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Résumé

La classe chimique des amidophosphonates, appartenant aux organophosphorés,
est reconnue pour ses diverses activités biologiques. Cependant, leur large utilisation
souléve des préoccupations quant a leur toxicité potentielle et leurs effets sur
I'environnement. Dans cette étude, nous avons évalué la toxicité biologique de deux
amidophosphonates nouvellement synthétisés (AP1 et AP2), proposés comme
alternatives potentielles au glyphosate, pesticide de référence, en utