions distinguent les structures selon le nombre
de dimensions nanométriques. La composition peut étre carbonée, inorganique ou organique,

tandis que I'origine inclut naturelle, accidentelle (involontaire) ou manufacturée (synthétique).

2.1. Classification des nanomatériaux selon le nombre de dimensions

Les nanomatériaux sont catégorisés en quatre types selon leurs dimensions
nanométriques : 0D, 1D, 2D et 3D (Figure I.1).
Les nanomatériaux 0D, ou nanospheres, ont toutes leurs dimensions inférieures a 100

nm, offrant un confinement quantique, une biocompatibilité élevée et des propriétés physico-
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chimiques exceptionnelles, ce qui les rend idéaux pour la biodétection (via des nanoparticules
ou des points quantiques fonctionnalisés par biomarqueurs) (Z. Wang et al. 2020).

Les structures 1D, avec deux dimensions entre 1 et 100 nm et un fort rapport d’aspect
(nanotubes, nanofils, nanopiliers, nanofibres, nanobatonnets), se distinguent par leur
compatibilité biologique et leurs performances électrochimiques économiques (Hahm 2016; Z.
Zhang et al. 2022).

Les matériaux 2D, au moins deux dimensions sont a 1’échelle nanométrique (MX¢nes,
phosphorene, dichalcogénures de métaux de transition, graphene, borophéne, nanofeuillets
d’oxydes). Leurs propriétés électriques et mécaniques supérieures en font d'excellents candidats
pour les biocapteurs (Byakodi et al. 2022a; Zahed et al. 2022).

Enfin, les nanostructures 3D intégrent des caractéristiques 0D/1D/2D dans une
architecture complexe (nanocomposites, cristaux photoniques, opales inverses), offrant une
surface ¢électroactive étendue pour une amplification de signal et une biodétection ciblée (Fathi

et al. 2021; Byakodi et al. 2022b).

Classification des nanomatériaux selon leur dimensionnalité

(. Nl &R & N T N\
oD 1D 2D D
Nuanosphiéres, amas Nanotubes, fils, ml "::"’ NM massifs,
bitonnets structures en couches polycristaux
metaliiques, Nanoplastiques @
Points quantiques Cristaux céramiques | | \verts de carbone Liposome

Nanotubes de carbone,
Nanotubes métalliques

Nanofils d'Or,
Nanofibres

Nanoparticules d'Or p?;ﬁ.u:::‘,‘::" Nanomatériaux Dendrimére

Nz 5 auto-assemblées J | 0 couches 3k w

Feuilles de graphéne Pelycristaliin

Figure 1.1. Représentation schématique des différentes classes de nanomatériaux (0D,
1D, 2D, 3D) (Poh et al. 2018).
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2.2. Classification des nanomatériaux selon leur origine

La classification des nanomatériaux selon leur origine permet de mieux comprendre la

diversité de ces matériaux et leurs impacts potentiels. En effet, les nanomatériaux peuvent

provenir de sources variées, qu’elles soient naturelles, issues de processus accidentels liés aux

activités humaines, ou bien intentionnellement fabriquées pour des applications spécifiques.

Ainsi, on distingue généralement quatre catégories: les nanomatériaux naturels,

accidentels (ou involontaires), manufacturés (ou synthétiques) et bio-inspirés (Figure 1.2).

Chacune de ces catégories présente des caractéristiques propres, des modes de formation

distincts et des domaines d’utilisation variés, ce qui facilite I’évaluation de leurs risques, de leur

comportement dans I’environnement et de leur potentiel technologique (Harish et al. 2022;

Barhoum et al. 2022).

Description |
succincte

Exemples |
typiques |

2.3. Classification des nanomatériaux selon leur nature

{ Naturels ‘ ‘ Incidents (ou
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(" Formés par des o
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(biologiques, lors d"activités
géochimiques, humarnes ou
mécaniques) sans naturelles
infervention (combustion,
humaine | | WU pollution,
v efc.)
Virus, cendres '
volcaniques, Fumées de
argiles, os, coraux | | Soudure, gaz
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Ingénierie (ou Bio-inspirés (ou
synthétiques) biomimétiques)
i || G
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carbone, ) -~
H?OPMl?utLes Liposomes,
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quantiques recouvertes de
membranes
cellulaires
J

Figure 1.2. Classification des nanomatériaux selon leur origine.

Les nanomatériaux suscitent un intérét croissant en raison de leurs propriétés physiques,

chimiques et biologiques uniques, qui différent considérablement de celles des matériaux a

I’échelle macroscopique. Leur diversité provient non seulement de leur taille nanométrique,
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mais aussi de leur composition chimique, de leur structure et de leur origine. Pour mieux
comprendre et exploiter ces matériaux innovants dans des domaines varié¢s comme la médecine,
I’¢lectronique ou I’environnement, il est essentiel de les classer selon leur nature (Harish et al.
2022; Rizwan et al. 2021). Cette classification par composition chimique (Figure 1.3) permet
de distinguer les différentes familles de nanomatériaux afin d'optimiser leur sélection pour des

applications spécifiques.

Nanomatériaux a Nanomateériaux Nanomatériaux Nanomgltél'iaux
base de carbone inorganiques organiques hybrides /
L ) ) | composites
Fullerénes, Métau (or, Den@mneres, Nanocomposites
nanotubes de micelles, ’
i " argent), oxydes liposomes, core-shell.
Aol metalliques (TiO2, : — matériau organo-
aohene . polymeéres | g
graphee, Zn0). sulfures — inorganiques
nanodiamants | ) _. e HDi
: o — Constitués de
: _ \ | OMpOSEs ; —
Constitues Dél¢ mglecules - Combinaison de |
o clements organiques (C, H -
principalement : - o deux ou plusieurs
¢ ] MOFZANIUES, 0. N), souvent d
| datomes de souvent utilisés pour biocompatibles types de
carbone, diverses | | ey propriétés nanomatériatx pour
structures optiques obtenir des
allotropiques catalytiques ou propqétés
— lectroniques \_ SYneTgiques

Figure 1.3. Classification des nanomatériaux selon leur nature chimique.

3. Propriétés des nanomatériaux

Les propriétés des nanomatériaux (Tableau I.1) différent significativement de celles des
matériaux massifs en raison de leur échelle nanométrique, de leur rapport surface/volume €levé,
des effets quantiques ainsi que de la charge de surface, influengant leurs comportements
physiques, chimiques, mécaniques, optiques, €lectriques, magnétiques et biologiques. Ces
caractéristiques, étroitement liées a la taille, a la morphologie et a la composition, sont
déterminantes pour leurs applications en biomédecine, en énergie et en électronique (Shekhawat

et al. 2022; Joudeh et Linke 2022; Pietrzak et al. 2021).
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Tableau I.1. Principales propriétés et caractéristiques des nanomatériaux

Propriété

Physiques

Magnétiques

Optiques

Electriques

Chimiques

Mécaniques

Biologiques

Caractéristiques principales

Point de fusion diminue avec la taille ;
ratio surface/volume accru ; énergie de
surface élevée favorisant l'agglomération
; taille par microscopie électronique,
surface par BET.

Superparamagnétisme, coercivité accrue ;
non-magnétiques (Au, Pt) deviennent
magnétiques ; aimants mous/durs
améliorés.

Résonance Plasmon de Surface Localisée
(LSPR) ; couleur taille-dépendante (Au :
jaune — rouge ; Ag : orange — bleu) ;
photoluminescence ; pic d'émission vers
UV.

Conductivité accrue (céramiques),
résistance (métaux) ; délocalisation
axiale ; états discrets d'énergie ; métaux
— semi-conducteurs.

Réactivité/stabilité accrue
(humidité/chaleur/lumiere) ;
inflammabilité, anticorrosion ; catalyse
améliorée (réactivité/sélectivité).
Dureté/résistance/¢lasticité/ductilité/
ténacité accrue ; force? avec taille grain|
; superplasticité céramique ; moins de
défauts.

Propriétés uniques vs échelles
supérieures ; état distinct
(solide/liquide/gaz/plasma) ;
biocompatibilité/toxicité¢ dépendante de
composition/taille ; antibactérien
(métaux).

4. Domaines d’application des nanomatériaux

Exemples/Conséquences

Les atomes de surface non
liés augmentent la réactivité.

Délivrance de médicaments
IRM
Hyperthermie magnétique.

Confinement quantique
modifie I’émission visible
Verre coloré.

Nanotubes de carbone :
conducteurs/semi-
conducteurs selon chiralité.

Interactions cibles
déterminent les applications
Potentiel redox modifié.

Alliages renforcés
Outils de coupe durs

Applications biomédicales
Diagnostique
Risque toxique (CMAR)

Les nanomatériaux, de par leurs dimensions extrémement réduites et leurs propriétés

physico-chimiques uniques, suscitent un intérét croissant dans de nombreux secteurs

industriels. Leur capacit¢ a modifier ou améliorer les caractéristiques des matériaux
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conventionnels ouvre la voie a diverses applications novatrices et performantes (Tableau 1.2)
(Kumari et Sarkar 2021; Altammar 2023).

Tableau 1.2. Domaines et applications industrielles des nanomatériaux.
Domaine d'application Applications spécifiques

Industrie de I'Environnement - Bioremédiation (polluants, métaux lourds)
- Capteurs environnementaux
- Catalyseurs (biocarburants, conversion biomasse)
- Purification de I'eau
- Ag-NPs, Fe-NPs, zéolites nanométriques, nZVI

Industrie Médicale - Livraison ciblée de médicaments
- Imagerie diagnostique (contraste IRM)
- Ingénierie tissulaire
- Agents antimicrobiens (pansements, dispositifs
médicaux)
- Au-NPs, Ag-NPs, ZnO-NPs, Cu-NPs, TiO2- NPs

Industrie Agricole - Ciblage des pesticides et herbicides
- Nano-engrais
- Sécurité alimentaire, détection de pathogenes
- Purification des eaux d’irrigation
- Ag-NPs, Cu-NPs pour contrdle des ravageurs

Industrie Alimentaire - Traitement alimentaire (broyage, mélange, séchage)
- Emballages alimentaires améliorés
- Fortification nutritionnelle
- Capteurs alimentaires
- Ag-NPs antimicrobiens, Fe>O3 et Cu-NPs pour la
fortification

Electronique et Automobile - Amélioration d’écrans LCD, OLED
- Batteries et supercondensateurs
- Stockage données (disques durs, clés USB)
- Ag et Au-NPs conductivité, ZnO stockage
d’énergie, Fe-NPs dispositifs magnétiques

Industrie Chimique - Catalyseurs de réactions chimiques (Pt, Pd, Fe, Ni-
NPs)
- Séparation et purification (Fe2O3, Ag, Au, AI-NPs)
- Traitement chimique et raffinage

Industrie de la Défense - Capteurs de menaces chimiques, biologiques,
radiologiques
- Revétements protecteurs (Al/Zn anti-corrosion,
Ni/Cr anti-usure)
- Armes contre virus, bactéries
- Stockage d’énergie : batteries (LiCoO», Fe O3,
MnO2-NPs)
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5. Les nanomatériaux dérivés d’hydroxydes doubles lamellaires

Les hydroxydes doubles lamellaires (HDLs), ¢galement connus sous le nom de layered
double hydroxides (LDH), occupent une place particuliére dans le domaine des nanosciences
en raison de leur structure lamellaire modulable, de leur grande capacité d’échange anionique

et de leurs propriétés physicochimiques polyvalentes.

Le présent travail de thése s'articule autour de la synthese, de la caractérisation et de la

valorisation de ce type de nanomatériaux.
5.1. Définition des hydroxydes doubles lamellaires

Les HDLs sont des composés cristallins constitués de couches de cations métalliques
bivalents (M?") et trivalents (M3*) associés a des ions hydroxyles, alternant avec des feuillets
intercalaires contenant des anions inorganiques ou organiques (A™) assurant la neutralité

¢lectrique. Leur formule générale peut s’écrire :
[M?*1- \M3*(OH)2] **A™ /n YH20.

La structure de ces matériaux est analogue a celle de I’hydroxyde de magnésium, Mg
(OH)2, dans lequel une partie des cations divalents est remplacée par des cations trivalents,
entrainant un exces de charge positive compensé par des anions intercalés. Les couches
métalliques, formées d’un empilement dense d’unités hydroxyles, présentent des cavités
octaédriques occupées par les ions métalliques. Des molécules d’eau s’insérent entre les
feuillets et interagissent par liaisons hydrogene avec les groupes hydroxyles, leur quantité varie
selon la nature et la proportion des métaux constitutifs (Figure 1.4) (Kloprogge 2025).

Les HDLs naturels sont classés selon le rapport molaire entre cations divalents (M?") et
trivalents (M?3"), une caractéristique déterminante pour la structure cristalline et la composition
ionique des phases. Le groupe des hydrotalcites, présentant un rapport typique de 3 :1,
comprend des minéraux dont la formule générale est donnée par MgsAl.CO3(OH)1s-4H20, ou
le magnésium et I’aluminium occupent respectivement les positions divalentes et trivalentes,
tandis que le carbonate est I’anion principal intercalé entre les feuillets. En comparaison, la
famille des quintinites se caractérise par un rapport M2/M3** proche de 2 :1, avec une
composition plus diversifiée incluant plusieurs cations divalents (Mg, Ca, Fe, Ni) et trivalents
(Al, Fe, Co), ainsi qu’une variété d’anions intercalés, tels que carbonate (COs2), sulfure (S2),
chlorure (CI) ou bromure (Br’), conférant a ces phases une adaptabilité structurale notable

(Sherryna et Tahir 2022; Gevers et al. 2019).
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Figure 1.4. Structure d'un Hydroxyde Double Lamellaire (HDL) (Babu et al. 2017).

5.2. Propriétés fonctionnelles et application des Hydroxyde Double Lamellaire

Les HDLs, représentent une classe de matériaux nanostructurés qui suscitent un intérét
croissant en raison de leur structure en couches, leur grande surface spécifique et leur capacité
a échanger des anions. Leur composition chimique modulable et leur stabilité permettent de les
exploiter dans divers domaines, tels que I’environnement, la catalyse, la biotechnologie et la
médecine. Les recherches récentes mettent en avant la possibilit¢ de personnaliser leurs
propriétés par des modifications structurales ou de surface, ce qui ouvre la voie a des
applications innovantes et a I’optimisation de leurs performances (L. Li et al. 2024).

Les HDLs se distinguent par leur polyvalence: ils peuvent &tre utilisés comme
adsorbants pour la dépollution de I’eau, supports catalytiques, agents de délivrance controlée
de médicaments, ou encore composants de capteurs et de matériaux composites. Leur
biocompatibilité, leur capacité a encapsuler et libérer des molécules de fagon ciblée, ainsi que
leur facilité de synthese et de modification, en font des candidats de choix pour des applications
avancées. De plus, I’intégration d’autres nanomatériaux ou de polymeres permet d’améliorer
encore leurs propriétés, comme la stabilité colloidale, la sélectivité ou la réactivité (Farhan et
al. 2024a), élargissant ainsi leur champ d'application dans divers secteurs de recherche et

d’innovation (Tableau I.3) (Farhan et al. 2024b; Igbal et al. 2025).

12
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Tableau 1.3. Principales propriétés et domaines d'application des HDLs.

Propriétés
Capacité d’échange
d’anions

Biocompatibilité et faible
toxicité

Stabilité chimique et
thermique

Surface spécifique élevée

Facilité de
fonctionnalisation

Solubilité et dégradabilité
controlées

Propriétés optiques et
électriques

Effet mémoire

Propriétés magnétiques (si
hybridées)

Propriétés mécaniques

Propriétés
antimicrobiennes

5.3. Méthodes de synthese des Hydroxyde Double Lamellaire

Description/Principal

avantage

Echange facile des anions
intercalés

Compatibilité avec les
cellules, faible toxicité in
vitro/in vivo

Résistance a divers milieux et
températures

Grande surface pour
I’adsorption ou la
fonctionnalisation

Greffage de polymeres,
biomolécules, nanomatériaux

Solubilité dépendante du pH,
dégradation controlée

Propriétés modulables selon
la composition

Capacité a retrouver la
structure initiale apres
traitement

Possibilité d’intégrer des
nanoparticules magnétiques

Amélioration de la résistance
dans les composites

Activité contre certains
micro-organismes

Applications principales

Dépollution, catalyse,
délivrance

Biomédecine, délivrance de
médicaments

Catalyse, matériaux
composites

Adsorption, capteurs,
catalyse

Nanocomposites, biosenseurs

Délivrance ciblée,
biomédecine

Capteurs, dispositifs
¢lectroniques

Réutilisation, recyclage

Séparation, imagerie, catalyse

Matériaux polymeres,
revétements

Biomédecine, revétements

Les nanomatériaux dérivés des HDLs peuvent étre synthétisés par diverses approches,

dont le choix repose essentiellement sur les propriétés physicochimiques visées, telles que la

taille et la morphologie des particules, ainsi que leur composition élémentaire.

13
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Dans ce contexte, un aper¢u comparatif des principales méthodes de synthése met en
¢vidence les morphologies résultantes (Figure 1.5). Cette perspective globale permet
d’identifier la stratégie la plus appropriée pour I’¢laboration de nanomatériaux HDL répondant

a des applications spécifiques.
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Figure L.5. Représentation schématique des méthodes de synthese des nanomatériaux
HDLs et des morphologies associées (Y. Zhang et al. 2021; Tonelli et al. 2021; Dhakal et al.
2021).

De maniére générale, les nanomatériaux se distinguent par des propriétés spécifiques
liées a leur dimension nanométrique, qui influencent considérablement leurs performances et
leurs applications potentielles. Dans cette perspective, une attention particuliere est accordée a
I’étude de leur activité biologique, en mettant 1’accent sur leurs effets antimicrobiens et

anticancéreux, ainsi que sur les mécanismes d’action sous-jacents.
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Chapitre 2 : Activité antibactérienne et résistance aux antibiotiques

1. Généralités sur les infections bactériennes

Les infections bactériennes résultent de la colonisation de 1’organisme par des bactéries
pathogenes capables de perturber 1’équilibre cellulaire et tissulaire. Les bactéries, micro-
organismes procaryotes, présentent une grande diversité morphologique et métabolique, ce qui
leur permet de s’adapter a divers environnements et de développer des mécanismes spécifiques

de survie et de propagation (Hakansson et al. 2018).

Ces micro-organismes peuvent interagir avec les cellules de 1’hote par la production de
molécules actives et de toxines, ou par la formation de biofilms, modulant ainsi la réponse

immunitaire et favorisant leur persistance (Thakur et al. 2019).

1.1.Modes de transmission des agents infectieux

La survie et la dissémination d’un agent infectieux, qu’il s’agisse d’une bactérie, d’un virus,
d’un parasite ou d’un champignon, reposent essentiellement sur sa capacité a passer d’un hote
a un autre, ou d’un réservoir environnemental & un organisme sensible. Ce processus
fondamental, connu sous le terme de transmission, conditionne 1’apparition, la persistance et

I’ampleur des maladies infectieuses (Alekshun et Levy 2007a).

Les agents pathogenes peuvent se transmettre par de nombreuses voies, dépendant de leurs
caractéristiques biologiques, de leur écologie et des conditions environnementales. La
compréhension de ces modes de transmission constitue un élément essentiel pour 1’élaboration

de stratégies de prévention et de controle efficaces en santé publique (Antonovics et al. 2017).

1.1.1. Transmission par voie alimentaire

La contamination alimentaire résulte de la consommation d’aliments infectés ou altérés,
pouvant contenir des bactéries pathogénes ou leurs toxines. Parmi les principaux agents
impliqués figurent les bactéries des genres: Salmonella, Clostridium, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Campylobacter, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Yersinia,
Shigella et Vibrio spp. Ces contaminations constituent une cause majeure d’intoxications

alimentaires et de toxi-infections collectives (Bintsis 2017; Haziz Almutairi et Alghamdi 2024).
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1.1.2. Transmission par voie hydrique

L’eau représente un vecteur majeur d’agents infectieux, transmis par ingestion, contact
direct ou via des organismes aquatiques et des arthropodes (Hinz et Kriiger 2019; Chua et al.
2023). Les maladies hydriques touchent principalement le systeme digestif et favorisent la
prolifération de pathogenes tels que Salmonella typhi et Vibrio cholerae (Alcayna et al. 2022;
Jung et al. 2023; Meena et Jha 2023).

1.1.3. Infections associées aux soins (infections nosocomiales)

Les infections nosocomiales sont souvent associées a des bactéries multirésistantes telles
que Staphylococcus, Streptococcus, Acinetobacter, Enterococcus ou Pseudomonas aeruginosa
(Johnson 2002; H. A. Khan et al. 2015). La prévention repose sur des mesures d’hygi¢ne
strictes, le respect rigoureux des protocoles d’asepsie, et une maitrise optimale des procédures

de soins, particuliérement en chirurgie (Jaichenco et Lima 2019; Fortunka et al. 2024)

1.1.4. Transmission par voie aérienne

Les infections aériennes se transmettent par des microorganismes présents dans les aérosols,
poussieres, gouttelettes respiratoires ou fluides projetés. L’air contaminé constitue un vecteur
important, notamment lors de la manipulation ou du conditionnement des aliments, plus la
charge microbienne présente dans I’air ambiant est élevée, plus le risque de contamination est

important (Curiel et Van Eijk 1999; Ather et al. 2025).

1.1.5. Infections d’origine tellurique

Certaines infections d’origine tellurique sont causées par des bactéries ou champignons
capables de persister sous forme sporulée dans le sol. Les especes du genre Clostridium sont
particuliérement impliquées dans le tétanos, I’anthrax ou la myonécrose (Baumgardner 2012;

Shaw 2024). Le sol agit ainsi comme un réservoir environnemental résistant et durable.

1.1.6. Transmission vectorielle

Les infections vectorielles sont transmises par des insectes ou des animaux porteurs
d’agents pathogenes. Elles affectent I’homme, les animaux et les plantes. Parmi les organismes
responsables figurent Xylella fastidiosa, Candidatus, Liberibacter, Spiroplasma et divers
Phytoplasma (Mack 2016; Huang et al. 2020). Les vecteurs, souvent des arthropodes, jouent

un role déterminant dans la dissémination et I’émergence de maladies.
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2. Principes et mécanismes de la résistance aux antibiotiques

L'un des défis de santé publique les plus importants aujourd’hui est la résistance aux
antibiotiques, qui se manifeste par l'apparition croissante de souches microbiennes
multirésistantes menacant 'efficacité des thérapies conventionnelles. L'emploi intensif et
souvent irrationnel des agents antimicrobiens dans les domaines médical, vétérinaire et
environnemental génére une sélection qui favorise l'apparition et la propagation de mécanismes

de résistance complexes (Davies et Davies 2010; Folgori et al. 2014; Gajic et al. 2025).
2.1.Définition de la résistance

La résistance aux antibiotiques d’une bactérie est définie comme I’absence d’effet d’un
antibiotique auquel I’espece bactérienne est naturellement sensible, ¢’est-a-dire pour laquelle
on attend un effet thérapeutique lors d'un traitement a dose habituelle par voie générale (Albrich

et al. 2004; Van Boeckel et al. 2014).

On distingue deux types de résistance : la résistance naturelle (intrinséque) et la
résistance acquise. La premicre est programmée au niveau du pool génomique alors que la
seconde est développée en fonction des conditions métaboliques (Julian Davies et Davies

2010).

2.1.1. Résistance naturelle
C'est une insensibilité aux antibiotiques, existant naturellement chez tous les membres
d'un genre ou d'une espece bactérienne. Elle fait donc partie du patrimoine génétique normal

du germe (YALA et al. 2001).

2.1.2. Résistance acquise

C'est 'acquisition de nouveaux genes capables de rendre la bactérie insensible a un
antibiotique ou a un groupe d'antibiotiques. Ce nouveau gene peut étre obtenu soit par mutation
au niveau du chromosome, qui est un phénomeéne rare, soit par transfert ' ADN de plasmides

conjugatifs ou de transposons (mécanisme le plus fréquent) (YALA et al. 2001) (figure 1.6).
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Figure 1.6. Voies d’acquisition de résistance aux antibiotiques (Alekshun et Levy 2007a)

2.2.Mécanisme de résistance aux antibiotiques

Les bactéries ont développé différents mécanismes afin de neutraliser 1’action des
agents antibactériens, les plus répandus étant: la production d’une enzyme capable
d’inactiver I’antibiotique, la modification de la cible de I’antibiotique, ou la production de
pompes a efflux qui larguent 1’antibiotique hors de la bactérie, ou encore par 1’altération
des membranes bactériennes (Guardabassi et Courvalin 2019). Il en existe d'autres ;
néanmoins, ils n’ont pas d’intérét en pratique courante. Une méme bactérie peut présenter

plusieurs de ces mécanismes de résistance (Figure 1.7).
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Figure I .7. Différents mécanismes de résistance aux antibiotiques chez une bactérie
Gram négative (Guardabassi et Courvalin 2019).
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2.2.1. Inactivation enzymatique de I’antibiotique
Certaines bactéries produisent des enzymes capables de neutraliser les antibiotiques en
les dégradant ou en les modifiant chimiquement, notamment par acétylation, glycosylation,

nucléotidylation, substitution, ribosylation ou phosphorylation (Dzidi¢ et al. 2008).

L’inactivation enzymatique de 1’antibiotique représente le principal mécanisme de
résistance des B-lactames, des aminoglycosides et des phénicolés. On décrit également ce type
de résistance pour le groupe MLS (macrolides, lincosamides, streptogramines) (Alekshun et

Levy 2007b; Nikaido 2009; Guardabassi et Courvalin 2019).

2.2.2. Altération de la cible bactérienne

Certaines bactéries acquierent une résistance en modifiant la structure ou en remplagant
la cible de I’antibiotique, empéchant ainsi sa liaison et son action. Ce mécanisme est fréquent,
notamment pour les résistances aux pénicillines, aux glycopeptides et aux antibiotiques MLS
chez les bactéries a Gram positif, ainsi qu’aux quinolones chez les bactéries a Gram positif et

négatif. (Alekshun and Levy 2007; Nikaido 2009; Guardabassi et Courvalin 2019).

2.2.3. Pompes a efflux

Certaines bactéries possédent des systémes d’efflux actifs capables d’expulser les
antibiotiques hors de la cellule. Ce mécanisme, nécessitant de 1’énergie (ATP ou gradient
¢lectrochimique), repose sur des pompes membranaires (figure 1.8) qui diminuent la
concentration intracellulaire du médicament et limitent ainsi son acces a la cible bactérienne.

(Cattoir 2004). 11 existe deux systemes de pompes a efflux :

v’ Les pompes SDR (Specific Drug Resistance), responsables d’une résistance spécifique
a certains antibiotiques comme les tétracyclines, les MLS ou les phénicolés, sont souvent
codées par des génes mobiles. (Muylaert et Mainil 2013).

v’ Les pompes MDR (Multiple Drug Resistance), codées par le chromosome, conférent
une résistance faible mais multiple, comme MexAB-OprM (P. aeruginosa), AcrAB-TolC

(E. coli) et QacA (S. aureus). (Muylaert et Mainil 2013).
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Figure L1.8. Représentation schématique des cinq familles de pompes a efflux
bactériennes (Philippon et al. 2022)

2.2.4. Protection de la cible

La protection de la cible est un mécanisme de résistance bactérienne reconnu, observeé
pour les tétracyclines et récemment pour les quinolones et fluoroquinolones. Pour les
tétracyclines, huit protéines ribosomales de protection déplacent 1’antibiotique de son site de

liaison via un encombrement stérique (Allas 2018).

Pour les fluoroquinolones, une résistance de faible niveau a été¢ associée aux genes
plasmidiques qnr, répartis en cinq groupes. Les protéines Qnr produites se lient aux
topoisomérases, diminuant leur affinité pour 1’antibiotique et réduisant ainsi 1’efficacité des
fluoroquinolones par protection indirecte de la cible enzymatique (Robicsek et al. 2006;

Rodriguez-Martinez et al. 2008; Cavaco et al. 2009; M. Wang et al. 2009).

3. Caractéristiques des souches microbiennes étudiées
Dans le cadre de ce travail de thése, 1’évaluation de I’activité antimicrobienne des

nanocomposites a porté sur un panel de souches microbiennes a Gram différents, représentées
par Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica, Acinetobacter baumannii et Candida albicans,
dont I’écologie, la taxonomie et les caractéristiques : culturelles, morphologiques et

biochimiques sont détaillées en Annexe 1.
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Ces souches ont été sélectionnées en réponse a un probléme de santé publique majeur, a
savoir la résistance aux antibiotiques. En effet, la pression de sélection exercée par l'utilisation
massive et parfois inappropriée des antibiotiques a conduit a l'émergence de bactéries
multirésistantes, capables de développer des mécanismes de résistance complexes, tels que la

formation de biofilms.

Les nanoparticules émergent comme une alternative prometteuse en tant qu'agents
antimicrobiens grace a des modes d'action différents de ceux des antibiotiques classiques, elles
ouvrent la voie a des stratégies antibactériennes innovantes capables de contourner cette
multirésistance. Cependant, l'utilisation de ces nouveaux agents nécessite de garantir leur
innocuité vis-a-vis des cellules. C’est pourquoi, apres avoir défini leur potentiel antibactérien,

il est indispensable d’étudier leurs interactions avec les systémes biologiques.
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Chapitre 3 : Biocompatibilité et Cytotoxicité des nanomatériaux

Les nanomatériaux se distinguent par leur taille nanométrique et leur grande surface
spécifique, leur conférant des propriétés physico-chimiques uniques. Ces caractéristiques leur
permettent d’interagir efficacement avec de nombreuses molécules et différents types

cellulaires, ouvrant des perspectives prometteuses pour les applications biomédicales.

Cependant, ces mémes propriétés peuvent ¢galement induire des effets cytotoxiques ou
immunogenes, rendant 1’évaluation de leur biocompatibilité et de leur cytotoxicité essentielle.
Parmi eux, les nanocomposites, grace a leur structure modulable, offrent un potentiel
thérapeutique amélioré, mais nécessitent une analyse rigoureuse de leur sécurité biologique afin

de garantir leur utilisation siire dans les applications médicales.

1. Interactions des nanoparticules avec les systémes biologiques
1.1. Toxicocinétique et devenir intracellulaire chez les procaryotes

La cinétique des nanocomposites-cellules procaryotes se concentre sur l'adsorption des
nanocomposites a la surface membranaire, suivie de leur éventuelle internalisation et de leur
accumulation. Ces phénoménes dépendent également des caractéristiques du matériau, mais

sont fortement influencés par la nature et la structure de la paroi bactérienne.

1.1.1. Adsorption

L’adsorption est la premicre étape de 1’interaction nano-micro-organisme et repose sur
des mécanismes physico-chimiques qui gouvernent 1’adhérence des NPs a la surface cellulaire
(Handy et al.,. Elle implique principalement les forces de van der Waals, les forces
hydrophobes, 1'attraction électrostatique et les interactions chimiques spécifiques, notamment

les liaisons hydrogéne et les interactions récepteur-ligand (Ma et Lin 2013).

Bien que Dattraction électrostatique entre NPs chargées positivement et surfaces
microbiennes généralement négatives en raison de la dissociation des groupements
carboxyliques, phosphates et autres groupements fonctionnels acides de la membrane favorise
I’adsorption ; de nombreuses interactions nano-systéme biologique peuvent se produire
indépendamment de la charge, indiquant I’intervention de mécanismes non électrostatiques

dans I’adhérence aux membranes cellulaires (Neal 2008; Shang et al. 2025).
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1.1.2. Internalisation des NPs

Chez les bactéries et les microalgues, I’internalisation des NPs peut se produire malgré
la présence de parois cellulaires épaisses et rigides, qui constituent une barriere de premier
niveau. Ces parois possedent des pores de 5 a 20 nm, permettant le passage des NPs de petite
taille, notamment lors de phases de forte perméabilité cellulaire comme la division (Bhatt et

Tripathi 2011) (Zemke-White et al. 2000).

L’interaction des NPs peut également induire la formation de pores élargis, facilitant
leur entrée. Une fois la paroi franchie, les NPs peuvent traverser la membrane plasmique par
des mécanismes encore mal €lucidés, incluant des perturbations membranaires, la formation de
pores transitoires, ou une pénétration directe favorisée par leur petite taille et leurs propriétés
de surface. Les mécanismes actifs de type endocytose sont considérés comme absents ou tres
limités chez les procaryotes, et les voies exactes d’internalisation demeurent largement

inconnues (Navarro et al. 2008; Von Moos et al. 2014).

1.1.3. Devenir intracellulaire

Apres leur internalisation, les nanoparticules (NPs) peuvent atteindre le cytoplasme, ou
elles sont susceptibles d’interagir avec différents constituants cellulaires. Leur devenir et leur
distribution intracellulaires dépendent de plusieurs facteurs, notamment de leur taille, de leur
morphologie, de leur composition chimique, de leurs propriétés de surface ainsi que de la nature

et de la structure de la cellule microbienne (Perreault et al. 2012).

Dans le cytoplasme bactérien, les NPs peuvent interagir directement avec les protéines,
les enzymes, les acides nucléiques et les différents constituants du cytoplasme. Ces interactions
peuvent modifier la structure et la fonction de certaines macromolécules et perturber des

processus cellulaires essentiels (Von Bonin et al. 2017).

. Les NPs peuvent ¢également constituer une source d’ions métalliques libérés
progressivement dans le milieu intracellulaire. Ces ions peuvent interagir avec des groupements
fonctionnels présents dans les protéines et les enzymes, entrainant leur inhibition ou leur

dénaturation et perturbant ainsi différentes voies métaboliques (S. Wahab et al. 2023).

Le devenir intracellulaire des NPs peut également étre associ¢ a une perturbation de
I’homéostasie ionique. L’accumulation d’ions métalliques dans le cytoplasme peut modifier les
concentrations intracellulaires de certains ions essentiels et perturber les systémes de transport

membranaire. Ces déséquilibres peuvent affecter le métabolisme énergétique, la synthése des
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protéines et le fonctionnement des systémes enzymatiques nécessaires a la survie

bactérienne.(Slavin et al. 2017).

Par ailleurs, certaines NPs métalliques ou a base d’oxydes métalliques peuvent favoriser
la génération d’especes réactives de 1’oxygene (ERO) dans la cellule. Lorsque leur production
dépasse les capacités des systemes antioxydants bactériens, un stress oxydatif peut se
développer. Celui-ci peut provoquer 1’oxydation des protéines, la peroxydation des lipides
membranaires et des altérations de I’ADN. Les dommages oxydatifs peuvent ainsi affecter
simultanément plusieurs fonctions cellulaires et contribuer a la perte de viabilité bactérienne

(Shkodenko et al. 2020).

1.2. Mécanismes d'adsorption et d'internalisation chez les eucaryotes

La cinétique des nanocomposites-cellules eucaryotes permet de décrire les étapes
d’absorption, de distribution et d’¢limination des nanocomposites. Ce processus dynamique est
régi a la fois par les propriétés physico-chimiques des nanomatériaux (taille, charge, surface) et

par les spécificités du type cellulaire ciblé.

1.1.1. Absorption et voies d’exposition

Les nanostructures administrées par voie orale traversent le tractus gastro-intestinal et
sont partiellement absorbées au niveau de I’intestin gréle, notamment par endocytose via les
cellules M des plaques de Peyer, ou directement par les cellules épithéliales. Leur absorption
dépend de parametres comme la taille, la charge, I’hydrophobicité, la composition chimique et
la dose. Les nanostructures non absorbées atteignent le colon, ou elles interagissent avec le
microbiote et les cellules épithéliales, modulant les réponses immunitaires inflammatoires (M.

Zhang et Merlin 2018; Haripriyaa et Suthindhiran 2023).

1.2.1. Distribution systémique et cellulaire

Une fois absorbées, les NPs, notamment les nanocomposites de type HDL a base de zinc
ou d’aluminium, sont distribuées dans I’organisme via la circulation sanguine. Elles atteignent
divers tissus et organes, y compris le colon (Kura et al. 2014). Le transport systémique des
nanostructures leur permet de diffuser dans les fluides interstitiels et intracellulaires. Leur
surface chargée positivement favorise 1’adhésion a la membrane cellulaire négative,
déclenchant I’endocytose médiée par la clathrine et la caveoline pour une internalisation

efficace (Torres-Vanegas et al. 2021; Ying et al. 2021; Rathee et al. 2025).

1.2.2. Métabolisme
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Une fois internalisées, les HDLs échappent aux endosomes ou aux lysosomes et libérent
leur charge active dans le cytoplasme. Dans le microenvironnement tumoral, caractérisé par
une acidité et une hypoxie, elles exploitent le métabolisme spécifique des cellules cancéreuses,
principalement la glycolyse produisant de 1’acide pyruvique pour libérer des ions métalliques,
assurant une action thérapeutique ciblée tout en restant inactives dans les tissus sains (Ying et

al. 2021; Kiani et al. 2022; Y. Chen et al. 2024a).

1.2.3. Elimination

L’¢limination des NPs se fait par trois voies principales : excrétion hépatobiliaire, fécale et
urinaire. Ces processus permettent de purger les NPs non utilisées ou métabolisées de
I’organisme, limitant ainsi leur accumulation a long terme (Yan et al. 2019; Yu et al. 2023;

Haripriyaa et Suthindhiran 2023).

2.  Mécanismes moléculaires de la cytotoxicité

Partant du principe que le stress oxydatif est le principal mécanisme de la nanotoxicité. Il
résulte de I’internalisation des NPs, de la libération d’ions métalliques et du dysfonctionnement
mitochondrial, et peut étre renforcé in vivo, par des cytokines pro-inflammatoires. Mais toutes
les NPs ne provoquent pas systématiquement ce type de stress (Horie et Tabei 2021) (Figure

L.9).

2.1. Stress oxydant
2.1.1. Génération directe des espéces réactives de I’oxygeéne

La surface des NPs porte des groupes fonctionnels pro-oxydants et des sites redox actifs
(donneurs ou accepteurs d’€lectrons) qui réagissent avec 1’oxygene moléculaire (O2) pour

former des radicaux superoxydes (O2").

La taille réduite des NPs augmente les défauts de surface et I’activité électronique, ce

qui favorise la génération d’ERO (Donaldson et Tran 2002; Oberdorster et al. 2005).

2.1.2. Induction indirecte des espéces réactives de ’oxygeéne
2.1.2.1.Dissolution des nanoparticules et libération ionique

Certaines NPs se dissolvent dans les milieux biologiques, libérant des ions métalliques
(comme Zn**, Fe**) capables de catalyser des réactions redox, comme les suspensions aqueuses

de quartz qui produisent : H,O,, OH- et 'O2 (Sevcti et al. 2011).

2.1.2.2.Réactions catalytiques de type Fenton et Haber-Weiss
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Les métaux de transition présents dans ou a la surface des NPs (Fe, Cu, Cr, V, Co) catalysent

deux types de réactions importantes (Canaparo et al. 2020) :

- Réaction de Fenton : - Réaction de Haber-Weiss :

Fe*" + H2O2 — Fe*™+ OH- + OH~ 02~ + H202 — OH- + OH + O2

Ces réactions produisent des radicaux hydroxyles (OH-) trés réactifs et responsables de

dommages cellulaires importants (Makhdoumi et al. 2020).

2.2. Dysfonctionnement mitochondrial

L’apoptose a été identifiée comme un mécanisme majeur de mort cellulaire induite par le
stress oxydatif généré par les NPs. Parmi les différentes voies d'apoptose, la voie
mitochondriale intrins€éque joue un role central dans la cytotoxicité induite notamment par les
NPs a base d’oxydes métalliques. Ces NPs sont capables de pénétrer via les membranes

mitochondriales et d’en perturber leur fonctionnement (Xia et al. 2006) entralnant :

e Une inhibition de la chaine respiratoire ;
e L’activation d’enzymes de type NADPH-like ;
e Une surproduction des ERO.

Des niveaux ¢levés d'ERO mitochondriaux peuvent endommager les phospholipides
membranaires, induisant une dépolarisation de la membrane mitochondriale, ce qui accroit

encore la production d'ERO et active les cascades apoptotiques (Manke et al. 2013; Canaparo

et al. 2020).

2.3. Réponses inflammatoires et immunotoxicité
L’exposition aux NPs induit une relation interdépendante entre le stress oxydatif et
I’inflammation. L’internalisation des NPs par les macrophages et les neutrophiles active

I’enzyme NADPH oxydase, entrainant une production massive d’ERO et de RNS.

Cette réponse oxydative constitue une stratégie de défense des cellules immunitaires visant
a ¢liminer les NPs. En retour, les ERO générées participent a 1’activation de voies de
signalisation pro-inflammatoires telles que les RTK, les MAPK, Akt et NF-xB, renforcant ainsi

la cascade inflammatoire (Pacurari et al. 2011 ; Manke et al. 2013).
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2.4. Génotoxicité et mutagenése
2.4.1. Dommages a ’ADN
Les NPs peuvent provoquer des cassures simples et doubles brins de I’ADN par une

interaction directe avec la molécule.

Indirectement, la production excessive d’ERO/RNS entraine des altérations oxydatives
de ’ADN (ex. : formation de 8-oxo-dGuo), des mutations ponctuelles et des aberrations

chromosomiques (Huliganga 2023; Cavallo et al. 2023) :

v Altération des systémes de réparation de ’ADN
Plusieurs NPs inhibent les voies de réparation de I’ADN, notamment la BER, la NER et
I’HR. Elles peuvent aussi diminuer 1I’expression ou I’activité de protéines clés telles que p53 ou

XRCCI1, augmentant ainsi les risques de mutagénése et de carcinogenése (Singh et al. 2017).

v" Libération d’ions métalliques

Les NPs de type métallique, peuvent libérer des ions métalliques toxiques, interférer avec
les enzymes réparatrices ou générer un stress ionique. Les ions métalliques ainsi libérés,
peuvent aussi perturber les structures de type "doigts de zinc", essentielles pour I’activité de

certaines protéines de réparation (Shukla et al. 2021).

v' Effets redox de surface
Les NPs catalysent la formation d'ERO via leur surface réactive, méme en l'absence de
dissolution, ce qui augmente les dommages oxydatifs sur ’ADN et ’interaction avec les

protéines nucléaires (Kermanizadeh et al. 2015).

2.4.2. Perturbations épigénétiques et génotoxicité secondaire

Certaines nanoparticules peuvent provoquer des perturbations épigénétiques en
modifiant la méthylation de ’ADN, en induisant des modifications post-traductionnelles des
histones ou en altérant 1’expression des miARN, contribuant ainsi a 1’instabilité¢ génomique

(Kermanizadeh et al. 2015).

Parall¢lement, une génotoxicité secondaire peut survenir a la suite d’une inflammation
: les cellules immunitaires libérent des médiateurs inflammatoires capables d’induire des
1ésions a I’ADN dans les cellules saines environnantes, méme si celles-ci n'ont pas internalisé

de NPs (Akerlund et al. 2019) (Figure 1.9).
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Figure 1.9 Mécanismes moléculaires de la toxicité des nanocomposites (Landsiedel et al. 2022).

En conclusion, 1’évaluation rigoureuse de la biocompatibilité et de la cytotoxicité
conditionne le développement clinique des nanomatériaux. Leur profil toxicologique dépend
étroitement de propriétés physico-chimiques telles que la taille, la charge et la composition,

ainsi que de leur capacité a induire un stress oxydatif ou une réponse inflammatoire.

A cet égard, les nanocomposites, grace a leur structure modulable, offrent une approche
rationnelle pour optimiser ces parametres, permettant un équilibre entre performance
thérapeutique et sécurité biologique. Cette optimisation est particuliérement cruciale dans le
contexte du cancer colorectal, une pathologie complexe ou les limites des traitements actuels

soulignent le besoin de vecteurs ciblés, efficaces et bien tolérés par 1’organisme.

Ainsi, I’é¢tude de la biocompatibilité et de la cytotoxicité ne constitue pas seulement un
préalable a I'usage clinique des nanomatériaux, mais ouvre ¢galement la voie au développement

de stratégies anticancéreuses innovantes, adaptées aux défis spécifiques du cancer colorectal.
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Chapitre 4 : Cancer Colorectal et stratégies anticancéreuses

Le cancer est une pathologie multifactorielle résultant de 1'accumulation d’altérations
génétiques et épigénétiques. Ces perturbations favorisent 1’émergence de cellules malignes
dotées de capacités pro-prolifératives, d une résistance a I’apoptose et d'une aptitude a échapper

a la surveillance du systéme immunitaire (Simon et Hammer 2012; Bisoyi 2022).

Les limites liées aux traitements conventionnels, telles que la chimiorésistance, la toxicité
systémique et les taux élevés de récidive, soulignent la nécessité de développer de nouvelles
stratégies thérapeutiques. Dans cette optique, les nanomatériaux, les thérapies ciblées et les
approches combinées offrent des perspectives prometteuses pour améliorer la spécificité,
I’efficacité et la sécurité des traitements. C’est précisément ce potentiel qui justifie I’intérét

central porté aux nanocomposites dans le cadre de ces travaux.

1. Généralités sur le Cancer Colorectal

1.1.Définition

Le cancer colorectal (CCR) est I’'un des cancers les plus fréquents dans le monde, se classant
au deuxieme rang chez les femmes et au troisieme chez les hommes en termes d’incidence. En
2022, plus de 1,9 million de nouveaux cas ont été enregistrés a 1’échelle mondiale, représentant

plus de 9 % de I’incidence et de la mortalité par cancer (Bray et al. 2024).

Le CCR évolue selon un processus multi-étapes impliquant des altérations histologiques,

morphologiques et génétiques (Shivshankar et al. 2025)

Sur le plan moléculaire, le CCR résulte d’une accumulation progressive d’altérations
génétiques et épigénétiques conduisant a une instabilit¢é génomique marquée. Cette
carcinogenese est notamment associée a 1’inactivation de génes suppresseurs de tumeurs tels
que TP53, APC et TGF-p, ainsi qu’a I’activation de voies oncogéniques majeures, incluant RAS,

BRAF et PI3K (Benarba et Pandiella 2018a).

1.2.Etiologie du cancer colorectal

Le CCR se répartit en trois grandes catégories génétiques :

v" Sporadique (= 60 % des cas) : forme la plus fréquente, sans antécédents familiaux ;

v Familial (= 30 %) : concerne les patients ayant au moins un parent du premier degré
atteint d’un CCR ou d’un adénome ;

v Héréditaire (= 10 %) : lié a des mutations germinales affectant des génes régulateurs de

la croissance cellulaire (Benarba et Pandiella 2018b).
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1.3.Caractérisation histopathologique

Plus de 90 % des carcinomes colorectaux sont des adénocarcinomes issus de 1’épithélium
colique ; des formes plus rares incluent les carcinomes neuroendocriniens, épidermoides,
adénosquameux, fusiformes et indifférenciés (Fleming et al. 2012). L’adénocarcinome

(figurel.10) est classé en trois grades selon la proportion de structures glandulaires :
e Grade 1 (bien différencié) : > 95 % de formation glandulaire ;
e Grade 2 (modérément différencié) : 50-95 % ;

e Grade 3 (faiblement différencié) : < 50 %, aspect majoritairement solide (Dubansky

et al. 2023; Arslan et al. 2025).
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Figure I1.10 Histologie d'un adénocarcinome modérément différencié (Grossissement
% 200) (Fleming et al. 2012).

1.4.Classification histologique des carcinomes colorectaux

Selon I'Organisation mondiale de la Santé (OMYS), il existe plusieurs variantes histologiques
des carcinomes colorectaux, telles que : le mucineux, a cellules en bague a chaton, médullaire,
micropapillaire, dentelé, de type comédon criblé et adénosquameux a cellules fusiformes et

indifférenciées.

1.4.1. Adénocarcinome colorectal mucineux

L’adénocarcinome mucineux (Figure I.11) se caractérise par la présence d'au moins 50 %
de mucine extracellulaire. Il représente 10 a 20 % des CCR. Sur le plan épidémiologique, cette
variante est plus fréquente chez les femmes et les patients jeunes, avec une localisation
préférentielle au niveau du célon proximal et un diagnostic souvent posé a un stade avancé (C.

Luo et al. 2019).
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Au niveau moléculaire, il se distingue par une surexpression des mucines MUC2 et
MUCS5AC (Hanski 1995; Imai 2013), une fréquence élevée de mutations affectant les voies
RAS/MAPK et PI3K/Akt/mTOR, ainsi que des taux accrus d’instabilit¢ microsatellitaire,
souvent associés au syndrome de Lynch et au phénotype CpG méthylateur (Hugen et al. 2015).

Figure 1.11 Adénocarcinome mucineux (Grossissement x400) (L. Wang et al. 2020).

1.4.2. Adénocarcinome a cellules en bague a chaton

L’adénocarcinome a cellules en bague a chaton, ou SRCC (Signet Ring Cell Carcinoma),
est un sous-type trés rare d'adénocarcinome mucineux (moins de 1 % des cas). Il se définit
histologiquement par la présence de plus de 50 % de cellules en bague a chaton, contenant de
grandes vacuoles de mucine, décalant le noyau vers la périphérie (Figure 1.12) (Gulinac et al.

2024).

Sur le plan moléculaire, il est associé a une instabilité microsatellitaire élevée ainsi qu'a des
mutations du géne BRAF, mais les données sont limitées par la taille réduite des cohortes

¢tudiées (Korphaisarn et al. 2019).

Figure 1.12 Carcinome a cellules en bague a chaton (Mirmansouri et al. 2018).
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1.4.3. Carcinome médullaire

Le carcinome médullaire (CM) (Figure 1.13) est une variante rare du CCR. Il survient
préférentiellement chez les femmes d’age moyen et se distingue par un pronostic globalement

favorable, li¢ notamment a une faible incidence de métastases ganglionnaires.

Sur le plan histologique, il se distingue par un aspect syncytial ou une organisation en
nappes, sans formation glandulaire évidente, associée a une infiltration lymphocytaire intra-

tumorale marquée.

Sur le plan moléculaire, cette tumeur présente de manicre quasi-constante une instabilité

microsatellitaire (Fatima et al. 2021; Maung et al. 2024).

|

Figure 1.13 Carcinome médullaire (grossissement x 40) (Zenger et al. 2019)

3. Mécanismes moléculaires et voies de signalisation

Les voies de transduction du signal permettent a la cellule d’intégrer les modifications de
son environnement, notamment celles induites par des signaux extracellulaires. Ces voies
contribuent au maintien de I’équilibre entre la survie et la mort cellulaire. Dans la cellule
cancéreuse, cet équilibre est rompu, souvent en raison d’altérations affectant une ou plusieurs

de ces voies de signalisation (Brotelle et Bay 2016). Parmi celles-ci :

3.1.Wnt/B-caténine

Cette voie est activée par les ligands Wnt, qui stabilisent la B-caténine, laquelle migre vers
le noyau pour stimuler la transcription de génes favorisant la prolifération et la survie cellulaires
(J. Liu et al.,. Le géne APC régule le complexe de destruction de la B-caténine ; en cas de
mutation de ’APC, ce complexe devient inactif et la B-caténine s’accumule, entrainant une
prolifération cellulaire anarchique et la formation de polypes adénomateux (Steinhagen et al.

2010; Fernandez et Buscail 2025). Les mutations se concentrent souvent dans la Mutation
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Cluster Region (MCR, codons 1286—1513), ce qui produit une protéine APC tronquée et une

altération majeure du controle de la signalisation Wnt (S.-P. Chen et al. 2006).

3.2.PI3K/AKT/mTOR (PAM)

Elle régule la croissance, la survie et la prolifération cellulaire. Son activation par des
ligands (IGF-1, PDGF, EGF) entraine la conversion de PIP2 en PIP3, ce qui conduit au
recrutement et a I’activation de I’AKT, qui stimule le complexe mTORCI et, par conséquent,
favorise la synthese protéique et la prolifération cellulaire (Hawkins et al. 1992; Vahidnezhad
et al. 2016). Dans le cancer, I’hyperactivation de PI3K, la perte de PTEN ou le gain de fonction
d’AKT favorisent la progression tumorale et la résistance aux traitements. Ces altérations
incluent notamment des mutations fréquentes du gene PIK3CA au niveau des exons 9 et 20

(Glaviano et al. 2023).

3.3.MAPK/ERK

La voie MAPK/ERK transmet les signaux émis par les récepteurs a activité tyrosine kinase
(RTK) via la cascade RAS-RAF-MEK jusqu’a ERK, qui phosphoryle des substrats
cytoplasmiques et nucléaires, régulant ainsi la prolifération, la différenciation et la survie

cellulaire (Marshall 1995; Gagliardi et Pertz 2024).

Des mutations oncogéniques telles que KRAS, NRAS ou BRAF (notamment la mutation
V600E dans le CCR), entrainent une hyperactivation constitutive de la voie MAPK/ERK,
favorisant I’initiation et la progression tumorale. Ces mutations surviennent généralement de
fagon isolée, reflétant 1’hétérogénéité moléculaire des cancers colorectaux (Roberts et Der

2007; Burotto et al. 2014).

3.4.TGF-p/SMAD

La voie de signalisation TGF-f3 régule la prolifération des cellules intestinales et la
régénération de la muqueuse (Bertram et al. 2013). La fixation du ligand induit I’activation du
complexe TGFBRI/II, qui phosphoryle les protéines SMAD2 et SMAD3. Ces R-SMADs
forment alors, avec la SMAD4, un complexe qui transloque vers le noyau pour moduler

I’expression des genes cibles (Tzavlaki et Moustakas 2020; Deng et al. 2024).

Dans le CCR, la perte ou la mutation du géne SMAD4 (locus 18q21) perturbe cette
régulation, favorisant la progression tumorale en synergie avec d’autres altérations génétiques

(Fang et al. 2021).
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3.5.P53
Le géne TP53 code pour la protéine p53, « gardienne du génome », qui maintient 1’ intégrité
de I’ADN en réponse a des stress tels que les dommages a I’ADN, I’activation oncogénique ou

le stress réplicatif (Herndndez Borrero et El-Deiry 2021).

La protéine p53 régule I’arrét du cycle cellulaire, la réparation de I’ADN, la sénescence et
I’apoptose (Kastenhuber et Lowe 2017). Elle intervient aussi dans 1’autophagie, le
métabolisme, la ferroptose et la régulation des ERO, parfois par interaction directe avec d’autres
protéines mitochondriales anti-apoptotiques. L’activité de p53 est finement contrdlée par des
modifications post-traductionnelles (phosphorylation, acétylation, ubiquitination, sumoylation,
méthylation, neddylation, B-hydroxybutyrylation), qui régulent sa stabilité, sa localisation et sa

fonction transcriptionnelle, déterminant ainsi la réponse cellulaire (Sullivan et al. 2018).

Dans le CCR, 34 a 45 % des tumeurs présentent des mutations de 7P53, principalement
dans les exons 5-8 (domaines de liaison a I’ADN), affectant les codons « points chauds » 175,
245,248, 273 et 282. Ces mutations altérent la capacité de p5S3 a reconnaitre I’ADN et a activer
la transcription, compromettant ses fonctions suppressives et favorisant la progression tumorale

(X.-L. Li 2015).
3.6. Voie de signalisation Notch

La voie de signalisation Notch, hautement conservée, régule la réponse cellulaire, le
développement embryonnaire et ’homéostasie tissulaire. Elle comprend quatre récepteurs
(Notch1-4) et cinq ligands (DLL-1, DLL-3, DLL-4, JAG-1, JAG-2) (Oldershaw et Hardingham
2010).

L’activation de la voie résulte d’une interaction directe cellule-cellule, entrainant la
libération du domaine intracellulaire de Notch (NICD), qui transloque vers le noyau pour
activer la transcription des génes cibles (HES, HEY, NF-xB, VEGF, mTOR, CCND1, ¢-MYC,
p21, p27, AKT) (Vychytilova-Faltejskova et Slaby 2022).

Dans le CCR, I’activation anormale de Notchl agit en synergie avec la voie Wnt pour
initier la formation d’adénomes. Elle induit I’expression de la MMP9, favorisant I’invasion
tumorale et participe activement a la vasculogenése et a I’angiogenése tumorale. Par ailleurs,
plus de 22 % des CCR présentent un gain de copies du géne NOTCH 1, entrainant une activation

autonome associée a un pronostic défavorable.
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La surexpression de Notchl et de sa cible HES1 est particuliérement marquée dans les
stades avancés et est renforcée par 1’activation de la voie AKT, ce qui augmente la prolifération
cellulaire et la charge tumorale (Rodilla et al. 2009; Arcaroli et al. 2016; Tyagi et al. 2020; Yang
et al. 2024).

3.7.Voie Hedgehog (SHH)
La voie canonique Hedgehog (Hh) est initiée par la liaison des ligands SHH et IHH au
récepteur PTCHI1, entrainant 1’activation et la translocation nucléaire des facteurs de

transcription GLI.

Dans le colon sain, la signalisation Hh est principalement paracrine (de 1'épithélium vers le
stroma) et joue un role suppressif de tumeur. Dans le CCR, des mutations des genes PTCH 1,
SMO ou GLI, ou une expression aberrante des ligands, peuvent activer la voie de fagon
autonome. Cette activation favorise la lymphangiogenése, la régénération tumorale, la

métastase et la chimiorésistance (Hong et al. 2013; Wu et al. 2017; Geyer et Gerling 2021).

3.8. Voie JAK/STAT

La liaison des cytokines a leurs récepteurs membranaires induit 1’activation des kinases
JAK (JAK1-3, TYK2). Cette activation entraine la phosphorylation et la dimérisation des
STAT. Les STAT dimérisés transloquent vers le noyau pour réguler la transcription des génes

impliqués dans la survie, la prolifération et I’inflammation (Slattery et al. 2013).

Dans le CCR, une activation constitutive de la voie JAK/STAT, souvent via STATS3,
STATS ou des régulations par ARN circulaire (circSPARC), favorise la tumorigenese et
I’invasion cellulaire (Lai et al. 1995; Verbsky et al. 1996; X. Hu et al. 2021; Ghasemian et al.
2023).

3.9. Voie TNFo/NF-kB

Le TNFa, cytokine pro-inflammatoire, peut induire deux réponses opposées : I’apoptose via
FADD et Dl’activation de la caspase-8, ou la survie cellulaire via TRAF2, les kinases
JNK/MEKK et le facteur de transcription NF-kB. Dans le CCR, I’activation persistante de NF-
kB stimule la transcription de genes pro-prolifératifs (cyclines, Myc, IL-6) et anti-apoptotiques
(Bcl-xL, cIAP), favorisant ainsi la croissance tumorale, 1’inflammation chronique et la
résistance a la mort cellulaire (Karin and Lin 2002; Wu and Zhou 2010; Park et Hong 2016;
Holbrook et al. 2019).
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3.10. Signalisation Insulin / IGF-1

L’IGF-1, principalement li¢ a la protéine de transport IGFBP-3, active son récepteur
IGF-1R, déclenchant des voies mitogeénes et inhibant 1’apoptose. Dans le CCR, une activation
chronique de cette voie favorise la prolifération cellulaire, la survie, I’angiogenése (notamment
via I’induction du VEGF) augmentant ainsi le risque de transformation maligne. De plus,
I’hyperinsulinémie, fréquemment associée a I’obésité ou au diabete de type 2, accroit ces effets

et favorise la progression tumorale (Vogelstein et al. 1988; Aaronson 1991; Giovannucci 2001).

4. Stratégies anticancéreuses conventionnelles

Le traitement du cancer combine la chimiothérapie, la radiothérapie, la chirurgie, les
thérapies ciblées et I'immunothérapie pour contrdler la croissance tumorale et prévenir les
métastases. Les stratégies thérapeutiques sont rigoureusement adaptées au profil histologique
et moléculaire, ainsi qu’au stade de la tumeur. L'objectif est d'optimiser le controle de la
croissance tumorale et de prévenir la dissémination métastatique, tout en limitant la toxicité

pour les tissus sains
4.1. Chirurgie

Chez les patients atteints d’'un CCR stade IV, la chirurgie est réservée aux cas
symptomatiques a risque d’obstruction ou aux métastases résécables. Le pronostic post-
opératoire reste néanmoins tributaire de facteurs clinico-pathologiques tels, que 1’age, les
comorbidités, 1’étendue tumorale et la différenciation cellulaire (Temple et al. 2004; Biondi et

al. 2016) .
4.2. Radiothérapie

La radiothérapie du cancer du cdlon, bien que moins fréquemment utilisée, peut étre
indiquée dans certains cas avancés ou a visée palliative. Elle utilise des rayonnements a haute
énergie pour détruire les cellules cancéreuses, soit par radiothérapie externe (ciblant la tumeur
depuis I’extérieur), soit par radiothérapie interne appelée curiethérapie. Cette derniere consiste
a placer des sources radioactives directement dans ou prés de la tumeur, ce qui permet une

irradiation précise et efficace tout en épargnant les tissus sains (Board 2002; Khairi et al. 2023).
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4.3. Chimiothérapie

Les principaux agents chimiothérapeutiques sont le 5-fluorouracile (5-FU),

I’oxaliplatine et I’irinotécan, souvent administrés en séquence pour améliorer la survie globale.

Le 5-FU, analogue de I’uracile, inhibe la synthése d’ADN via FAUMP et perturbe
I’ARN via FUTP (Longley et al. 2003; Aparicio et al. 2005; Murphy et Middleton 2012). Son
effet est potentifié par 1’acide folinique (leucovorine), qui stabilise le complexe FAUMP-

thymidylate synthase.

Concernant les autres agents : 1’oxaliplatine, un dérivé du platine, endommage I’ADN
et bloque la prolifération cellulaire, alors que I’irinotécan, pro-médicament transformé en SN-
38, inhibe la topoisomérase I, provoquant des cassures d’ADN et 1’apoptose (Alcindor et

Beauger 2011; Reyhanoglu et Smith 2025).

5. Limites des traitements conventionnels

Les traitements conventionnels du CCR présentent des limites importantes. Leur manque
de spécificité entraine une cytotoxicité sur les cellules saines, source de complications
secondaires séveres. De plus, la variabilité génétique des CCR complique le développement

d’une thérapie moléculaire universelle.

Concernant la chirurgie, bien qu’elle reste le traitement de premiére intention pour les cas
précoces, son efficacité curative est limitée en cas de métastases (observées chez environ 25 %
des patients au diagnostic). Chez ces patients, I’efficacité des chimiothérapies néoadjuvantes
est souvent compromise par I’apparition rapide de résistances médicamenteuses et par un risque
¢levé de récidive, méme avec des thérapies combinées, ce qui conduit souvent a des cancers

multirésistants (Schuell et al. 2005; Colussi et al. 2013; Rawla et al. 2019; J. Zhou et al. 2021).

6. Thérapies ciblées et nouvelles approches

Les stratégies thérapeutiques modernes visent & moduler de manicre spécifique les voies
moléculaires et les mécanismes cellulaires impliqués dans la tumorigenése. Ces approches
incluent les immunothérapies ciblées, les thérapies basées sur les ARN non codants, les virus
oncolytiques, ainsi que 1’utilisation de composés naturels, de probiotiques et de traitements
guidés par des biomarqueurs. L'objectif est d’optimiser l’efficacité antitumorale tout en

réduisant la cytotoxicité systémique. Ces stratégies ont démontré un potentiel significatif dans
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des études précliniques et cliniques, offrant des perspectives pour des traitements personnalisés
et mécanistiquement orientés contre le cancer (A. Kumar et al., 2023).
6.1. Immunothérapie

L’immunothérapie regroupe un ensemble de stratégies thérapeutiques visant a exploiter
et moduler le systéme immunitaire afin de reconnaitre et ¢liminer spécifiquement les cellules

tumorales. Cette approche s'articule autour de quatre axes majeurs.

6.1.1. Inhibiteurs de points de controle immunitaires

Ces anticorps monoclonaux ciblent des molécules régulatrices telles que CTLA-4, PD-
1 et son ligand PD-L1. Leur objectif est de lever 1’inhibition exercée sur les lymphocytes T

effecteurs et de restaurer une réponse immunitaire antitumorale efficace.

6.1.2. Thérapies cellulaires adoptives (CAR-T)

Elle repose sur I'utilisation de lymphocytes T génétiquement modifiés, exprimant des
récepteurs antigéniques chimériques capables de reconnaitre spécifiquement les cellules

canceéreuses et d’induire leur destruction.

6.1.3. Virus oncolytiques

Il s'agit de virus natifs ou génétiquement modifiés capables d’infecter et de lyser
sélectivement les cellules tumorales, tout en stimulant I’immunité antitumorale par la libération

d’antigenes et de signaux de danger.

6.1.4. Vaccins anticancéreux

Ils visent a induire ou amplifier une réponse immunitaire spécifique contre les antigenes
tumoraux. Ces vaccins utilisent des peptides synthétiques, des cellules dendritiques, ou des
vecteurs viraux, bactériens et nucléiques (ADN/ARN) (Marin-Acevedo et al. 2018; Faghfuri
2024).

6.2. Thérapie ciblée par anticorps monoclonaux

Des anticorps monoclonaux ont ét¢ développés pour cibler de maniere spécifique certaines

protéines clés impliquées dans la croissance et la progression tumorales. Ces agents
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thérapeutiques se distinguent par leur grande spécificité d’action et un profil de toxicité différent
de la chimiothérapie cytotoxique classique. Leur efficacité a été particulierement démontrée dans
le CCR, ou deux voies biologiques majeures de la cancérogenése sont visées, a savoir : la voie
de signalisation du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) et le processus

d’angiogenése, essentiel a I’apport sanguin de la tumeur (Veronese et O’Dwyer 2004).
Parallelement, d’autres cibles ont été explorées, comme :

e HER?2 : surexprimée dans une minorité de CCR, cette protéine est ciblée par des agents

comme le trastuzumab dans certains essais ;

e PD-1/ PD-LI : ciblés par des anticorps spécifiques (nivolumab, pembrolizumab),
principalement dans les CCR caractérisés par une instabilité microsatellite élevée (MSI-

H/dMMR) (Spitzer et al. 2023).

6.3. Nanomédecine

La nanomédecine repose sur I’utilisation de matériaux a I’échelle nanométrique, tels que
les nanoparticules lipidiques, polymériques et inorganiques, pour la délivrance d’agents
diagnostiques ou thérapeutiques. Elle s'applique au traitement de diverses pathologies,

notamment le cancer, les maladies infectieuses et les troubles neurologiques (Chou et al. 2025).

Cette discipline a progressivement évolué vers des stratégies de ciblage spécifique des
tissus et des cellules clés impliqués dans la tumorigenese, en particulier les cellules
immunitaires et stromales. L'objectif est d’améliorer 1’efficacité thérapeutique tout en réduisant

les effets indésirables liés a la toxicité hors cible (Gomerdinger et al. 2025).

6.3.1. Transport ciblé de médicaments (nanovecteurs)

Les nanovecteurs permettent de délivrer des agents anticancéreux directement au niveau
du site tumoral, en concentrant la dose sur la tumeur tout en limitant la toxicité sur les tissus

sains.

Différentes classes de nanovecteurs sont actuellement exploitées, telles que les
liposomes, les nanoparticules métalliques, les polymeéres biocompatibles et les exosomes.
Chaque classe exploite des propriétés physico-chimiques ou biologiques spécifiques pour

optimiser la I'efficacité thérapeutique (Eftekhari et al. 2023; X. Huang et al. 2024).
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Les exosomes constituent des nano-vecteurs naturels, médiateurs physiologiques de la
communication intercellulaire via le transfert de protéines, d’acides nucléiques et d’autres
biomolécules actives. Leur aptitude a reconnaitre et a fusionner avec les membranes des cellules
cibles leur confére une efficacité élevée pour la délivrance ciblée d’agents thérapeutiques. Cette
spécificité favorise une modulation précise de la réponse immunitaire, tout en limitant les
toxicités systémiques souvent associées aux systémes de vectorisation synthétiques (Lahouty

et al. 2025).

6.3.2. Induction de ’apoptose

Certaines nanoparticules possédent une capacité intrinseéque a induire 1’apoptose des
cellules cancéreuses. Ce mécanisme repose sur l’activation de voies de signalisation
intracellulaires pro-apoptotiques ou sur la génération des ERO. Cette approche permet de
réduire la prolifération tumorale et de limiter la survie des cellules résistantes aux

chimiothérapies conventionnelles (Luobin et al. 2024).

6.3.3. Nano-immunothérapie

Les nanoparticules représentent des plateformes de choix pour la modulation de la
réponse immunitaire anticancéreuse. Elles agissent primairement comme des nanovecteurs
capables d’encapsuler des agents immunostimulants ou des acides nucléiques thérapeutiques.
Cette encapsulation assure la protection des biomolécules contre la dégradation enzymatique et
permet une libération controlée (relargage) au sein du microenvironnement tumoral (Murugan

et al. 2022).

Aussi, en fonction de leurs propriétés physico-chimiques et de la fonctionnalisation de
leur surface, les nanoparticules peuvent interagir directement avec les cellules immunitaires,
favoriser I’activation des cellules cytotoxiques (lymphocytes T, cellules NK), et atténuer les
mécanismes d’immunosuppression induits par la tumeur. Elles peuvent également exercer un
effet adjuvant, contribuant ainsi au renforcement et a la durabilité¢ de la réponse immunitaire

anticancéreuse (Murugan et al. 2022) (Kandasamy et al. 2023) .

6.3.4. Inhibition de la progression tumorale et des métastases

La chimio-immunothérapie constitue une approche prometteuse pour atténuer

I’immunosuppression induite par le microenvironnement tumoral. L’ingénierie de
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nanoparticules multifonctionnelles permet un contréle ciblé de la délivrance
chimiothérapeutique (inducteurs de mort cellulaire immunogenes) et d’immunomodulateurs
(antigeénes, adjuvants) grace a leurs propriétés de surface, conduisant ainsi a une inhibition

renforcée de la croissance tumorale et de la formation de métastases (M. Wu et al. 2019).

Synthese bibliographique et objectifs de la these

L'analyse de la littérature met en évidence la complexité des défis thérapeutiques
actuels, dominés par trois problématiques majeures de santé publique : lI'émergence de la
résistance aux antimicrobiens, l'impact délétére du stress oxydant et la progression du CCR.
Face a ces enjeux, et aux limites des traitements conventionnels (toxicité systémique,
chimiorésistance, faible biodisponibilité¢), la nanomédecine offre une alternative prometteuse
via l'utilisation de vecteurs intelligents. Parmi eux, les Hydroxydes Doubles Lamellaires
(HDLSs) se distinguent par leurs propriétés physico-chimiques uniques : une structure lamellaire
modulable composée de métaux divalents et trivalents, une grande capacit¢ d’échange

anionique et une biocompatibilité avérée.

Cette ¢tude bibliographique a permis de souligner le potentiel polyvalent des HDLs en
suivant une approche thérapeutique graduelle. En premier lieu, les HDLs démontrent une
activité antimicrobienne notable grace a leur capacité a libérer des agents antimicrobiens de
manicre prolongée, permettant ainsi de contourner les mécanismes de résistance microbienne

classiques.

Parallélement, ces matériaux peuvent exercer une activité antioxydante, soit par une
propriété intrinséque de leur composition métallique, soit par l'encapsulation d'agents
spécifiques, protégeant ainsi les cellules contre les dommages des ERO, souvent précurseurs de

la carcinogenese.

Enfin, dans le cadre du CCR ou I'inflammation et I'activation des voies de signalisation
(MAPK, Notch, Wnt) favorisent la tumeur, les HDLs révelent une activité anticancéreuse et
cytotoxique majeure. En tant que nanovecteurs, ils permettent l'encapsulation de molécules
chimiothérapeutiques, assurant leur protection et une libération contrélée au site tumoral (pH-
dépendante). Cette propriété, couplée a une internalisation cellulaire efficace par endocytose,

favorise un ciblage spécifique des cellules cancéreuses tout en épargnant les tissus sains.
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Ainsi, I'¢laboration de systémes hybrides a base de HDL apparait comme une stratégie
pertinente pour développer des thérapies multifonctionnelles. C’est dans ce contexte que
s’inscrit notre travail expérimental, visant a synthétiser et caractériser de nouveaux matériaux
HDL afin d’évaluer leur efficacité biologique conjointe contre les infections microbiennes, le

stress oxydant et la prolifération tumorale colorectale.
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Partie B : Etude Expérimentale
Chapitre 1 : Matériel et Méthodes
1.Les nanocomposites de ZnNiAl

1.1. Techniques de synthése

La synthese des matériaux repose sur diverses approches de préparation mises en ceuvre
dans le cadre de ce travail. Les protocoles adoptés, ainsi que les conditions expérimentales
sélectionnées, sont décrits de maniére détaillée pour garantir la reproductibilité et la fiabilité
des résultats obtenus. Par ailleurs, des méthodes de caractérisation appropriées ont été
appliquées afin de vérifier la composition, la structure et les propriétés des matériaux

synthétisés, assurant ainsi la réussite et la qualité de la synthése.

1.1.1. Synthése des nanoparticules de ZnNiAl-HDL

Dans ce travail de thése, la synthése par coprécipitation chimique a été utilisée pour
préparer des nanoparticules d'oxyde métallique mixte dérivées d'un hydroxyde double
lamellaire (ZnNiAl-LDH). Les différents matériaux ont ét¢ obtenus en soumettant le matériau
de départ a diverses températures de calcination, selon le protocole suivant :

— Les matériaux ont été synthétisés par la méthode de coprécipitation a un pH constant de 10 ;

— La méthode repose sur I’addition lente de solutions aqueuses de trois nitrates métalliques :
le zinc (Zn (NOs) 2-6H-0) et le nickel (Ni (NOs) 2-6H20) comme précurseurs d’ions M?*, et
I’aluminium (Al (NOs) 3-9H20) comme précurseur d’ions M>* ;

— Un rapport molaire de r = [M?*] / [M?**] =2 a été choisi pour €laborer la structure ternaire
De type HDL, en particulier le ZnNiAl-HDL ;

— Ce rapport molaire a été défini comme r = [(Zn*" + Ni**) /2] / [AI**] = 2, ce qui a permis de
déterminer les quantités appropriées de cations métalliques divalents (Zn** et Ni**) et
trivalentes (AI*) ;

— Une solution de carbonate de sodium (Na2COs) a 1 M a été ajoutée goutte a goutte, sous
agitation continue, a la solution mixte de nitrates métalliques ;

— Le pH a ét¢ maintenu a 10 par I’addition simultanée de NaOH (2 M) ;

— La suspension obtenue a ensuite été vieillie a 70 °C pendant 24 heures dans un bain d’huile

agité ;
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— Le précipité a été récupéré puis lavé a plusieurs reprises a [’eau désionisée par
centrifugation ;

— Il a finalement été séché dans une étuve a 80 °C pendant 20 heures. Le ZnNiAl-HDL ainsi
obtenu a été finement broy¢ afin d’obtenir une poudre ;

— Une partie de ce matériau a ensuite été calcinée a 400, 600 et 800 °C pendant 6 heures.

1.2. Caractérisation des nanoparticules ZnNiAl-HDLs

Pour caractériser les échantillons préparés, différentes méthodes analytiques ont été
mises en ceuvre au sein du Centre de Recherche Scientifique et Technique en Analyses Physico-
Chimiques (CRAPC) :

— Lanalyse structurale a été réalisée par diffraction des rayons X a I’aide d’un diffractométre
Bruker D2 Phaser équipé d’une radiation Cu-Ka (A = 1,5418 A), avec une plage angulaire
20 comprise entre 5 et 90°.

— Les observations morphologiques ont été effectuées grace a un microscope électronique a
balayage a émission de champ (MEB-FEG) Thermo Fisher Scientific Apéreo 2C.

— Enfin, les spectres infrarouges (FTIR) ont été enregistrés entre 400 et 4000 cm™ a 1’aide

d’un spectrophotomeétre JASCO FTIR-4200.

1.2.1. Caractérisation par diffraction des rayons X

La diffraction des rayons X DRX constitue une méthode d'analyse non destructive
essentielle pour explorer la structure cristalline des matériaux. Elle repose sur l'interaction d'un
faisceau de rayons X monochromatiques avec les plans atomiques périodiques d'un cristal :
quand la longueur d'onde de ces rayons est comparable aux distances interatomiques, les ondes
secondaires émises par ces plans interferent (Figure 1.14) (Asif Ali et al. 2021).

Ces interférences deviennent constructives dans des directions précises, générant des
pics d'intensité qui obéissent a la loi de Bragg (nA=2d sin 0), liant la longueur d'onde « A »,
I'espacement réticulaire « d » et I'angle d'incidence « 0 ». Ainsi, le cristal agit comme un réseau
diffracteur tridimensionnel, ou les contributions des plans s'additionnent de manicre cohérente
lorsque la différence de marge optique est un multiple entier de A, produisant des faisceaux
diffractés dont les positions et intensités révelent 1'organisation atomique unique du matériau,

telle une empreinte digitale de I'organisation atomique (Krishnan 2021).
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La DRX représente une méthode essentielle pour évaluer la dimension moyenne des
grains dans les matériaux, un parametre clé influengant leurs propriétés physiques telles que les

caractéristiques ¢€lectriques et optiques.

La taille cristallite moyenne D est obtenue via 1'équation de Scherrer, qui relie cette

grandeur a la largeur a mi-hauteur des pics diffractés :
D= 09A / BcosH

Ou A =1,5418 A désigne la longueur d'onde du rayonnement Cu Ka employé ici, 0 est I'angle
de Bragg correspondant au pic, et  (en radians) est la largeur & mi-hauteur normalisée. Des

pics plus élargis signalent des grains de plus petite taille, et vice versa (Monshi et al. 2012).
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Figure 1.14 Schéma de principe d'un diffractométre a rayons X (Asif Ali et al. 2021).

1.2.2. Caractérisation par microscope électronique a balayage

Le microscope électronique a balayage (MEB) exploite un faisceau d'électrons plutot
que de la lumiére pour produire des images haute résolution de la surface des échantillons,
révélant leur topographie, leur morphologie et souvent leur composition chimique avec une
précision bien supérieure a celle des microscopes optiques.

Un canon a électrons génere des particules accélérées, que des lentilles magnétiques
concentrent en un faisceau fin balayant I'échantillon ligne apres ligne, comme un scanner.

Ces électrons pénctrent les atomes du matériau, générant divers signaux tels que : les

¢lectrons secondaires pour le relief topographique, les ¢électrons rétrodiffusés pour la densité
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atomique moyenne, et les rayons X pour l'analyse ¢lémentaire. Ces signaux sont captés par des
détecteurs et transformés en image pixel par pixel (Figure 1.15).

Ce principe de balayage et de détection des émissions de la matic¢re fait du MEB un
instrument incontournable en sciences des matériaux, en mesure 3D de surfaces, dans le secteur

de la recherche scientifique ainsi que de l'industrie (Choudhary et Ka 2017; Arora et al. 2020).

Faisceau d'électrons incidents

Surface de 1'échantillon

Electrons Auger

Rayons X caractéristiques
Continuum de rayons X

Figure 1.15 Schéma de principe d’un microscope électronique a balayage (MEB)
(Choudhary et Ka 2017).

1.2.3. Caractérisation par spectrométrie de dispersion d'énergie des rayons X

La spectrométrie de dispersion d'énergie des rayons X (EDS ou EDX) est une méthode
de microanalyse élémentaire souvent associée aux microscopes électroniques a balayage
(MEB) ou en transmission (MET), afin d'évaluer la composition chimique locale des solides.

Elle exploite l'impact d'un faisceau d'é¢lectrons énergétiques sur 1'échantillon, qui
provoque l'ionisation des couches atomiques internes ; la désexcitation subséquente génére des
rayons X caractéristiques, dont I'énergie spécifique permet d'identifier chaque ¢lément (Figure
[.16) (Angeles-Chavez et al. 2012).

Un détecteur a semi-conducteurs enregistre l'énergie des photons pour produire un
spectre intensité-énergie, dont les pics révelent les éléments présents et permettent leur
quantification apres correction des effets de matrice, d'absorption et de fluorescence (Newbury
et Ritchie 2015).

Cette technique assure une analyse rapide, spatialement résolue (jusqu'a 1'échelle
nanométrique avec les équipements récents) et efficace. Ce qui en fait un outil incontournable
pour 1'é¢tude des matériaux, tels que les alliages, les catalyseurs, les nanoparticules ou l'analyse

de défauts, tant en recherche qu'en industrie.
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Figure 1. 16. Mécanisme en deux étapes d'émission X caractéristique : (1) excitation
électronique et (2) désexcitation radiative (Hodoroaba 2020).

1.2.4. Caractérisation par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) constitue une méthode
analytique puissante pour déterminer la composition chimique d'un matériau en examinant son
interaction avec le rayonnement infrarouge. Quand une molécule est soumise a cette radiation,
ses liaisons chimiques vibrent de maniére spécifique (étirements, flexions ou torsions), chaque
groupe fonctionnel résonnant a une fréquence caractéristique.

Le FTIR capture ces absorptions via un interférometre, généralement de type Michelson,
qui produit un interférogramme. Le traitement mathématique par la transformée de Fourier
convertit ensuite ce signal en un spectre d'absorption lisible, ou les pics révelent les vibrations
moléculaires comme une signature unique du matériau.

Ce profil spectral agit tel un “passeport moléculaire”, facilitant I'identification de
composés organiques ou inorganiques, le monitoring de réactions, 1'¢tude de la dégradation
polymérique, ou l'examen de produits pharmaceutiques et d'échantillons biologiques

(Figure 1.17) (H. Zhang et al. 2024; Guerrero-Pérez et Patience 2020a).
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Figure 1.17 Schéma de principe d’un spectrométre FTIR (Guerrero-Pérez et Patience
2020b).
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2. Activité biologique des nanocomposites de ZnNiAl
2.1. Matériel

2.1.1. Matériel chimique

Les nanocomposites testés dans notre étude correspondent a des hydroxydes doubles
lamellaires (HDLs) de type ZnNiAl, synthétisés au sein du laboratoire du Centre de recherche
scientifique et technique en analyses physico-chimiques (CRAPC) par la méthode de

coprécipitation chimique, puis calcinés aux températures de : 400, 600 et 800 °C.

- Dans les essais in vitro, les nanocomposites obtenus apres calcination a 400, 600 et 800 °C
ont été testés a des concentrations comprises entre 0,97 et 500 pg/mL ;

- Pour les expérimentations in vivo, seul le nanocomposite calciné a 800 °C a été retenu ;

- Dans I’étude de toxicité aigué, différentes doses ont ét¢ administrées, allant de 500 a 3500
mg/kg de poids corporel, tandis qu’une dose unique de 6 mg/kg a été utilisée dans le modéle

expérimental du cancer colorectal.

2.1.2. Matériel biologique

2.1.2.1.Souches microbiennes
L’¢étude de I’activité antimicrobienne des nanocomposites de ZnNiAl-HDL a porté sur
8 souches bactériennes gracieusement fournies par le Laboratoire de Microbiologie, Centre

Hospitalier Universitaire, Sétif, et sont représentées par :

Des souches de référence ATCC (A : Americain, T : Type, C : Culture, C : Collection) :

- Bacillus subtilis ATCC 6633

- Staphylococcus aureus ATCC 29213

- Escherichia coli ATCC 25922

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
- Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

- Salmonella enterica ATCC 14028

Des souches cliniques :

- Acinetobacter baumannii

- Candida albicans
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2.1.2.2.Lignées cellulaires

La lignée cellulaire HT-29, mod¢le in vitro, de référence du cancer colorectal, a été
fournie par le Laboratoire de Biologie Moléculaire du Département de Biologie Moléculaire et
de Génétique, Faculté des Sciences, Université Technique de Karadeniz, Trabzon, Turquie. Elle
est largement utilisée pour I’étude de la prolifération tumorale, de la cytotoxicité et de I’activité

anticancéreuse de nouveaux composeés.

2.1.2.3.Animaux et conditions d’élevage

Un total de soixante-dix souris males de souche NMRI (Naval Medical Research Institute),
d’un poids compris entre 30 et 35 g, a été utilisé. Trente d’entre elles ont servi a I’évaluation du
test de toxicité aigué, tandis que les quarante restantes ont été incluses dans le protocole

d’induction du cancer colorectal.

Les animaux, obtenus auprés de 1’Institut Pasteur d’Alger, ont été logés individuellement
dans des cages en polypropyléne, alimentés avec un régime standard pour rongeurs de
laboratoire, et maintenus dans des conditions environnementales contrélées (température
ambiante de 22 + 2 °C, humidité relative de 60 %, cycle nycthéméral de 12 heures de lumiére

et 12 heures d’obscurité).
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2.2. Méthodes
2.2.1. Activité antimicrobienne
2.2.1.1.Détermination de la concentration minimale inhibitrice par méthode de

microdilution en milieu liquide

» Principe

La concentration minimale inhibitrice (CMI) ou concentration minimale d’une
substance est la plus faible concentration d’un antimicrobien capable d’empécher le
développement d’un microorganisme particulier. Donc la CMI permet de fournir une indication
sur Pefficacité d’un antimicrobien vis-a-vis d’un micro-organisme particulier (Willey et al.

2018).

» Protocole expérimental (CASFM, 2024)

a. Préparation de I’inoculum bactérien

- A partir d’une culture pure de 18 & 24 h, racler a 1’aide d’une pipette Pasteur quelques colonies

bien isolées et parfaitement identiques ;
- Bien décharger la pipette dans un tube a essai contenant 2 ml d’eau physiologique stérile ;
- Homogénéiser la suspension bactérienne a 1’aide d’un vortex ;

- Mesurer la DO de la suspension par spectrophotométrie : la DO doit étre ajustée entre 0,08 et
0,1 a une longueur d’onde de 625 nm, ce qui correspond a 0,5 McFarland (108 UFC/ml en

moyenne).
b. Préparation de la gamme de dilution des NPs

- Préparer les dilutions semi-logarithmiques (de demi en demi), de 500 pg/mL jusqu’a la

concentration finale de 0,97 pg/ml dans 1% de DMSO ;

- Soumettre les tubes a un bain d’ultrasons a température ambiante pendant 45 minutes. Ce qui
permet de rompre les interactions intermoléculaires et donc d'obtenir des HDLs moins

agglomérées ;

- Autoclaver la préparation a 120 °C et a 2 bar de pression pendant 15 minutes.

c. Ensemencement

- Vortexer les tubes contenant les NPs ;
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Distribuer 100 pL de la premiére concentration de NPs dans les huit puits de la premiére

colonne d’une plaque de microtitration a 96 puits ;

Répéter cette étape pour les 9 concentrations suivantes en utilisant un nouvel embout

stérile a chaque fois ;
Répartir 80 pl de milieu MH dans tous les puits de microplaque ;

Homogénéiser la suspension bactérienne afin d'obtenir une répartition uniforme des

microorganismes ;

Ajouter 20 ul de la premiere suspension bactérienne dans les 10 premiers puits

horizontalement ;

Opérer de manicre identique en utilisant un nouvel embout stérile pour les autres

suspensions bactériennes ;

Pour les controles négatifs, remplir la 11éme ligne avec les NPs uniquement et la 12éme

ligne avec la suspension bactérienne seule (contrdle positif) ;

Incuber les microplaques pendant 24 heures a une température de 37 °C.

d. Lecture de la CMI

Aprées incubation, répartir 10 pl de chlorure de triphényltétrazolium (TTC) a % dans

chaque puits pour permettre la visualisation et la quantification des cellules viables ;
Réincuber les boites pendant 2 h ;

Observer les variations de couleur dans chaque puits par comparaison avec le témoin
positif, en particulier la présence ou I’absence d’une coloration rouge, indicatrice de la

réduction du TTC ;

Noter la CMI correspondant a la plus faible concentration de NPs, qui inhibe la

croissance bactérienne visible ou entraine un changement marqué de la croissance.

2.2.1.2.Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

» Principe

La concentration minimale bactéricide (CMB) correspond a la plus faible concentration

d'agent antimicrobien capable d'empécher la croissance d'un micro-organisme apres culture sur

un milieu dépourvu d'agent antimicrobien (Andrews 2001).
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» Protocole expérimental
a. Ensemencement
- Les puits ne présentant aucune croissance bactérienne sont subcultivés sur gélose

nutritive et incubés a 37 °C pendant 24 heures.

b. Lecture de la CMB
- Placer la boite sur une surface sombre ;

- Observer et comparer tout changement de forme et de taille des colonies dans les boites
de différentes concentrations ;

- Noter la CMB (choisir la plus faible concentration de NPs qui inhibe la croissance
bactérienne ou qui entraine un changement de croissance) ;

- Les xénobiotiques présentant un rapport CMB/CMI < 4 sont définis comme
bactéricides, tandis qu'un rapport CMB/CMI > 4 indique une activité bactériostatique et
tolérante lorsque le rapport est > 26 (O’Neill et Chopra 2004).

2.2.2. Activité antibiofilm

» Principe

Les NPs exercent une activité antibiofilm en inhibant 1’adhésion initiale des micro-
organismes, en perturbant la matrice extracellulaire (EPS) et en interférant avec la
communication cellulaire de type quorum sensing, ce qui entraine une désorganisation du

biofilm et une réduction de la virulence microbienne (Kalishwaralal et al. 2010).

Les propriétés antiadhésives des HDLs de ZnNiAL ont été testées aux concentrations de 25,
50 et 100 pg/mL vis-a-vis de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Candida

albicans a 1’aide d’un test de biofilm en microplaque selon Saising et al. (.

» Protocole expérimental
-A partir d’une culture pure de 18 & 24 h, racler & I’aide d’une pipette Pasteur quelques colonies

bien isolées et parfaitement identiques ;
- Bien décharger la pipette dans 4 ml de BHIB ;

-100 pl de la suspension ajustée a 0,2 de DO a une longueur d’onde de 625 nm ont été transférés
sur une plaque de microtitrage a 96 puits additionnés de 100 pl de la concentration de NPs de

ZnNiAl-HDL correspondante ;

- Incuber la plaque a 37 °C pendant 24 heures.
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» Lecture
- Aprés incubation, vider le contenu des plaques, rincer abondamment deux fois avec une
solution salée tamponnée au phosphate (PBS) pour éliminer les cellules non adhérentes, et

laisser sécher a 1’air libre pendant 20 min ;

- Mettre 200 pl de cristal violet a 1% dans chaque puits et laisser agir pendant 45 min. Par la
suite, le cristal violet a été retiré et la plaque lavée a I’eau doublement distillée 3 fois puis séchée
al’étuve ;

- Ajouter 200 pl d’une solution éthanol/acétone (75 % / 25 %) dans les puits, recouvrir les

plaques et attendre 30 minutes avant la lecture ;

- Réaliser la lecture a une longueur d'onde de 595 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques

ELIZA de type FilterMax F5 ;
- Le taux d’inhibition (TT) du biofilm a été calculé selon 1’équation :

Tl = ABS témoin positif — ABS test concentration < 100
B ABS témoin positif

2.2.3. Activité antioxydante

Dans notre ¢étude, I’activité antioxydante des HDLs a ét¢ analysée en utilisant deux

approches distinctes : le piégeage du radical libre DPPH et la méthode de réduction du fer.

2.2.3.1.Activité antioxydante des HDLs par la méthode DPPH
» Principe
Le diphényl picryl-hydrazyle (DPPH) est un radical libre stable, de couleur violette en
solution, qui présente une absorbance maximale & 517 nm. Lorsqu’il entre en contact avec un
composé possédant une activité antioxydante, il est réduit en diphényl picryl-hydrazine,
entrainant une diminution progressive de la coloration violette. Cette perte de couleur est
proportionnelle a la capacité du composé a céder des protons, reflétant ainsi son pouvoir

antioxydant (Yingkun Qiu et al. 2002).

Le composé antioxydant capable de transférer un atome d’hydrogene au radical DPPH
(de couleur violette), le réduisant ainsi en diphényl picryl-hydrazine (de couleur jaune). Ce
changement de couleur permet de suivre la cinétique de la réaction par mesure de 1’absorbance

a 517 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV-visible de type VWR.
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» Mode opératoire
L'activité de piégeage du radical DPPH a été évaluée selon la méthode décrite par Brand-
Williams et al. (1995), avec quelques modifications mineures, conformément aux protocoles

rapportés par Kharat et Mendhulkar (2016) et Gonzales et al. (2021):

- Déposer 500 pL de chaque concentration de ZnNiAl-HDL (200, 100, 50, 25, 12,5 et
6,25 pg/mL) dans des tubes ;

- Ajouter 500 uL de la solution méthanolique de DPPH a 0,002 % a chaque tube ;

- Homogénéiser et incuber a I’obscurité, a température ambiante, pendant 30 minutes ;

- Le témoin négatif correspond a 500 pL de solution de DPPH mélangée a 500 pL de
méthanol ;

- Le témoin positif est constitu¢ d’une solution d’acide ascorbique (vitamine C), utilisée
comme antioxydant de référence ;

- Lire I’absorbance 4 517 nm.

> Lecture

L’activité antiradicalaire peut €tre exprimée en pourcentage d’inhibition des radicaux libres

(% I) en suivant la formule :

e, ABS controle négatif — ABS échantillon
% d'inhibition = ABS control négatif X100

» Détermination de la Clso
La Clso (concentration inhibitrice a 50 %), également appelée CEso (concentration
efficace a 50 %), correspond a la concentration de I’échantillon nécessaire pour inhiber 50 %
des radicaux DPPH. Cette valeur est déterminée graphiquement a partir de la courbe de
régression linéaire représentant le pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations

croissantes des extraits testés.

2.2.3.2.Activité antioxydante des HDLs par la FRAP
» Principe

La méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) repose sur la capacité¢ des
antioxydants a réduire le fer ferrique (Fe**) du complexe ferrocyanure de potassium en fer
ferreux (Fe®"). Ce processus de réduction s’accompagne d’un changement de couleur : la

solution passe du jaune (Fe*") a un bleu-vert caractéristique du Fe*". L’intensité de cette
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coloration, proportionnelle a D’activité antioxydante de [’échantillon, est mesurée par
spectrophotométrie a une longueur d’onde de 700 nm (Pan et al. 2008).
Dans notre étude, nous avons évalué le pouvoir réducteur des ZnNiAl-HDLs selon la

méthode décrite par Pu et al. (2019).

» Mode opératoire
- Meélanger 1 ml de I’échantillon a différentes concentrations (0,1, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,25
ng/ml) avec 2,5 ml d’une solution tampon phosphate a 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 ml d’une
solution de ferricyanure de potassium KsFe (CN)s a 1% ;
- Incuber les tubes a 50 °C pendant 20 min ;
- Refroidir a température ambiante ;
- Ajouter 2,5 ml d’acide trichloracétique a 10% pour stopper la réaction ;
- Centrifuger les tubes a 3000 tours/min pendant 10 min ;
- Ajouter 2,5 ml d’eau distillée et 500 uL d’une solution de chlorure de fer (FeCls-6H20)
a 1% au surnageant ;
- Lire I’absorbance contre le blanc a 700 nm ;
- L’acide ascorbique est utilisé comme controle positif dans cette expérience aux mémes
concentrations choisies et dans les mémes conditions expérimentales.
2.2.4. Activité cytotoxique
» Principe
Les cellules vivantes posseédent des enzymes mitochondriales actives (principalement
les réductases comme la succinate déshydrogénase) capables de réduire le sel de tétrazolium
MTT (de couleur jaune) en cristaux de formazane (de couleur violette, solubles dans I’eau).
L’intensité de la couleur violette produite est proportionnelle au nombre de cellules viables.
Apres solubilisation des cristaux dans du DMSO, ’absorbance est mesurée a 570 nm. Une
diminution de I’absorbance traduit une perte de viabilité cellulaire, donc une toxicité du

traitement appliqué (Larramendy et Soloneski 2018).

L’¢évaluation de I’effet cytotoxique des ZnNiAl-HDLs a été réalisée selon la méthode

décrite par Mosmann (1983).

» Mode opératoire
a. Préparation du milieu de culture cellulaire
M¢élanger 89 mL du milieu de culture RPMI (Roswell Park Memorial Institute), 1 mL de

pénicilline et 10 mL de sérum feetal bovin (FBS).
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f.

Ensemencement des cellules
Décongeler 1 mL de cellules HT29, conservées dans de 1’azote liquide, puis ajouter

1 mL de milieu de culture cellulaire ;

Apres centrifugation a 230 rpm pendant 5 minutes, récupérer le culot cellulaire puis

rajouter 1 mL de milieu frais et homogénéiser doucement.

Test de viabilité au Bleu de Trypan

M¢élanger 20 pL de suspension cellulaire avec 20 pL de la solution au bleu de trypan ;

Déposer 10 pL. du mélange dans un hématimetre et compter les cellules vivantes et

mortes.

Détachement et préparation des cellules avant le test MTT

Eliminer le milieu de culture et laver les cellules avec du PBS pour retirer le sérum ;
Ajouter une solution de trypsine pour recouvrir la monocouche cellulaire ;

Incuber a 37 °C pendant 2 & 5 minutes jusqu’au détachement des cellules ;

Ajouter du milieu frais contenant du sérum pour neutraliser la trypsine ;

Pipeter doucement pour obtenir une suspension de cellules uniques.

Traitement des cellules avec les NPs
Déposer les cellules dans des plaques a 96 puits a raison de 1 x 10* a

5 x 10* cellules/puits ;

Apres 7 jours d’incubation, traiter les cellules avec les différentes concentrations de NPs
(de 3,6 a 500 pg/mL) diluées dans le milieu, permettant d'évaluer la cytotoxicité¢ en

fonction de la dose et du temps d’incubation (24 et 48 h);
Des témoins négatifs (contenant uniquement du DMSO a 1 %) ont été inclus ;
Incuber les cellules avec les NPs pendant 24 et 48 h.

Test au MTT

- 10 pL de solution de MTT sont ajoutés dans chaque puits et la plaque est incubée a 37 °C

pendant 2 heures pour permettre aux cellules viables de réduire le MTT en cristaux de

formazan ;
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- Aspirer délicatement le milieu puis ajouter 100 pL. de DMSO dans chaque puits pour
dissoudre les cristaux formés ;

- Apres une agitation douce de 1 heure pour assurer une dissolution compléte, I’absorbance
est mesurée a 570 nm a l’aide d’un lecteur de microplaques BioTek (Synergy™ HTX,
USA);

- Calculer la viabilité cellulaire en comparant 1’absorbance des puits traités a celle des puits
témoins non traités, selon la formule :

Abs contréle positif — Abs échantillon

% d'inhibition = X 100
/o d'inhibition Abs contrdle positif

2.2.5. Evaluation in vivo de la toxicité aigué des ZnNiAl-HDL

» Principe

L’¢étude de la toxicité aigué vise a évaluer les effets nocifs immédiats et & court terme
résultant de I’administration d’une dose unique ou de doses multiples d’une substance sur une
courte période. Elle permet d’identifier les signes cliniques de toxicité, la mortalité éventuelle
et d’estimer la dose maximale tolérée. Cette évaluation a été réalisée selon la ligne directrice

OCDE 423 (méthode de la classe de toxicité aigué),

Dans notre étude, la toxicité aigué du nanocomposite ZnNiAI-HDL a été évaluée sur des
souris males de souche NMRI afin de vérifier son innocuité et de s’assurer que son utilisation
potentielle ne provoque pas d’effets indésirables. Ce type d’investigation est essentiel pour

déterminer les doses stres d’administration et anticiper d’éventuels effets secondaires.

L’essai a été conduit conformément a la ligne directrice de I’OCDE (1994) relative aux tests

de toxicité aigué.

» Protocole expérimental

- Un total de 30 souris a été réparti aléatoirement en six groupes de cinq animaux chacun :

- Le groupe témoin (groupe 1) a regu par voie orale une solution de NaCl a 0,9 %, tandis que
les groupes 2 a 6 ont recu respectivement des doses de 500, 1000, 1500, 2500 et 3500 mg/kg
de ZnNiAl-HDL ;

- Lapériode d’observation a débuté¢ immédiatement apres 1’administration et s’est poursuivie
sur 14 jours, durant lesquels les animaux ont été¢ surveillés afin de détecter toute
modification comportementale ou physiologique, y compris les signes de toxicité, de

morbidité ou de mortalité ;
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- A Dissue de cette période, les souris ont été pesées, euthanasiées, et des échantillons
sanguins ont été prélevés pour obtenir le sérum destiné aux analyses biochimiques ;

- Des prélevements de tissus rénaux ont également été effectués pour une étude
histopathologique, visant a détecter d’éventuelles altérations morphologiques ou

fonctionnelles ;

- Enfin, des marqueurs de stress oxydatif ont ét¢ mesurés afin d’évaluer les Iésions tissulaires

potentielles et les réponses cellulaires associées.

2.2.6. Modélisation in vivo du CCR et procédures de collecte des échantillons biologiques

2.2.6.1.Induction tumorale et répartition des groupes

La cancérogenése colorectale a été induite par I'administration d'azoxyméthane (AOM,
Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO). Un effectif de 40 souris a ét¢€ réparti aléatoirement en quatre

groupes expérimentaux (n = 10) :

- Groupe 1 (Témoin négatif) : animaux sains ayant recu une injection intrapéritonéale (I.P)
de solution saline physiologique (NaCl 0,9 %) ;

- Groupe 2 (Témoin positif - AOM) : induction par injection unique I.P. d’AOM a la dose
de 20 mg/kg, selon (Caderni et al. 1999; B. A. A. Wahab et al. 2023) ;

- Groupe 3 (AOM + ZnNiAl-HDL) : induction a ' AOM (20 mg/kg, 1.P.) suivie, aprés une
période de latence de 21 jours, d'un traitement par gavage oral quotidien de ZnNiAl-HDL
(6 mg/kg) durant 12 semaines ;

— Groupe 4 (ZnNiAl-HDL seul) : administration orale quotidienne de ZnNiAl-HDL (6

mg/kg) pendant 12 semaines, sans induction préalable par I’AOM.

Durant toute la phase expérimentale, d’une durée totale de 12 semaines, les animaux ont
fait I’objet d’un suivi rigoureux comprenant une pesée hebdomadaire systématique ainsi qu’une
surveillance quotidienne visant a détecter tout signe clinique de toxicité et I’apparition de signes
spécifiques associés a la pathologie colorectale.
2.2.6.2.Sacrifice des animaux et collecte des échantillons

A D’issue des 12 semaines d’expérimentation, les animaux ont été soumis a un jetine de
16 heures afin de stabiliser les parameétres métaboliques. Le sacrifice a été réalisé par
décapitation, sans administration préalable d’agents anesthésiques, afin de minimiser le stress

et d’éviter toute interférence avec les parameétres biochimiques mesurés.
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2.2.6.3.Récupération du sang

Le sang a été collecté simultanément dans des tubes secs et des tubes héparinés. Les
¢échantillons ont été centrifugés a 3000 g pendant 15 minutes dans les 30 minutes suivant le
prélevement. Le sérum et le plasma ainsi obtenus ont été séparés, aliquotés et directement
destinés aux analyses biochimiques.
2.2.6.4.Prélévement des organes et préparation des homogénats de tissus

Immédiatement apres le sacrifice, les reins et les échantillons du c6lon ont été prélevés,
pesés, puis rincés a l'aide d'un tampon phosphate salin (PBS) froid pour ¢éliminer toute trace
d'impuretés. Chaque organe a ensuite été ouvert longitudinalement et scind¢ en deux portions :
la premiere a été immergée dans du formol tamponné a 10 % pour la fixation histologique et la
caractérisation des Iésions tumorales, tandis que la seconde portion a été homogénéisée dans du
PBS (0,1:1 p/v, soit 0,1 g de tissu pour 1 ml de PBS, pH 7,4), puis centrifugée a 9 000 g pendant
15 min a 4 °C. Le surnageant ainsi collecté¢ a été aliquoté et conservé a —20 °C pour de la
quantification des marqueurs du stress oxydatif.
2.2.7. Dosages des marqueurs biochimiques et inflammatoires

2.2.7.1. Etude de toxicité aigué

Les échantillons sanguins ont été analysés afin d’évaluer la fonction rénale par la
détermination des concentrations sériques d’urée, de créatinine, d’albumine, de magnésium, de

calcium, de potassium et de sodium.
2.2.7.2.Modé¢le murin de cancer colorectal induit par PAOM

Des numérations de formule sanguine (NFS) complétes et différentielles ont été
réalisées a 1’aide d’un analyseur automatique (COBAS INTEGRA 400) afin de dépister une
éventuelle anémie et de déterminer plusieurs indices hématologiques, notamment le rapport
neutrophiles/lymphocytes (RNL), le rapport plaquettes/lymphocytes (RPL) et le volume moyen
plaquettaire (VMP).

Ces parametres sont reconnus comme des outils d’aide au diagnostic préopératoire du

cancer colorectal.

Par ailleurs, les échantillons sériques ont été utilisés pour le dosage de marqueurs
inflammatoires associés au cancer colorectal, en particulier la protéine C-réactive (CRP),

exprimée en mg/L.
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2.2.8. Etude des paramétres du stress oxydatif
2.2.8.1. Dosage des protéines

La concentration en protéines a été quantifiée selon la méthode de Bradford (1976). Cette
technique repose sur la propriété du bleu brillant de Coomassie G-250 a se lier aux protéines en
milieu acide. Cette interaction, ciblant principalement les groupements amines, induit une
modification de 1’état ionique du colorant et un déplacement de son maximum d’absorption de
465 a 595 nm. La formation rapide et stable du complexe bleu permet une mesure
spectrophotométrique fiable a 595 nm, dont I’intensité est directement proportionnelle a la

concentration protéique de I’échantillon (Bradford 1976).

» Mode opératoire

Les extraits protéiques ont ét¢ mélangés au réactif de Bradford et incubés a température
ambiante pour permettre le développement de la coloration. L absorbance a ensuite été mesurée
a 595 nm. Les concentrations ont ét¢ déterminées par interpolation a partir d’une courbe
d’¢étalonnage d’albumine sérique bovine (BSA), préparée dans les mémes conditions

expérimentales (Annexes 2 et 3).

2.2.8.2.Détermination du taux de peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique tissulaire a été évaluée par la détermination du taux de
malondialdéhyde (MDA), selon le protocole décrit par Buege et Aust (1978). Cette méthode
repose sur la réaction du MDA, produit final de ’oxydation des lipides membranaires, avec
I’acide thiobarbiturique (TBA). Cette interaction conduit a la formation d’un complexe
chromogeéne (MDA-TBA) de couleur rose-rouge, désigné sous le terme de substances réactives
a I’acide thiobarbiturique (TBARS).

» Mode opératoire

Le mélange réactionnel a été incubé a 95 °C en milieu acide (pH 4) pendant 10 min. Apres
refroidissement, I’absorbance a été mesurée a 532 nm. L'intensité de la coloration étant
proportionnelle a la concentration en complexe MDA-TBA formé, la teneur en MDA a été
calculée en utilisant le coefficient d'extinction molaire (Annexe 4), selon I’équation suivante
(Aguilar Diaz de Leon et Borges 2020) :

DO .10°

C (nmol/(mg protéine) = sl g Fd

Ou C est la concentration en nmol/mg de protéines ; DO : la densité optique a 530 nm ;
€ : le coefficient d’extinction molaire (1,56 x 105 M-1 cm-1) ; L la longueur du trajet optique
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(0,779 cm) ; ; x : la concentration de 1’extrait en protéines (mg/mL) et Fd : le facteur de dilution

(0,2083).

2.2.8.3.Détermination des produits d’oxydation avancée des protéines (AOPP)

La quantification des produits d’oxydation avancée des protéines (AOPP) a été réalisée
selon la méthode décrite par Kayali et al. (2006). Le principe repose sur une analyse
spectrophotométrique impliquant la réaction des composés protéiques oxydés avec la
chloramine-T. Cette réaction est suivie de I’ajout d’iodure de potassium et de 3,3°,5,5’-
tétraméthylbenzidine (TMB), conduisant a la formation d’un produit coloré dont I’intensité est

proportionnelle a la teneur en AOPP.

» Mode opératoire (Annexe 5)
e [’extrait tissulaire est mis en réaction avec les réactifs appropriés, puis le mélange
a été acidifié afin de favoriser le développement du signal. L’absorbance a ensuite
été mesurée a 340 nm ;
e La concentration des produits d’oxydation avancée des proté€ines est obtenue apres

application de la formule suivante :

DO
AOPP(nmol /mg prot) = Txixx X Fd

Ou DO est la Densité Optique cmm™ Mm ™ ; Fd : le facteur de dilution de I’échantillon ; € : le
Coefficient d’extinction (261 cm™ Mm™) Mm™'); L : la largeur de la cuve et X : la

concentration des protéines (mg/ml).

2.2.8.4.Dosage du glutathion réduit (GSH)

Le dosage du glutathion réduit (GSH) est réalisé selon la méthode colorimétrique
d'Ellman (1959), modifi¢e par Jollow et al. (1974). Le principe repose sur la réaction du GSH
avec 1’acide 5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoique) (DTNB), entrainant le clivage de la liaison

disulfure du réactif et la libération d’acide 2-nitro-5-thiobenzoique (TNB).

» Mode opératoire (Annexe 6)
e Apresune incubation de 5 minutes a température ambiante, le produit réactionnel généré
présente une absorption caractéristique mesurable par spectrophotométrie a 412 nm,

permettant la quantification du GSH ;
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e La concentration en GSH est déterminée et exprimée en micromoles par milligramme

de protéines (umol/mg de protéines), selon I’équation suivante :

DOX1lx1,525
13,1X0,8X0,5mg

GSH(umol/mg prot) =

2.2.8.5.Détermination de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GSH-Px)
L’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) a été évaluée selon la méthode
de Floh¢ et Giinzler (1984). Ce dosage repose sur la capacité de la GPx a catalyser la réduction
du peroxyde d’hydrogéne en eau, en utilisant le glutathion réduit (GSH) comme substrat. Au
cours de cette réaction, le GSH est oxydé en glutathion disulfure (GSSG), ce qui permet

d'estimer l'activité de la GPx par le suivi de cette conversion.

» Mode opératoire (Annexe 7)

- L’activité de la GPx a ét¢ mesurée sur des extraits tissulaires incubés avec du glutathion
réduit (GSH) et du peroxyde d’hydrogéne (H20») ;

- Laréaction est suivie par spectrophotométrie a 412 nm et l'activité est exprimée en nmol de
GSH oxydé par mg de protéines, selon 1’équation suivante :

(DO échantillon — DO étalon ) x 0.04 N 5
DO étalon mg prot

GPx(nmol/mg prot) =

Ou DO est la densité optique lue a 412 nm et 0.04: la concentration en substrat (GSH) en Mm.

2.2.8.6.Détermination de I’activité enzymatique de la catalase

» Principe

Le dosage de I’activité de la catalase (CAT) repose sur la capacité de I'enzyme a catalyser
la décomposition du peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene. La diminution de la
concentration en H20: au cours du temps est suivie par spectrophotométrie, permettant

d’estimer 1’activité enzymatique selon le protocole d'Aebi (1984).

» Mode opératoire (Annexe 8)

e [’activité de la catalase a été déterminée en suivant la décomposition du H>0: a 240 nm
en présence d’extraits tissulaires ;

e La cinétique a été enregistrée a 25 °C et l’activité exprimée en umol de H:0:
consommé/min/mg de protéines, selon la formule suivante :

CAT = ADO xd
T ExLxXx0.02
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2.2.9. Examen histopathologique

» Principe

L’examen histopathologique repose sur 1I’étude microscopique de coupes tissulaires fines
afin d'analyser l'architecture cellulaire et de détecter d'éventuelles altérations pathologiques

(inflammation, dégénérescence, nécrose, etc.) (Suvarna et al. 2019).

» Mode opératoire

- Les échantillons d’organes ont ét¢ immédiatement fixés dans une solution de formol
tamponné a 10 % afin de préserver l'intégrité cellulaire et tissulaire en vue de 1'évaluation
des altérations histopathologiques ;

- Les fragments tissulaires ont été transférés dans des cassettes d'inclusion. Le processus de
déshydratation a été réalis¢é de maniére automatisée par des passages successifs dans des

bains d’éthanol de concentration croissante (70°, 90° et 100°) ;

- La clarification a été assurée par un bain de toluéne, permettant ainsi une imprégnation
optimale des tissus par de la paraffine liquide a 58 °C ;

- Les blocs de paraffine ainsi obtenus sont découpés en coupes sériées de 5 um d’épaisseur a
I’aide d’un microtome ;

- Les coupes ont ensuite été étalées sur des lames porte-objets et soumises a une coloration a
I’hématoxyline-éosine (Hould 1984). Cette coloration permet de différencier les structures
nucléaires (en bleu-violet) des structures cytoplasmiques (en rose-orangg¢) ;

- L’observation a été réalisée au microscope optique (Leica DM 1000 LED), et les images
ont été capturées a 1’aide d’un systéme photographique intégré au microscope.

2.2.10. Analyse statistique

Les données obtenues lors des tests in vitro, sont exprimées sous forme de
moyenne + écart-type (ET) de quatre répétitions. Le logiciel SPSS (version 13.0) a été utilisé
pour déterminer les valeurs de Clso. Pour les expériences in vivo, les résultats sont présentés
sous forme de moyenne de 10 répétitions + erreur type de la moyenne (ETM) sur un échantillon

de dix souris par groupe.

Les comparaisons statistiques entre les groupes ont été réalisées par une analyse de la
variance (ANOVA) a un facteur, a ’aide du logiciel GraphPad Prism version 10 (GraphPad
Software, San Diego, CA, Etats—Unis). Les différences ont été considérées comme
statistiquement significatives pour une valeur de p < 0,05 (*p < 0,05 : Significatif, **p <0,01 :

Tres significatif, ***p < 0,001 : Hautement significatif).
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Chapitre 2 : Résultats & Discussion
1.Techniques d’analyse et de caractérisation

La caractérisation des nanomatériaux a base d’oxydes métalliques mixtes, issus des
hydroxydes doubles lamellaires ZnNiAl-LDH, repose sur l'utilisation de plusieurs techniques :
la diffraction des rayons X (DRX), la microscopie électronique a balayage (MEB), la
spectroscopie a dispersion d’énergie (EDX) et la spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier (FTIR). Ces techniques permettent de déterminer la structure cristalline, la
morphologie, la composition élémentaire ainsi que les groupes fonctionnels des matériaux
¢laborés.

1.1. Caractérisation par DRX

La figure II.1 illustre les diagrammes de diffraction des rayons X (DRX) relatifs aux
produits finaux obtenus par calcination des ZnNiAl-LDH a des températures de 400, 600 et 800
°C pendant une durée de 6 heures, offrant un apergu précieux de 1'évolution structurale au cours
du processus thermique.

Pour les échantillons calcinés a 400 et 600 °C, les motifs de diffraction révélent la
présence identique de trois phases cristallines bien distinctes, témoignant d'une décomposition
partielle du précurseur de départ sans formation de phases mixtes a ces stades modérés. La
premicre phase identifiée est I'oxyde de zinc (ZnO), caractérisé par une structure hexagonale et
un groupe d'espace P63mc(Zaidi et al. 2024; Bouarroud;j et al. 2023, 2021), dont les pics
principaux apparaissent aux angles 20 de 31,77°, 34,42°, 36,26°, 47,54°, 56,61°, 67,96° et
69,10°, correspondant respectivement aux indices de Miller (100), (002), (101), (102), (110),
(112) et (202), (référence PDF n°® 70-2551) ; cette phase est typique des décompositions a basse
température et confére des propriétés optiques et catalytiques intéressantes. La seconde phase
correspond a 'oxyde de nickel (NiO), présentant une structure cubique avec groupe d'espace
Fm-3m(Messai et al. 2023; Benzerouk et al. 2024), matérialisée par des pics nets a 20 = 37,09°,
43,09°, 62,59°, 75,04° et 79,01° associés aux plans (111), (200), (220), (311) et (222), ce qui
indique une cristallisation stable et une contribution potentielle a la conductivité électrique du
matériau (référence PDF n° 89-7130). Enfin, la troisiéme phase est I'alumine (Al.Os), adoptant
une structure monoclinique et un groupe d'espace A2/m (Leonova et al. 2021; Y. Huang et al.
2021), détectée par des pics a 20 =47,62° et 56,74° relatifs aux indices (211) et (115), soulignant

le role de 'aluminium dans la stabilité thermique du systeme (référence PDF n° 35-0121).
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Concernant I'échantillon calciné a 800 °C, les phases ZnO (hexagonale) et NiO
(cubique) se maintiennent fidelement, comme en témoignent leurs signatures
diffractométriques inchangées, mais un phénomeéne notable se produit : I'émergence d'une
nouvelle phase spinelle, 1'oxyde ternaire de zinc-nickel-aluminium (ZnNiAL:QOs), a structure
cubique et groupe d'espace Fd-3m. Cette phase, formée par interaction intime des cations a
haute température, se manifeste par une série de pics a 20 = 31,30°, 36,88°, 44,86°, 49,14°,
55,72°, 59,42°, 65,31°, 74,21° et 77,44°, associés aux indices de Miller (220), (311), (400),
(331), (422), (511), (440), (620) et (533), (référence PDF n° 80-1685) ; cette transformation
spinelle est cruciale pour les applications en catalyse ou en stockage d'énergie, marquant une

étape clé vers des matériaux mixtes a haute performance.
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Figure I1.1. Diagrammes de diffraction des rayons X (DRX) des nanoparticules de
ZnNiAl-HDL calcinées a 400, 600 et 800 °C.

Les résultats de DRX ne déterminent pas uniquement la structure cristalline, mais
¢galement la taille des cristallites. Afin d’évaluer ce parametre, la taille moyenne des grains a
été calculée a partir des diffractogrammes DRX en utilisant la formule de Debye-Scherrer, sur

la base de la largeur des pics. Les résultats sont présentés dans le tableau 11.1.
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Tableau II. 1. Taille moyenne des cristallites des nanoparticules ZnNiAl-HDL en
fonction de la température de calcination, estimée par DRX.

Matériaux ZnNiAl-HDL ZnNiAl-HDL ZnNiAl-HDL
(400 °C) (600 °C) (800 °C)
Taille moyenne 48 45 43

Des cristallites (nm)

1.2. Caractérisation par MEB

Les micrographies générées par microscopie ¢lectronique a balayage (MEB) des
nanoparticules de ZnNiAl-HDL issues des calcinages a différentes températures (Figure 11.2)
font apparaitre une évolution morphologique progressive fortement dépendante du traitement
thermique appliqué.

A une température de 400 °C, la structure présente encore une morphologie relativement
poreuse et peu compacte, présentant une texture lache et un agencement encore imparfait des
précurseurs lamellaires. Cette morphologie renvoie vers une déshydratation qui est restée
incomplete pour les hydroxydes doubles lamellaires et une cristallisation encore insatisfaisante
pour les oxydes mixtes qui caractériseraient I’échantillon.

En élevant la température de calcination a 600 °C, une autre transformation structurale est
constatée. Les particules subissent une croissance granulaire plus importante avec une
intéressante baisse de la porosité. Cela est dii a I’accélération des mécanismes de diffusion
atomique et au commencement de la coalescence intergranulaire favorisant la recristallisation
des oxydes et 1’augmentation de la compacité du matériau. A 800 °C, la microstructure est
nettement plus dense avec presque exclusivement mise en place de la phase spinelle ZnNiAL:Oa.
La microstructure se manifeste alors par le grossissement important des grains et la forte
réduction des espaces intergranulaires, reflétant la thermodynamique stabilisée du systéme.

Ainsi, I’augmentation progressive de la température de calcination induit un processus

de recristallisation, de croissance cristalline et de densification structurale, favorisant un état

microstructural plus stable et énergétiquement favorable.
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Figure I1.2. Images MEB des nanoparticules de ZnNiAl-HDL calcinées a 400, 600 et
800 °C.
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1.3. Caractérisation par spectroscopie a dispersion d'énergie des rayons X

La figure I1.3 présente la composition ¢lémentaire des nanoparticules ZnNiAl-HDL,

déterminée par analyse EDX. Cette méthode analytique a permis de détecter et de confirmer

clairement les signaux caractéristiques émis par les ¢léments métalliques constitutifs, a savoir

'aluminium, le zinc, le nickel et I'oxygene. Ces résultats spectraux soulignent ainsi la fidélité

de la syntheése des nanoparticules et valident leur structure hybride, en mettant en lumicre

la distribution homogene de ces éléments au sein de la matrice nanométrique
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Figure I1.3. Spectres EDS des nanoparticules de ZnNiAl-HDL calcinées a 400, 600 et

1.4. Caractérisation par FTIR

800 °C.

La Figure 1.4 illustre les spectres de transmittance FT-IR typiques des nanoparticules

de ZnNiAl-HDL synthétisées et calcinées a 400, 600 et 800 °C. Ces spectres mettent en

évidence une succession de pics de transmission dans la plage spectrale de 400 a 4000 cm™.
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Concernant les échantillons calcinés a 400 et 600 °C, une bande caractéristique des ions Al**
dans l'alumine de transition, occupant des sites tétraédriques et octaédriques, apparait a 808
cm ' (Meza-Fuentes et al. 2023; Liu et al. 2012).

Pour I'échantillon traité¢ a 800 °C, le pic situé a 490 cm™ correspond aux modes de
vibration d'étirement des liaisons Al-O et Ni-O dans des environnements tétraédriques et
octaédriques impliquant les ions Ni** et Al** (Ragupathi et al. 2017; Elakkiya et al. 2018).

Par ailleurs, les bandes observées a 542 cm™! sont rattachées aux vibrations des liaisons
Zn-0, Al-O et Zn-O-Al au sein de tétraédres ZnOa et d'octaédres AlOs (Ge et al. 2013;
Tangcharoen et al. 2019a), ce qui atteste de la formation de la phase spinelle ZnNiAl2Os,
corroborée par l'analyse DRX. Les pics détectés a 435, 465, 584 et 680 cm™' signalent la
présence d'oxydes métalliques (Naz et al. 2025).

Dans la région de 1245 cm™, les signaux sont interprétés comme des vibrations de
liaisons C—C, tandis que les bandes vers 1061 cm™ sont principalement associées a des groupes
oxygénés portant une liaison simple C—O (Buvaneswari et al. 2015; Mahmoud et al. 2022). Le
pic a 1387 cm™ est attribué aux groupes azotés résiduels issus des précurseurs (Tangcharoen et
al. 2019b).

Enfin, I'absorption a 2348 cm™ pourrait provenir de liaisons oxygéne-oxygene dans le
réseau cristallin cubique a faces centrées des atomes d'oxygene (Jamal et al. 2011), et les bandes
22976 cm™ ainsi qu'a 2899 cm™ correspondent aux vibrations des liaisons C—H (Jamal et al.

2011; Yao et al. 2019).
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Figure I1.4 Spectres FTIR des nanoparticules de ZnNiAl-HDL calcinées a 400, 600 et
800 °C.
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2. Evaluation de Pactivité antimicrobienne, antibiofilm, antioxydante, cytotoxique et
toxicité aigué des HDLs-ZnNiAl

2.1. Activité antimicrobienne

2.1.1. Effets des HDLs-ZnNiAl sur les bacilles a Gram positif

Le tableau II.2 regroupe les valeurs de la CMI, de la CMB, ainsi que le rapport
(CMB/CMI) obtenus apres traitement des bactéries a Gram positif aux différentes

concentrations de ZnNiAl— HDL calciné aux trois températures (400 °C, 600 °C, 800 °C).

Tableau I1.2. Valeurs des CMI, CMB et du rapport (CMB/CMI) des bactéries a Gram
positif traitées aux HDLs de ZnNiAl calciné aux trois températures (400 °C, 600 °C, 800

°C).
Températures 800°C 600°c 400°c
Souches CMI | CMB CMB CMI | CMB CMB CMI | CMB CMB
CMI CMI CMI

Staphylococcus 15,625 125 8 7,812 | 62,5 8 31,25 125 4
aureus ATCC
29213
Bacillus subtilis 7,812 250 32 7,812 | 7,812 1 31,25 125 4
ATCC 6633

A partir des résultats du traitement des bactéries a Gram positif, nous remarquons que
Staphylococcus aureus montre une activité bactériostatique vis-a-vis de toutes les températures,
avec des CMI allant de 7,812 a 31,25 pg/mL et des CMB atteignant les 125 pg/mL. En
revanche, Bacillus subtilis présente une réponse différente selon la température : a 800 °C, la
souche est tolérante (CMI = 7,812 pg/mL ; CMB = 250 pg/mL), a 600 °C, ’activité devient
bactéricide (CMI = CMB = 7,812 pg/mL), et a 400 °C, elle est bactériostatique (CMI = 31,25
ug/mL ; CMB = 125 pg/mL).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Rasouli et al. (2017). En effet, leur étude portée
sur des oxydes métalliques mixtes, notamment des NPs de ZnO/NiAl:Oa calcinées a 500°C,
présentant une activité antibactérienne marquée contre Staphylococcus aureus avec une CMI

de 16 pg/mL.

74



Partie B : Etude Expérimentale Chapitre 2 : Résultats & Discussion

2.1.2. Effet des HDLs de ZnAl;O4 sur les bactéries a Gram négatif

Le tableau II.3 rassemble les valeurs de la CMI, de la CMB, ainsi que le rapport (CMB/CMI)
obtenues apres traitement des bactéries a Gram négatif aux différentes concentrations de

ZnNiAl calciné aux trois températures (400 °C, 600 °C, 800 °C).

Tableau I1.3 Valeurs des CMI, CMB et du rapport (CMB/CMI) des bactéries a Gram
négatif traitées aux HDLs de ZnNiAl calcinées aux trois températures (400 °C, 600 °C,

800 °C).

Températures 800°C 600°C 400°C
Souch CMI CMB CMB CMI | CMB CMB CMI CMB CMB
ouches CMI CMI CMI
E. coli ATCC 25922 15,625 500 32 125 125 1 125 250 2
Salmonella typhi 15,625 500 32 62,5 62,5 1 62,5 500 8
ATCC 14028
Acinetobacter baumannii 7,812 31,25 4 15,62 500 32 31,25 500 16
Klebsiella pneumoniae 1,953 3,906 2 7,812 125 16 15,625 500 32
ATCC 13883
Pseudomonas aeruginosa 31,25 31,25 1 250 250 1 62,5 500 8
ATCC 27853

Nos résultats montrent une activité antibactérienne optimale du nanocomposite ZnNiAl
et ce a 800 °C, température a laquelle le matériau présente les CMI les plus faibles, notamment
vis-a-vis de K. pneumoniae (1,953 pg/mL) et A. baumannii (7,812 pg/mL). A la température
intermédiaire de 600 °C, bien que les CMI soient supérieures, un effet bactéricide est observe
pour les souches d'E. coli et P. aeruginosa. A l'inverse, le traitement a 400 °C limite I'efficacité
du composé, induisant une activité majoritairement bactériostatique caractérisée par des
rapports CMB/CMI élevés.

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Basak et al. (2023), qui ont
synthétis¢ des nanocomposites MZ a partir de Zn (NOs): et de sulfate de manganése, en
présence d’éthyléne glycol et apres ajustement du pH. Les matériaux obtenus ont été calcinés a
différentes températures (300 °C, 450 °C, 600 °C et 750 °C), et les nanoparticules MZ4
calcinées a la température de 750 °C ont montré une activité antimicrobienne plus élevée contre
des souches bactériennes a Gram positif et négatif et ce a la concentration de 300 pg/mL,
confirmant le réle déterminant de la température de calcination dans 1’amélioration des

propriétés antibactériennes des nanomatériaux.
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2.1.3. Effets des HDLs de ZnNiAl sur les mycétes

Le tableau 1.4 regroupe les valeurs de la CMI, de la CMB, ainsi que le rapport (CMB/CMI)
obtenues aprées traitement des levures aux différentes concentrations de ZnNiAl calciné aux températures

de 400 °C, 600 °C et 800 °C.

Tableau I1.4. Valeurs des CMI, CMB et du rapport (CMB/CMI) des mycétes traités aux
HDLs de ZnNiAl calciné aux températures de : 400 °C, 600 °C et 800 °C.

Températures 400°C 600°C 800°C
CMI | CMB | CMB | CMI | CMB CMB CMI | CMB | ¢MB
Souches CMI CMI CMI
Candida albicans | 3,906 | 62,5 16 62,5 | 62,5 1 125 250 2

Nos résultats montrent que les NPs de ZnNiAl calcinés a 400 °C présentent la plus faible
CMI (3,906 pg/mL), indiquant une forte activité antifongique, bien qu’elle soit prédominante
fongistatique (CMB/CMI = 16). A 600 °C, I’effet devient fongicide (CMB/CMI = 1), tandis
qu’a 800°C, lactivité diminue légérement, avec une CMI de 125 pg/mL et un rapport

CMB/CMI de 2.

Les différences observées dans I’activité antimicrobienne entre les souches testées
révelent une sensibilit¢ marquée de Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Candida
albicans, lesquelles ont présenté des valeurs de CMI et de CMB tres faibles. Ces résultats
suggerent une susceptibilité accrue de ces micro-organismes aux ions métalliques Zn** et Ni**
libérés par le nanocomposite ZnNiAl. Ces observations corroborent les travaux de Paul et
Neogi (2019), qui ont mis en évidence I’effet antibactérien sélectif des MMOs a base de CuO
et CuO-NiO vis-a-vis de S. aureus, le NiO étant quant a lui plus efficace contre E. coli.

La sensibilité accrue des souches a Gram positif et des levures observée dans notre étude
souligne I’'importance de la composition de la paroi cellulaire dans 1’efficacit¢ des agents
antimicrobiens a base d’oxydes métalliques. En effet, les bactéries Gram positives se
caractérisent par une paroi épaisse riche en peptidoglycane, tandis que les Gram négatifs
possédent une membrane externe contenant des lipopolysaccharides (LPS) conférant une
charge plus négative, susceptible de limiter la pénétration des ions métalliques.

L’efficacité antimicrobienne du ZnNiAl-MMO semble fortement dépendante du type de
métal divalent, le Zn?" apparaissant comme 1’ion le plus actif. Ces résultats rejoignent ceux

d’Awassa , qui ont démontré 1’efficacité des HDLs a base de Zn?** contre E. coli et S. aureus.
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Plusieurs facteurs influencent cette activité, notamment la taille des particules, la surface
spécifique, la morphologie, la concentration du matériau et surtout la température de
calcination. (Somasundaram et al. 2018).

En effet, I’activité antibactérienne des nanomatériaux ZnNiAl-MMO repose également
sur des mécanismes impliquant la formation d’hétérojonctions de type II entre les oxydes
métalliques. En tant que semi-conducteurs a large bande interdite, ZnO et NiO peuvent étre
activés par I’énergie photonique, induisant la migration d’¢électrons de la bande de valence vers
la bande de conduction. Ce processus génére des lacunes électroniques (h*) et des électrons
libres, lesquels réagissent avec les groupes hydroxyles pour produire des espéces réactives de
I’oxygene (ERO) telles que H,O,, O, et OH™, responsables de dommages cellulaires (Zhao et
al. 2010; Zhang et al. 2013; Ghattavi and Nezamzadeh-Ejhieh 2019, 2020; Hutchings et al.,
2021; Amin Rajizadeh and Pourbabaki 2024).

Par ailleurs, 1’analyse de I’impact du traitement thermique indique que la calcination a
800 °C confere au nanocomposite une efficacité optimale, comme en témoignent les plus faibles
CMI observées chez la majorité des souches testées. Cette amélioration peut étre attribuée a la
formation d'une phase spinelle cristalline plus stable et a une meilleure répartition des
particules, favorisant ainsi [’exposition des ions métalliques actifs. Ces modifications
améliorent globalement les propriétés de surface du nanomatériau, intensifiant ses interactions
avec les cellules microbiennes (Lee et al. 2021; Asghar et al. 2024).

A Tinverse, les températures plus basses (600 °C et 400 °C) semblent moins efficaces,
ce qui pourrait résulter de la formation de phases intermédiaires moins actives ou d'une
diminution de la surface spécifique. Ces résultats sont cohérents avec ceux de Cardinale et al.
(2023), qui ont démontré une activité antimicrobienne accrue des HDLs ZnAl-SO apres un
traitement thermique a 450 °C, alors que les formes non traitées thermiquement montraient une
efficacité¢ limitée. Cela confirme I’importance de la libération des ions Zn**, favorisée par la
calcination, dans le renforcement de 1’activité antimicrobienne.

De plus, a des températures plus basses, le mécanisme d’action semble davantage fondé
sur I’adsorption que sur la libération ionique. Cela pourrait expliquer 1’inhibition accrue de
Pseudomonas aeruginosa a 400 °C, malgré des résultats moins marqués sur d'autres souches.
De maniere intéressante, les bactéries Gram positif telles que S. aureus et B. subtilis conservent
de faibles CMI (7,81 pg/mL) méme a 600 °C, ce qui pourrait étre 1i¢ a la perméabilité accrue

de leur paroi peptidoglycanique (Kim et al. 2015).
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En outre, la transition de phase induite par la température influence également 1'effet
bactéricide : une réduction marquée de la CMB pour B. subtilis a 600 °C (7,81 pg/mL contre
250 pg/mL a 800 °C) est en accord avec des études sur les HDLs dopés a 1’argent, montrant un
effet synergique entre libération ionique et perturbation physique de la membrane (Shahid et al.
2018).

Ainsi, la température de calcination constitue un facteur clé dans le controle des
mécanismes antimicrobiens du ZnNiAI-MMO. Les hautes températures favorisent les effets
liés a la libération d’ions et a la génération des ERO, tandis que les basses températures
privilégient les interactions par adsorption, offrant une plateforme polyvalente pour un ciblage
pathogeéne via un controle précis des conditions de synthese.

Enfin, DPactivité antimicrobienne des oxydes métalliques est aussi régie par les
interactions ¢électrostatiques avec les parois bactériennes. Les nanoparticules de ZnO et NiO,
chargées positivement, interagissent avec les composants membranaires négativement chargés,
provoquant des altérations membranaires, la fuite d’ions intracellulaires, et la perturbation des
processus métaboliques. Les ions Zn?** interférent avec le transport actif, inhibent le
métabolisme des acides aminés, inactivent les enzymes essentielles, et se lient aux acides
aminés soufrés, entrainant la dénaturation protéique et la mort cellulaire par apoptose (M. Li et
al. 2011; Rasouli et al. 2017; Gharpure et al. 2022). De plus, les HDLs peuvent adsorber les
nutriments essentiels a la croissance bactérienne, modifiant ainsi |’environnement
physicochimique du milieu de culture et entravant le développement microbien (Izbudak et al.
2021).

La sensibilité ¢levée de Candida albicans au ZnNiAl-MMO peut également s’ expliquer
par les particularités structurales et physiologiques des cellules fongiques. Contrairement aux
bactéries, C. albicans possede une paroi cellulaire composée principalement de B-glucanes, de
mannoprotéines et de chitine, ainsi qu’une membrane plasmique riche en ergostérol (Lopes et
Lionakis 2022).

Les nanoparticules d’oxydes métalliques peuvent interagir avec ces constituants,
perturber I’intégrit¢ de la paroi et de la membrane plasmique et favoriser la perte de
I’homéostasie cellulaire. Par ailleurs, les ions Zn?*" et Ni** libérés a partir du ZnNiAl-MMO
peuvent interférer avec des enzymes et des protéines essentielles au métabolisme cellulaire,
tandis que la génération d’especes réactives de I’oxygene (ERO) peut induire un stress oxydatif

important. Celui-ci peut entrainer une peroxydation lipidique membranaire, des dommages
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protéiques et mitochondriaux ainsi qu’une altération de I’intégrité cellulaire (Carmo et al. 2023;
Slavin et Bach 2022).

Chez C. albicans, ces perturbations peuvent également affecter la morphogenése
levure—hyphae et la formation du biofilm, deux processus essentiels a sa virulence (Lara et al.
2015).

Ainsi, la sensibilité de C. albicans observée dans notre étude pourrait résulter de I’action
combinée des interactions de surface du nanocomposite, de la libération d’ions métalliques et

de la génération d’ERO, plutot que d’un seul mécanisme.

2.2. Activité antibiofilm

La Figure I1.5 illustre I’inhibition de la biomasse du biofilm formé par Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans au contact des nanocomposites ZnNiAl-
MMO calcinés a 400, 600 et 800 °C.

Pour S. aureus, I’activité inhibitrice du biofilm augmente avec la température de
calcination et atteint son maximum a 800 °C (Clso = 28,57 ug/mL), contre 56,79 pg/mL a 600
°C et 72,27 pg/mL a 400 °C. Cette augmentation d’activité pourrait €tre associée aux
modifications structurales et minéralogiques induites par la calcination, susceptibles
d’influencer la surface des particules ainsi que la libération des ions Zn** et Ni**, qui peuvent
contribuer a ’activité antimicrobienne.

De méme, P. aeruginosa présente une activité inhibitrice plus importante a 800 °C (Clso
= 54,53 ng/mL), par rapport aux matériaux calcinés a 400 °C (83,64 pg/mL) et a 600 °C (76,84
ug/mL). Cette différence pourrait étre liée aux modifications de la structure cristalline et des
propriétés de surface des matériaux apres calcination, pouvant favoriser leurs interactions avec
la matrice extracellulaire polymérique (EPS) du biofilm. Toutefois, cette interprétation reste
hypothétique en 1’absence de mesures directes de la charge de surface, de la libération ionique
ou des interactions avec la matrice EPS.

Concernant C. albicans, I’activité optimale est observée a 600 °C (Clso = 64,17 ng/mL),

suggérant un équilibre entre la libération ionique et I’agrégation des nanoparticules.
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Figure I1.5. Variation de I’activité antibiofilm du MMO-HDL calciné a 400, 600 et 800
°C.

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Fulaz et al. (2019), qui montrent
que les nanoparticules perturbent les biofilms en favorisant la dégradation de la matrice
extracellulaire polymérique (EPS) et en adsorbant les molécules impliquées dans la
communication intercellulaire par détection du quorum sensing (QS). A 800 °C, I’augmentation
du caractere hydrophobe de la surface des ZnNiAI-MMO pourrait renforcer ces mécanismes en

facilitant la dégradation de ’EPS et I’inhibition des voies du QS.

Globalement, la calcination a 800 °C confére aux ZnNiAl-MMO des propriétés de
surface favorisant leur interaction avec la matrice EPS des pathogénes a Gram négatif, tels que
Pseudomonas aeruginosa, conduisant a une perturbation efficace de leurs biofilms. En
revanche, une calcination a 600 °C optimise la libération des ions Zn** et Ni**, permettant un
ciblage plus efficace des bactéries & Gram positif, telles que Staphylococcus aureus, ainsi que
des champignons comme Candida albicans, principalement via des altérations de 1’intégrité

membranaire.
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Au-dela de ces effets directs, les nanoparticules inhibent également la formation et la
stabilit¢ des biofilms par des mécanismes indirects, notamment par des interactions avec
différents composants structuraux de la matrice, tels que ’EPS, ’ADN extracellulaire (¢ADN),
les protéines et les lipides, ou encore par la perturbation des voies de signalisation du QS. Par
ailleurs, la formation d’une couronne protéique autour des nanoparticules au sein de la matrice
EPS peut faciliter leur diffusion et accroitre leur capacité a altérer I’intégrité structurale des

biofilms (Al-Shabib et al. 2016; Fulaz et al. 2019; Das et al. 2021).

A notre connaissance, nous n’avons trouvé aucune publication sur les effets des HDLs
de ZnNiAl,O4 que nous avons utilisés sur les microorganismes testés, donc nos résultats se
révelent encourageants et confirment I’efficacité antimicrobienne et anti biofilm des HDLs de

ZnNiAl nouvellement synthétisés.

2.3. Activité antioxydante des nanocomposites ZnNiAl-MMO

Les figures I11.6 et II.7 présentent les résultats de l'activité antioxydante des
nanocomposites ZnNiAI-MMO par les tests DPPH et FRAP ou l'acide ascorbique a été utilisé
comme standard.

Les résultats du test DPPH révélent une augmentation significative de l'activité
antioxydante avec la température de calcination : la Clso diminue, passant de 56,69 pg/mL a
400 °C a 33,48 pug/mL a 800 °C (Figure 11.6). Cette valeur, inférieure a celle de l'acide
ascorbique utilis¢ comme référence (Clso = 38,25 pg/mL), indique que le nanocomposite
calciné a 800 °C possede une capacité de piégeage des radicaux libres supérieure a celle de ce
standard. La tendance est confirmée par le test FRAP, qui mesure un pouvoir réducteur
nettement supérieur a 800 °C pour I'ensemble des concentrations étudiées (Figure 11.7).

Ces performances accrues sont attribuées aux transformations structurelles induites par
la calcination, notamment 1’augmentation de la cristallinité et I’optimisation de la charge de
surface. Ces modifications favorisent le transfert d'électrons des espéces de zinc vers les
radicaux libres (Inamuddin et al. 2020 ; Sharma et al. 2023).

Le mécanisme antioxydant des nanomatériaux de zinc (ZnNM) repose sur le transfert
d’¢lectrons vers 1’¢électron non appari¢ de I’atome d’azote du radical DPPH, conduisant a sa
neutralisation. L’efficacité de ce processus dépend fortement de la taille des nanoparticules :
une dimension optimale maximise la neutralisation des radicaux hydroxyles, tandis qu’une
réduction excessive de la taille n’entraine pas nécessairement une amélioration significative de

I’activité antioxydante. D’autres parameétres, tels que la concentration, la surface spécifique et
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la cristallinité des ZnNM, influencent également leur interaction avec les radicaux DPPH (Kalia

etal. 2021).
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Figure I1.6. Activité antioxydante (test DPPH) des nanocomposites ZnNiAl-HDLs
calcinés a 400, 600 et 800 °C. (a) Pourcentage d'inhibition des radicaux libres ; (b)
Valeurs de la Clso.
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Figure I1.7. Activité antioxydante (FRAP) du MMO-HDL calciné aux températures
de 400, 600 et 800 °C
2.4. Activité cytotoxique

La figure II.8 illustre les résultats du test de cytotoxicité MTT réalisé sur des cellules
cancéreuses HT-29, traitées pendant 24 et 48 h aux différentes concentrations de
nanocomposites ZnNiAl-MMO calcinés a 400, 600 et 800 °C.

Nos résultats montrent qu’apres 24 et 48 h d’exposition, les cellules témoins non traitées
conservent une viabilité proche de 100 %, tandis que les cellules traitées par les HDLs
présentent une réduction de viabilité qui dépend a la fois de la dose (3,9-500 pg/mL) et du

temps d’incubation.
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Figure I1.8. Activité anticancéreuse du MMO-HDL calciné a 400, 600 et 800 °C apres
24 et 48 h de traitement.

Aprés 24 h d’exposition, I’échantillon ZnNiAl calciné a 800 °C présente une

cytotoxicité nettement plus élevée, avec un taux d’inhibition d’environ 35,04 % a 500 pg/mL,
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et aussi une réduction significative de la viabilité cellulaire (**P < 0,01) aux concentrations
intermédiaires (7,81-31,25 pg/mL), variant de 77 a 58 %.

En revanche, les échantillons ZnNiAl-400 °C et ZnNiAl-600 °C induisent des effets
plus modérés, avec des taux d’inhibition compris entre 79 et 62,43 % aux fortes concentrations.
Apres 48 h, une augmentation de Dl’effet cytotoxique est observée pour I’ensemble des
échantillons. Toutefois, le ZnNiAI-800 °C conserve [Dactivit¢ la plus ¢levée
(45,99 %), conduisant a une viabilité cellulaire minimale aux concentrations élevées (250-500
png/mL). Aux mémes concentrations, les nanocomposites calcinés a 400 °C et 600 °C présentent
une inhibition nettement inférieure (74 %).

L’effet cytotoxique marqué du ZnNiAl-800 °C s’explique par une surface spécifique,
une porosité et une stabilité optimisée, facilitant les interactions nanoparticules—cellules, par
une libération d’ions Zn**, la génération d’ERO et la perturbation du potentiel membranaire
mitochondrial (MMP). Ce stress oxydatif entraine une modulation du rapport Bax/Bcl-2,
I’activation de la caspase-3, la fragmentation de I’ADN et enfin déclenche 1’apoptose cellulaire
(Azarshinfam et al. 2021; Rani et Saini 2022; Helalat et al. 2023; Dubey et al. 2024).

Ces résultats mettent en évidence le potentiel des ZnNiAI-MMO, en particulier des
variantes calcinées a haute température, comme agents anticancéreux modulables, dont
I’efficacité repose sur leurs propriétés physico-chimiques et sur des mécanismes d’action

dépendants du temps.
2.5. Etude in vivo de la toxicité aigué des HDLs-ZnNiAl

Grace a leurs propriétés physico-chimiques uniques qui augmentent leur efficacité pour
transporter des médicaments, lutter contre les microbes et traiter le cancer, les nanoparticules
se sont imposées comme des vecteurs thérapeutiques de premier plan (Edis et al. 2021).
Néanmoins, un examen approfondi de leur biosécurité et du profil de toxicité demeure
indispensable avant toute application concréte.

L’¢étude a été réalisée sur six groupes de six animaux chacun, traités pendant deux
semaines. Les groupes B, C, D, E, F ont recu respectivement des doses de 500, 1000, 1500,
2500 et 3500 pg/kg de ZnNiAl, le groupe A servant de témoin.

2.5.1. Histologie rénale
La figure I1.9 présente les coupes histologiques des tissus rénaux aprés 14 jours de

traitement aux HDLs.
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Figure I1.9. Coupes histologiques des tissus rénaux de rats traités par les nanocomposites
ZnNiAl-MMO a différentes doses pendant 14 jours, colorées a I’hématoxyline-éosine (H&E) et
observées au microscope optique au grossissement x400.
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L’observation microscopique a révélé une architecture rénale normale, comparable a

celle du groupe témoin. Aucun signe visible de Iésion rénale, tel que la vacuolisation,

I’infiltration inflammatoire, la rétraction glomérulaire, la fibrose ou la dégénérescence

tubulaire, n’a été observé.

2.5.2. Effet des HDLs-ZnNiAl sur les parametres biochimiques sériques

Les données relatives aux parametres biochimiques sériques des souris adultes,

obtenues apreés deux semaines de traitement par les HDLs-ZnNiAl, sont présentées dans le

tableau II.5.

Tableau IL.5. Effets des HDL-ZnNiAl sur les paramétres biochimiques sériques des

souris adultes apres 2 semaines de traitement.

Témoin 500 ng/Kg 1000 pg/Kg 1500 pg/Kg 2500 pg/Kg 3500 pg/Kg
Urée mg/dL 22.405+2.7 21.93+3.18 21.79+0.96 21.02+ 3.55 26.36+ 4.1 31.365+
0.94
Créatinine 1.461+ 0.2 2.378 + 2.66% 0.53 2.63+ 1.2 2.563+£1.65 2.353 +
mg/dL 0.34 0.44
Albumine g/dL.  2.89+0.77  2.92+0.53 1.445t1 1.914+ 0.46 1.8025+0.32 1.74+0.34
magnesium 1.254+0.34 1.433+£0.51 1.172+0.49 1.0747+ 0.38  1.4235+0.46 1.265+ 0.84
mg/dL
Calcium mg/dL.  11.37+£1.71 11.71+2.38 12.13+2.34 12.247+£1.54 123+ 1.59 11.963+ 1.5
Potassium 1.102+ 1.092+ 0.46 1.267+1.18 3.005+ 3.18 0.312+0.16  1.536+1.28
mmol/L 0.051
Sodium mmol/L.  160.55+ 16232 £ 163.905+13.43 175.93+£28.93 160.27+39.7 153.2+
39.25 18.41 48.14

Aprées deux semaines de traitement par les HDL-ZnNiAl, les parameétres biochimiques

sériques révelent une réponse modérément dose-dépendante. Aux doses faibles et

intermédiaires (500-1500 pg/kg), les concentrations d’urée et de créatinine demeurent

comparables a celles du groupe témoin, indiquant 1’absence d’altération rénale significative.

Aux doses élevées (>2500 ng/kg), une augmentation progressive de ces parametres est

observée. La diminution de I’albuminémie aux doses >1000 pg/kg, les électrolytes (Ca**, Mg?",
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Na*) restent globalement stables ; toutefois, leurs valeurs restent globalement comprises dans

les limites physiologiques.

2.5.3. Effets des HDLs-ZnNiAl sur les marqueurs de stress oxydatif et de I’inflammation

Nous avons regroupé dans le tableau I1.6 les valeurs de MDA, GSH et AOPP mesurées
chez les souris adultes apres 2 semaines de traitement aux HDLs-ZnNiAl.
Tableau I1.6. Effets du ZnNiAl HDLS sur le stress oxydatif et les marqueurs

d'inflammation dans le tissu rénal de souris adultes apres 2 semaines de traitement

Témoin 500 pg/Kg 1000 pg/Kg 1500 pg/Kg 2500 pg/Kg 3500 ng/Kg

AOPP (mmol/mg 0.506+0.07 0.512+0.07 0.356+0.04 0.417+0.1 0.482+0.03  0.448+ 0.04

prot.)

MDA (nmol/mg 0.3167+ 0.309+ 0.257+ 0.216+ 11.53  0.289+ 0.217+7.36
prot.) 21.24 69.56 27.20 52.03

GSH (nmol/mg 24.89+0.92 22.465+ 17.735+ 19.6+ 0.95 20.57+2.98 23.17+2.69
prot.) 5.315 6.81

Nos résultats montrent que le traitement par le ZnNiAl-HDLs modifie de maniére trés
significative (p< 0,01) les marqueurs du stress oxydatif et de I’inflammation dans le tissu rénal.
Les niveaux d’AOPP diminuent principalement aux doses intermédiaires de 1000 et 1500
ng/kg, passant de 0,506 + 0,07 nmol/mg de protéines oxydées chez le témoin a 0,356 + 0,04 et

0,417 = 0,10 nmol/mg de protéines oxydées, respectivement.

De méme, une réduction marquée de la peroxydation lipidique est observée, avec des
concentrations de MDA atteignant 0,257 + 27,20 et 0,216 + 11,53 nmol/mg de protéines aux

mémes doses, comparativement a la valeur témoin (0,3167 = 21,24 nmol/mg de protéines).

Parall¢lement, le taux de glutathion réduit (GSH) diminue aux doses intermédiaires,
passant de 24,89 + 0,92 nmol/mg de protéines chez le témoin a 17,73 £+ 6,81 et 19,6 + 0,95
nmol/mg de protéines a 1000 et 1500 pg/kg, respectivement, suggérant une mobilisation du

systeme antioxydant en réponse au stress oxydatif induit.

Aux doses élevées (2500 et 3500 pg/kg), les niveaux d’AOPP, de MDA et de GSH
tendent a se rapprocher des valeurs témoins, traduisant 1’instauration d’un équilibre redox

partiel dépendant de la dose.
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2.5.4. Effets des HDLs-ZnNiAl sur les enzymes antioxydantes
La figure I1.10 illustre I’activité de la glutathion peroxydase (GPx) et de la catalase
(CAT) dans le tissu rénal, apres traitement par les HDLs-ZnNiAl
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Figure I1.10. Effets des HDL-ZnNiAl sur ’activité des enzymes antioxydantes
glutathion peroxydase (GPx) et catalase (CAT) dans le tissu rénal de souris adultes
apres deux semaines de traitement.

Nos résultats révelent une augmentation progressive de l'activité catalase aux doses
intermédiaires, atteignant un maximum entre 1000 et 2500 pg/kg par rapport au groupe témoin.
Cette induction suggere une réponse adaptative des cellules rénales face a une production

modérée des ERO. En revanche, a la dose la plus ¢levée (3500 pg/kg), I’activité catalase tend
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a diminuer et a se rapprocher des valeurs témoins, indiquant une possible saturation ou
régulation négative du systéme enzymatique.

Parall¢lement, D’activité de la GSH-Px varie de maniére dose-dépendante, avec une
augmentation trés significative (p<0.01) a 1000 pg/kg, traduisant une activation du systéme
antioxydant et une consommation accrue du GSH (Tableau I1.6). A 1500 pg/kg, une diminution
transitoire de I’activité est observée, tandis qu’aux doses élevées (2500-3500 ng/kg), I’activité
tend a se normaliser.

Ces résultats confirment les travaux antérieurs, indiquant que plusieurs nanocomposites
ne présentent aucune toxicité notable, méme a des doses relativement élevées. Kumar et al.
(2017) ont rapporté que le nanocomposite zinc-aluminium n'avait aucun effet toxique chez les
rats aux doses de 2000 pg/kg. Cela renforce le potentiel des HDLs comme candidat
potentiellement efficace pour des applications thérapeutiques, ouvrant la voie a de nouvelles
recherches sur sa pertinence clinique.

Aussi, nos résultats indiquent que les ZnNiAl-HDL n’ont eu aucun effet indésirable
mesurable sur la fonction rénale, I’équilibre électrolytique ou le métabolisme des protéines. De
plus, les glomérules et les tubules ne présentaient aucune altération pathologique, et aucun signe

de stress oxydatif ou de dommage cellulaire n’a été détecté (Tableau I1.6, Figure 11.9).

2.6. Effets du nanocomposite ZnNiAl sur la carcinogenése colorectale in vivo

L’AOM est un agent chimique bien connu pour induire des foyers de cryptes aberrantes
(FCA) dans le colon, leur développement étant efficacement déclenché aprés une administration
unique de 20 mg/kg de poids corporel chez le rat. Il se révéele particulierement efficace pour
provoquer un cancer colorectal dans des modéles expérimentaux, le développement tumoral
étant généralement observé huit semaines apres I’injection (Caderni et al. 1999; B. A. A. Wahab
et al. 2023).

Dans notre étude, le cancer colorectal a été induit par une dose de 20 mg/kg d’AOM,
suivie d’une supplémentation en nanocomposite ZnNiAl pendant 12 semaines. Les effets de

I’AOM et du ZnNiAl, administrés seuls ou en association, ont été évalués sur le colon.
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2.6.1. Résultats histopathologiques du tissu colorectal chez les souris adultes apres 12
semaines de traitement

L’observation des coupes histologiques colorées a I’hématoxyline-éosine (x100) met en
¢vidence des altérations différentielles de Darchitecture colique entre les groupes

expérimentaux (Figure I1.11).

Figure I1.11. Coupes histologiques représentatives des tissus coliques de souris traitées
par PAOM et/ou les nanocomposites ZnNiAl-MMO, colorées a I’hématoxyline-éosine
(H&E) et observées au microscope optique au grossissement x100.
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Chez les souris témoins (Figure II1.11 A), I’épithélium colorectal présente une architecture
normale, caractérisée par des cryptes bien organisées, des noyaux intacts, un cytoplasme
uniformément coloré et des bordures cellulaires bien définies. A ’inverse, les souris traitées
par ’AOM (Figure 11.11 B) développent des 1ésions tumorales importantes. L’ histologie est
compatible avec un carcinome mucineux et un carcinome a cellules en bague a chaton (SRCC).
Des lésions précancéreuses, incluant une dysplasie de bas grade et de haut grade, ainsi que des
adénocarcinomes, sont é¢galement observées. Le co-traitement par I’AOM et le ZnNiAl-HDLS
(Figure II.11 C) entraine une amélioration histologique marquée. L’architecture du cdlon se
rapproche de celle des témoins, avec une réorganisation des structures tissulaires. Néanmoins,

une infiltration inflammatoire persistante, de type lymphoplasmocytaire, est notable.

Enfin, les souris traitées uniquement par le ZnNiAl-HDL (Figure II.11 D) montrent une
architecture colique préservée, similaire a celle des témoins. Une réponse inflammatoire

modérée et diffuse est détectée dans le tissu stromal.

Ces observations morphologiques mettent en évidence la présence de Iésions
précancéreuses et tumorales dans le colon des souris traitées par ’AOM, ce qui justifie une
analyse plus approfondie des altérations cellulaires et tissulaires associées au carcinome a
cellules en bague a chaton et a la dysplasie de haut grade. Le carcinome a cellules en bague a
chaton, un sous-type d’adénocarcinome caractérisé par une abondance de mucine intracellulaire
entrainant le déplacement du noyau, partage des caractéristiques moléculaires avec
I’adénocarcinome colorectal mucineux (C. Luo et al. 2019).

La dysplasie de haut grade se manifeste par des altérations marquées de la structure
cellulaire et de 1’organisation tissulaire. Les cellules cylindriques affectées présentent un
cytoplasme basophile et des noyaux élargis, hyperchromatiques et irréguliers, avec des
nucléoles proéminents, un rapport noyau/cytoplasme élevé, une activité mitotique fréquente,
parfois anormale, une pseudo-stratification nucléaire prononcée et une polarité nucléaire
perturbée (Coron et al. 2013).

L’inflammation se caractérise par I’infiltration de monocytes, macrophages et
lymphocytes, accompagnée d’une prolifération des vaisseaux sanguins, assurant un apport
nutritif suffisant pour la réparation tissulaire. De plus, la prolifération du tissu conjonctif
contribue a la reconstruction du site 1és¢€ et a la restauration de I’intégrité tissulaire (Li et Zreigat

2019).
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Dans notre étude, des cellules en anneau a chaton apparaissent dans 1’épithélium
dysplasique de haut et de bas grade du colon chez les souris traitées par I’AOM, tandis que les
souris traitées par ZnNiAl-HDLs présentent uniquement une inflammation, suggérant que la
ZnNiAl-HDLs exerce un effet protecteur contre la formation de foyers induits par I’AOM dans

le cblon.

2.6.2. Evaluation des paramétres pondéraux et du poids relatif du cdlon des souris adultes

Le tableau I1.7 présente les effets de I’AOM et du ZnNiAl-HDL, administrés seuls ou
en combinaison, sur le poids corporel et le poids relatif du colon chez les souris adultes apres
12 semaines de traitement.

Tableau I1.7. Effets de ’AOM et du ZnNiAl-HDLS sur le poids corporel et le poids

relatif du c6lon chez les souris aprés 12 semaines

Témoin AOM ZnNiAl AOM+ZnNiAl
Poids corporel initial (g) 31.25+2.18 31.625+ 1.92 32.25+1.38 32+1.92
Poids corporel final (g) 40.67+ 2.08 23.375+ 3.11 ****  39.4+ 3.04 34.84 1,92
Poids relatif du colon (g/100 g 9.33 £ 7.6 25.77 £ 7.45 ** 8.59 £13.50%* 1649+7.2*

p.c.)

Nos résultats montrent que I’exposition a I’AOM induit des altérations significatives (p
< 0,05) de la santé colique, caractérisées par une diminution du poids corporel, une
augmentation significative du poids relatif du colon. Ces modifications sont cohérentes avec
I’apparition de signes de carcinogenese colorectale, notamment le développement tumoral,
I’inflammation et I’hypertrophie et la dysplasie tissulaire (figure I1.11.B).

L’administration de ZnNiAl seule entraine une augmentation modérée du poids colique,
suggérant une activité métabolique ou un léger stress tissulaire, sans induction de processus
cancéreux. En revanche, la combinaison ZnNiAl + AOM exerce un effet protecteur partiel, se
traduisant par une réduction de la perte de poids corporel et une augmentation moins marquée

du poids relatif du cdlon comparativement au groupe AOM seul.
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2.6.3. Effets des traitements sur les parametres hématologiques et les marqueurs

inflammatoires

Le tableau I1.8 présente les valeurs des paramétres hématologiques et des marqueurs

inflammatoires chez les souris adultes apres 12 semaines de traitement par I’AOM et le ZnNiAl-

HDL, administrés seuls ou en association.

Tableau I1.8. Effets de ’AOM et du ZnNiAl-HDL sur les marqueurs inflammatoires

dans le tissu colorectal des souris adultes apreés 12 semaines de traitement

Témoin AOM ZnNiAl AOM+ ZnNiAl
HB (g/dL) 14.43 £ 0.55 9.521 £2.24*** 14.275 +0.63 12.2 £ 0.86%
GR x10*12/L 8.84+ 0.2 6.965 + 0.89*** 8.73 £ 0.26 7.708 +0.64*
GB x1079/L 53+0.42 10.78 + 1.15%** 8 £ 0.7%* 12.575+ 1.8%%*
Lymphe x10*9/L 2.567 £ 0.6 7.196 + 0.77%** 5.95 £ 0.35%** 10.025 + 2,1 7%
Mono x10*9/L 0.73 +£0.25 1.857 = 0.28** 1.3+0.69 1.05 £ 0.55%
Neutro x10*9/L 1.97 £ 0.89 577+ 1.7 ** 2.4+0.42 2.2 +£0.18%#
PLT x10*9/L 368 +178.4 1440.33 £71.86*** 1028 + 129.57*%* 966.25 £120.25% ¥ *###
MPYV fL 6.46 + 0.15 7.875+ 0.18 *** 7.183+ 0.24%** 6.816 + 027"
PCT mL/L 3.95+£1.91 8.814 £ (.53 *** 7.88 £1.15 *** 5.47+0.83#
PLR 101.18+ 27.44 221.58+ 11.05%** 199.03+27.27%** 131.59+ 20.09 ####
NLR 0.69+ 0.09 0.947+ 0.10 0.4427+0.06 0.528+ 0.446
C-RP mg/l 0.557+ 0.11 2.275+ 0.19%** 2.014+ 0.31%** 1.728+ 0.25%**#

Nos résultats montrent que 1’administration de I’AOM induit des altérations

hématologiques hautement significatives (p < 0,001), marquées par une diminution de
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I’hémoglobine et des globules rouges (HB 9,521 + 2,24 g/dL, GR 6,965 + 0,89 x 10"12/L),
traduisant une anémie associée au cancer colorectal. Cette anémie s’accompagne d’une
leucocytose importante, caractérisée par une augmentation des lymphocytes, monocytes et
neutrophiles respectivement : 7,196 + 0,77 10"9/L, 1,857 + 0,28 10"9/L, 5,77 = 1,7 10"9/L,

indiquant une activation immunitaire et inflammatoire prononcée.

Par ailleurs, ’AOM provoque une thrombocytose sévere, illustrée par I’¢lévation
significative (p <0,001) des plaquettes 1440.33 £71.86 x10"9/L, du volume plaquettaire moyen
7.875+ 0.18 FL, du plateletcrit 8.814 + 0.53 mL/L et du ratio plaquettes/lymphocytes, ainsi
qu’une augmentation hautement significative (p < 0,001) de la CRP, par rapport au groupe
témoin confirmant D’existence d’une inflammation systémique liée a la carcinogenése

colorectale.

Le traitement par ZnNiAl-HDL seul n’a pas induit d’hématotoxicité majeure, bien
qu’une élévation modérée de certains marqueurs inflammatoires soit observée, suggérant un
effet pro-inflammatoire 1éger sans caractere pathologique. En revanche, 1’association ZnNiAl-
HDL + AOM a significativement (p < 0,001) atténué les déséquilibres induits par I’AOM, avec
une amélioration partielle des parameétres érythrocytaires et une réduction notable des
marqueurs plaquettaires et inflammatoires. Ces résultats indiquent que le ZnNiAl-HDLs exerce
un effet modérateur sur I’inflammation et les perturbations hématologiques associées au cancer

colorectal

L’inflammation associée au cancer est reconnue comme un facteur clé de Ia
carcinogenese, illustrant le lien étroit entre inflammation chronique et progression tumorale
(Punt et al. 2016).

Chez les patients atteints de cancer colorectal, ’anémie est fréquemment liée a des
pertes sanguines chroniques et a une inflammation systémique persistante. Les tumeurs
colorectales saignent souvent dans la lumiére intestinale, entrainant une carence martiale et le
développement d’une anémie microcytaire. Par ailleurs, 1’augmentation de la production
d’hepcidine en contexte inflammatoire réduit 1’absorption intestinale du fer et perturbe
I’érythropoic¢se. Les cytokines pro-inflammatoires inhibent également la prolifération des
cellules progénitrices érythroides, contribuant a I’aggravation de I’anémie observée au cours du

cancer colorectal (Tuomisto et al. 2019; Clara et al. 2022).
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Les plaquettes jouent un rdle central dans la progression tumorale et le processus
métastasique. Elles participent a la création d’un environnement pro-coagulant qui protege les
cellules tumorales de la surveillance immunitaire, facilite leur mobilité et leur permet de
surmonter les contraintes mécaniques limitant leur dissémination (Detopoulou et al. 2023).
L’augmentation significative du nombre de plaquettes observée dans le groupe atteint de cancer
du colon est en accord avec les données rapportées par Li et al. (2014).

De plus, les animaux présentant un cancer colorectal montrent une élévation marquée
de I’inflammation systémique et des taux de CRP, probablement li¢e a la réponse immunitaire
induite par I’inflammation chronique ainsi qu’aux effets cancérigenes de 1’azoxyméthane
(AOM) (Lee et al., 2006).

Le microenvironnement tumoral module I’activité des cellules immunitaires, la
sécrétion de cytokines et la dynamique de croissance tumorale, orchestrant des réponses a la
fois pro- et antitumorales. Certaines cytokines, telles que I’IL-2, I’'TL-12 et les interférons (IFN),
exercent des effets inhibiteurs sur la croissance tumorale, tandis que d’autres, notamment I’IL-
23, I'IL-17, le TGF-p et I’IL-6, favorisent la tumorigénese, 1’invasion et les métastases. Par
ailleurs, les adipokines, en particulier dans un contexte d’obésité, amplifient I’inflammation et
contribuent a la progression du cancer colorectal (S. Khan 2014; Habanjar et al. 2023). Les
neutrophiles participent également a cette dynamique inflammatoire par la libération
d’enzymes protéolytiques et d’ERO (Rosales 2018).

Les tumeurs colorectales altérent 1’intégrité de 1’épithélium intestinal, facilitant la
translocation bactérienne et 1’activation des cellules immunitaires via les récepteurs de type Toll
(TLR), ce qui induit une inflammation systémique et chronique susceptible de favoriser la
progression du cancer colorectal (Abreu 2010; T.-T. Li et al. 2014).

L’incorporation du ZnNiAl-HDLs a entrainé une augmentation des cellules
inflammatoires et des taux de CRP, suggérant que ce nanocomposite favorise la production de
lymphocytes ou module la réponse immunitaire. En raison de leur taille nanométrique, les
matériaux HDLs possedent une grande surface spécifique conférant une forte réactivité a
I’oxygéne, favorisant la génération de ERO tels que le superoxyde et le peroxyde. Ces especes
réactives peuvent endommager les membranes cellulaires et déclencher une réponse
inflammatoire (Choi et al. 2015; Izbudak et al. 2021; Guo et al. 2022; Summer et al. 2024).

Enfin, les nanocomposites intégrant du nickel (Ni) et du zinc (Zn) sont capables de
moduler les réponses immunitaires via ’activation de la signalisation des récepteurs de type

Toll. Le Ni** agit comme un activateur direct des TLR, tandis que les nanomatériaux a base de
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ZnO modulent I’expression de plusieurs TLR (TLR2, TLR3, TLR4, TLR7 et TLR10),
conduisant a la production de cytokines pro-inflammatoires et d’interférons de type I. Deux
mécanismes d’interaction ont été proposés : les nanoparticules de petite taille pourraient
stimuler les TLR par I’intermédiaire de protéines de liaison analogues au LPS, tandis que les
nanoparticules de plus grande taille pourraient interagir directement avec les TLR (Luo et al.

2015; Choi et al. 2015 ; Kircheis and Planz 2023).

2.6.4. Effets des traitements sur les marqueurs enzymatiques et non enzymatiques du
stress oxydatif

2.6.4.1. Marqueurs non enzymatiques du stress oxydatif aprés traitement
Le tableau I1.9 illustre les effets de ’AOM et du ZnNiAI-HDLs sur les parametres du

stress oxydatif dans le tissu colorectal des souris adultes aprés 12 semaines de traitement.

Tableau I1.9. Effets de ’AOM et du ZnNiAl-HDLS sur les paramétres du stress oxydatif

dans le tissu colorectal des souris adultes apreés 12 semaines de traitement

Témoin AOM ZnNiAl AOM+ ZnNiAl
AQOPP (nmol/mg  0.389+0.01 0.898+0.07%** 0.4660.02 0.414+0.01 ###
prot.)
MDA (nmol/mg 0.3306 +£82.98 3.146+275.9%** 0.945+218.64*  0.265+38.51%#
prot.)
GSH (nmol/mg prot.) 10.09+ 0.62 55.58+ 0.07%** 27.84+ 0.03* 20.13+ 10.44%

L’¢évaluation des indicateurs du stress oxydatif montre que le cancer colorectal est
associé a une augmentation significative (p < 0,001) des niveaux d’AOPP a 0,898 nmol/mg prot
et du MDA a 3,146 nmol/mg prot par rapport au témoin, indiquant des altérations importantes
des biomolécules.

En parallele, une élévation du taux de GSH (55,58 nmol/mg prot) est observée dans le
groupe atteint de cancer colorectal, reflétant une réponse adaptative visant a neutraliser les
radicaux libres. En revanche, dans les groupes traités par ZnNiAl-HDLs, les taux de GSH

diminuent, suggérant une consommation accrue pour lutter contre le stress oxydatif induit.
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2.6.4.2. Marqueurs enzymatiques du stress oxydatif aprés traitement

La figure II.12 présente I’évolution des activités des enzymes antioxydantes du tissu

colorectal en réponse a I’induction du cancer colorectal et au traitement par le ZnNiAl-HDLs.
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Figure I1.12. Effets de ’AOM et du ZnNiAl-HDL sur les enzymes antioxydantes du
tissu colorectal.

L'évaluation de I'activité des enzymes antioxydantes dans le tissu colorectal a révélé une
altération du systéme de défense redox en condition de cancer colorectal. L'activité¢ de la

catalase est significativement (p < 0,001) réduite dans le groupe cancéreux (5,463 pg H>O2/mg
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prot) et conserve de faibles niveaux apres traitement (1,8275 ng H.O»/mg prot), ce qui pourrait
suggérer une inhibition enzymatique persistante ou une compensation par I'effet antioxydant
direct du ZnNiAl-HDL. A l'inverse, l'activité de la GPx est modérément augmentée dans le
groupe cancéreux (14,78 nmol de GSH/min/prot) et fortement stimulée dans le groupe traité
par 'AOM+ZnNiAl HDL (4,15 nmol de GSH/min/prot), indiquant une activation efficace des
mécanismes enzymatiques de protection.

Dans le groupe traité par le ZnNiAl-HDL seul, 'activité de la GPx se rapproche de celle
du groupe témoin, révélant un effet régulateur de ce composé contribuant au maintien de

I'homéostasie redox.

Ces résultats mettent en évidence I’impact des cellules tumorales sur 1’état redox et la
modulation fournie par les HDLs ZnNiAl. Ces observations sont en accord avec celles
rapportées par Zhou et al. (2021) qui ont montré que ’AOM induit un stress oxydatif par la

génération accrue d’ERO, associée a une altération des activités des enzymes antioxydantes.

Par ailleurs, les nanoparticules de HDLs peuvent induire un stress oxydatif léger,
capable de stimuler les mécanismes de défense antioxydante intracellulaire, contribuant ainsi a
I’atténuation du stress oxydatif dans les cellules traitées par le ZnNiAl-HDLs. En effet,
plusieurs études ont montré que les HDLs-NPs renforcent la capacité antioxydante cellulaire en
régulant positivement 1’expression et I’activité¢ d’enzymes clés telles que la catalase (CAT), la
glutathion réductase (GR), la superoxyde dismutase (SOD) et I’héme oxygénase-1 (HO-1),
favorisant la neutralisation des ERO et la réduction du stress oxydatif (Choi et al. 2015 ; Murath
et al. 2020)

Les nanoparticules de HDLs, considérées comme des nanomatériaux redox-actifs,
présentent aussi une double fonctionnalité, agissant a la fois comme pro-oxydants et comme
antioxydants. Selon le contexte biologique et les conditions expérimentales, elles peuvent
induire un stress oxydatif controlé, menant a une cytotoxicité exploitable dans des applications
thérapeutiques telles que le traitement du cancer. A I’inverse, elles peuvent exercer un effet
protecteur en piégeant les ERO et en préservant I'intégrité cellulaire face aux dommages
oxydatifs. Cette dualité d’action dépend de plusieurs parametres, notamment la taille des
particules, leur chimie de surface, leur concentration et les conditions environnementales

(Samrot et al. 2022; Patel et al. 2024).
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2.6.5. Mécanismes d’action antitumorale des HDLs

Une fois internalisées, les HDLs échappent aux endosomes ou aux lysosomes et libérent
leur charge active dans le cytoplasme. Par ailleurs, le microenvironnement tumoral, caractérisé
par une hypoxie et surtout par un pH acide lié¢ a I’augmentation de la glycolyse et a la production
d’acide pyruvique, constitue un milieu favorable a la dissolution des nanoparticules et, par
conséquent, a la libération des ions Zn*" Ni**

Les mécanismes impliqués dans le ciblage des cellules tumorales et I’activation d’une
réponse immunitaire antitumorale, notamment 1’apoptose, sont principalement déclenchés par
I’accumulation intracellulaire des ions Zn**, Ni** et des ERO (Y. Wang et al. 2024).
L’augmentation des ERO entraine des dommages mitochondriaux, induisant la libération du
cytochrome c et I’activation de la cascade des caspases, impliquant successivement la caspase-
9, la caspase-3 et la mort cellulaire par apoptose. Les nanomatériaux a base de zinc favorisent
¢galement la dégradation de protéines mutantes telles que Mut-p53, restaurent I’expression de
genes pro-apoptotiques comme Bax et inhibent des voies métaboliques clés, notamment la
glycolyse, par interférence avec la chaine de transport des électrons mitochondriale et par
réduction de la synthése du NAD" (Xuesong Zhao et al. 2016).

Par ailleurs, ces nanomatériaux induisent la pyroptose, une forme de mort cellulaire
inflammatoire caractérisée par la rupture de la membrane plasmique et la libération du contenu
intracellulaire. Ce processus débute par 1’activation de I’inflammasome NLRP3, stimulée par
une production excessive d’ERO, ce qui conduit a I’activation de la caspase-1. Cette derniére
clive la gasdérine D (GSDMD), entrainant un gonflement cellulaire, une rupture membranaire
et la libération de cytokines pro-inflammatoires, notamment I’IL-1, ce qui amplifie la réponse
immunitaire au sein du microenvironnement tumoral (Ahmad et al., 2015; Khan et al., 2023;
Chen et al., 2024).

Aussi, le stress oxydatif mitochondrial induit par ces nanomatériaux provoque des
dommages mitochondriaux et la libération de I’ADN mitochondrial (ADNmt), conduisant a
I’activation de I’enzyme cGAS. Cette activation entraine la production de cGAMP, un second
messager qui se lie au récepteur STING, déclenchant une cascade de signalisation impliquant
TBK1 et IRF3. Cette voie stimule la production d’interférons de type I et de cytokines pro-
inflammatoires, renfor¢ant ainsi I’immunité innée et adaptative, et augmentant 1’efficacité des
cellules dendritiques et des lymphocytes T CD8* dans I’élimination des cellules tumorales. De
plus, le Zn** améliore I’activité catalytique de cGAS, amplifiant I’activation de la voie cGAS—

STING et renforcant I’efficacité de 'immunothérapie anticancéreuse (Y. Li et al. 2024).
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Enfin, ’inflammation aigué induite par des stimuli exogenes contribue au renforcement
de I’'immunité antitumorale en favorisant la maturation et 1’activité fonctionnelle des cellules

dendritiques, ainsi que I’initiation et 1’activation des lymphocytes T effecteurs (H. Zhao et al.
2021).
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Les avancées récentes en nanotechnologie ont ouvert de nouvelles perspectives dans le
domaine biomédical, notamment pour le développement de matériaux capables de pallier les
limites des approches thérapeutiques conventionnelles, telles que I’inefficacité croissante de
certains traitements, leurs effets secondaires, et la difficulté a cibler spécifiquement les cellules
pathologiques tout en épargnant les tissus sains. Dans ce contexte, les nanomatériaux a base
d’oxydes meétalliques suscitent un intérét croissant en raison de leurs propriétés physico-

chimiques modulables et de leurs multiples activités biologiques.

L’objectif principal de ces travaux était d’élaborer et d’évaluer des nanoparticules de
type hydroxydes doubles lamellaires ZnNiAl (ZnNiAl-LDH), en étudiant I’influence des
conditions de syntheése, en particulier la température de calcination, sur leurs propriétés
structurales, leurs activités biologiques (antimicrobiennes, antibiofilm, antioxydantes et
anticancéreuses) et toxicologique, en vue d’applications biomédicales, notamment en

oncologie.

Les nanocomposites ont été synthétisés par coprécipitation, puis calcinés a 400, 600 et
800 °C pour obtenir des oxydes métalliques mixtes. Leur caractérisation structurale,
morphologique et optique (DRX, MEB, FTIR, EDX) a permis de confirmer la formation des
LDH et de montrer que la calcination induit une transformation progressive des phases : d’une
structure ZnO-NiO-Al:Os a modérée température, jusqu’a la formation d’une phase mixte
ZnO-NiO/ZnNiAL:O4 a 800 °C. Ces modifications s’accompagnent d’une diminution de la
taille des cristallites, d’une évolution de la morphologie et de la porosité, ainsi que d’une
augmentation du degré de cristallinité, facteurs qui influencent directement la surface

spécifique, la libération ionique (Zn**, Ni**) et la réactivité globale des matériaux.

Les évaluations biologiques in vitro et in vivo, ont révélé une forte corrélation entre ces
propriétés physico-chimiques et les activités biologiques. Les nanocomposites calcinés a haute
température (notamment 800 °C) présentent des activités antimicrobiennes, antibiofilm,
antioxydantes et anticancéreuses plus prononcées que ceux calcinés a basse température. Les
¢tudes in vivo, ont en outre suggéré que ces nanocomposites sont capables de moduler
I’environnement biologique, en particulier via des réponses immunitaires et du stress oxydatif,
contribuant ainsi & une réponse antitumorale indirecte, complémentaire de leurs effets

cytotoxiques directs. Par ailleurs, les études toxicologiques ont montré une bonne tolérance
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générale aux doses testées, sans effets toxiques majeurs, suggérant un profil toxicologique

favorable dans les conditions expérimentales utilisées.

Au terme de cette étude, les nanocomposites ZnNiAI-LDH se révélent comme des
matériaux multifonctionnels prometteurs pour des applications biomédicales avancées. Leur
capacité a combiner des activités antimicrobiennes, antioxydantes et anticancéreuses, associée
a un potentiel de vectorisation ciblée de molécules thérapeutiques, ouvre des perspectives

intéressantes pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques innovantes.

En perspectives, il serait intéressant :

e D’approfondir I’étude des mécanismes moléculaires responsables des effets biologiques
observés, notamment les voies de signalisation impliquées dans 1’apoptose et la
modulation immunitaire ;

o D’évaluer les effets a long terme des nanocomposites ZnNiAl sur différents modeles

biologiques, notamment leur génotoxicité et reprotoxicité ;

e D’étendre les tests d’activité anticancéreuse a d’autres lignées cellulaires humaines
(normales et tumorales) pour préciser le spectre d’action et la sélectivité ;

o D’explorer le potentiel de ces nanocomposites comme vecteurs de chimiothérapeutiques
ou d’agents de contraste, en exploitant leur structure lamellaire modulable ;

o De transposer cette approche a d’autres systemes nanocomposites a base d’oxydes

métalliques, afin d’identifier des relations structure-activité plus générales.

Ces perspectives visent a consolider les connaissances actuelles et a favoriser la translation

de ces nanomatériaux vers des applications biomédicales concreétes, slires et innovantes.
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Annex 1 Caractéristiques des souches bactériennes et mycétes étudiées

Microorganisme Habitat

Staphylococcus aureus

Bacillus spp.

Escherichia coli

Peau,
nasopharynx, air,
poussiere, eaux
usées, surfaces et
aliments

contaminés

Sol, eau, produits

végétaux

Tube digestif des

animaux a sang

chaud, eaux usées,

sol

Taxonomie

Reégne : Bacteria ;

Phylum : Firmicutes ;

Classe : Bacilli ; Ordre :

Bacillales ; Famille :
Staphylococcaceae ;

Genre : Staphylococcus

Bacteria — Firmicutes
— Bacilli — Bacillales

— Bacillaceae

Bacteria —
Proteobacteria —
Gammaproteobacteria
— Enterobacteriales —

Enterobacteriaceae

Caracteres
morphologiques
Cocci a Gram
positif en
grappes, non
sporulés, non

mobiles

Bacilles droits,
sporulés,
mobiles
(périthriche),

parfois capsulés

Bacille a Gram —
, mobile
(périthriche),

non sporulé

Caracteres
culturaux
Croissance 748
°C (opt. 37 °C),
pH 67, colonies
dorées sur
gélose, aéro-
anaérobie
facultative
Temp. 28-40 °C
(opt. 30-37 °C),
spores tres

résistantes

Colonies rondes,
lisses (2—3 mm),

37°C,24h

Caractéres
biochimiques
Catalase +,
coagulase +,
oxydase —,
mannitol +,
indole —, uréase

+

VP +, glucose +,
uréase —, citrate
—, production
d’enzymes et

d’antibiotiques

Catalase +,
oxydase —,
glucose +,
lactose +, indole
+, uréase —,

citrate —

Références

(Jfoster 2002;
Bose et Bayles
2013; Abdelbary
2017; Engelkirk
et al. 2020;
Erkmen 2022)

(Turnbull 1996;
Dromigny 2008;
Demay 2009;
Schultz et al.
2017)

(Gordon et
Cowling 2003;
Gueye 2007;
Smati et al.

2015)
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Klebsiella pneumoniae

Salmonella spp

Pseudomonas aeruginosa

tube digestif, voies

respiratoires, sol,

eau, végétaux

Sol, eau, aliments
secs, matieres
fécales, surfaces

agricoles

Eau, sol, plantes,
surfaces

hospitaliéres,

antiseptiques, tube

digestif

Bacteria —
Proteobacteria —
Gammaproteobacteria
— Enterobacteriales —

Enterobacteriaceae

Bacteria —
Proteobacteria —
Gammaproteobacteria
— Enterobacteriales —

Enterobacteriaceae

Bacteria —
Proteobacteria —
Gammaproteobacteria
— Pseudomonadales —

Pseudomonadaceae

Bacilles Gram —,
immobiles,
capsulés, non

sporulés

Bacilles droits,
Gram —, mobiles

(périthriche)

Bacille Gram —,
flagelle polaire,

non sporulé

Colonies
muqueuses,
lactose +, 30—

37°C

Croissance 5—
47°C (opt. 35—
37°C), pH 4.5-9

5-42°C (opt.
30-37°C), pH
6.5-7.5, odeur
florale, colonies
pigmentées
(pyocyanine,

pyoverdine)

Glucose + (gaz),
oxydase —,
catalase +,
uréase +, citrate

+

Nitrate réductase
+, oxydase —,
glucose +/—gaz,
aéro-anaérobie

facultative

Oxydase +,
nitrate réductase
-+, non

fermentaire

(Le Minor et
Véron 1989;
Brisse et
Duijkeren 2005;
El Fertas-Aissani
et al. 2013)

(Le Minor et
Popoff 1987;
Korsak et al.
2004; Scaria et
al. 2008)

(Pilet 1975;
Lyczak et al.
2000; Denis et
al. 2012)
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Acinetobacter baumannii

Candida albicans

Sol, eau, boues,
surfaces

hospitalieres

Tube digestif de
I’homme et des
animaux,
muqueuses,
rarement

environnement

Bacteria —
Proteobacteria —
Gammaproteobacteria
— Pseudomonadales —

Moraxellaceae

Fungi — Ascomycota —
Hemiascomycetes —
Saccharomycétales —

Candidaceae

Coccobacilles
Gram —,
immobiles, non
sporulés, parfois

capsulés

Levure ovoide
(3,5-10 um),
bourgeonnement
multilatéral,
pseudo-hyphes,

chlamydospores

Aérobie stricte,
croissance 20—

30°C

Colonies
blanches
crémeuses a
37°C, pH 2.5-
7.5, odeur de

levure

Oxydase —,
catalase +, non

fermentaire

Paroi riche en
glucanes,
mannoprotéines

et chitine

(Bergogne-
Bérézin et
Towner 1996;
Doughari et al.
2011; Nemec et
al. 2011)

(Buffo et al.
1984; Chaffin et
al. 1998; Pfaller
et Diekema

2007)
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Annexe 2 : Dosage des protéines par la méthode de Bradford

Elément Volume ajouté | Description

Blanc 50 nL. de TBS Mélangé avec le réactif de Bradford

(controle)

Echantillon 50 pL de Mélangé avec le réactif de Bradford
surnageant

Réactif de 2,5 mL Agitation au vortex, incubation 5 minutes a

Bradford température ambiante, lecture a 595 nm

Annexe 3 : courbe d’étalonnage BSA

1,6
y = 0,467x + 0,0858
14 R? =0,9856

1,2
1

0,8

Absorbance

0,6
0,4

0,2

0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Concentration mg/ml

Annexe 4 : Dosage du MDA

Réactif Blanc Echantillon
Surnageant 0 375 ul

TBS 200 pl 150 pl
TCA-BHT 375 ul 375 ul

Agiter au vortex, puis centrifuger a 1000 tr/min pendant 10 minutes.
Surnageant 400 pl 400 pl

HCI (0,6 M) 80 nl 80 nl
Tris-TBA 320 pl 320 pl

Agiter au vortex, incuber a 80 °Cpendant 10 minutes, puis lire ’absorbance a 530 nm.
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Annexe 5 : Dosage des AOPP

Réactif Blanc Echantillon
Surnageant 0 200 pl

PBS (0,1 M, pH 7,4) 700 pl 500 pl
Incuber pendant 2 minutes

KI (1,16 M) 100 pl 100 pnl
Acide acétique glaciale 200 pl 200 pl

Agiter au vortex, puis lire ’absorbance a 340 nm

Annexe 6 : Dosage du glutathion réduit (GSH)

Réactif Blanc Echantillon
Surnageant 0 200 pl

TBS 1000 pl 800 pl

Acide sulfosalicylique 200 pl 200 pl

Incuber 15 minutes dans un bain de glace, puis centrifuger a 1500 tr/min pendant 5
minutes

Surnageant 500 pl 500 pl

Tris-EDTA (pH 8,6) 2000 pl 2000 pl

DTNB (0,01 M) 25 ul 25l

Agiter au vortex, puis lire ’absorbance a 412 nm.

Annexe 7 : Dosage de P’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GSH-Px)

Réactif Blanc Echantillon
Surnageant 0 200 pl
TBS 400 pl 200 pl
GSH (0,1 mM) 400 pl 400 pl

Incubation au bain-marie a 25 °C pendant 5 minutes

H.0.(1,3 mM) 200 pnl 200 pnl

Repos pendant 10 minutes

TCA (1 %) 1 ml 1 ml

Mettre le mélange 30 minutes dans la glace, puis centrifuger a 3000 tr/min pendant

10 minutes.

Surnageant 480 pnl 480 pnl
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Na,HPO, (0,32 M) 2,2 ml 2,2 ml
DTNB (1 mM) 320 pl 320 pl

Agiter au vortex, incuber 5 minutes, puis mesurer I’absorbance a 412 nm.

Annexe 8 : Dosage de I’activité enzymatique de la catalase

Réactif Blanc Echantillon
Surnageant 0 pl 20 pl

PBS (0,1 M, pH 7,4) 800 pl 780 nl

H:0: (500 mM) 200 pl 200 pl
Lecture a 240 nm toutes les 15 secondes pendant 60 secondes
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     𝑮 𝑷 𝒙 ( 𝒏 𝒎 𝒐 𝒍 / 𝒎 𝒈   𝒑 𝒓 𝒐 𝒕 ) =     ( 𝑫 𝑶   é 𝒄 𝒉 𝒂 𝒏 𝒕 𝒊 𝒍 𝒍 𝒐 𝒏 − 𝑫 𝑶   é 𝒕 𝒂 𝒍 𝒐 𝒏   ) × 𝟎 . 𝟎 𝟒  𝑫 𝑶   é 𝒕 𝒂 𝒍 𝒐 𝒏  ×   𝟓  𝒎 𝒈   𝒑 𝒓 𝒐 𝒕


     𝐂 𝐀 𝐓  =   ⩟ 𝐃 𝐎 ∗ 𝐝  𝓔 ∗ 𝐋 ∗ 𝐗 ∗ 𝟎 . 𝟎 𝟐
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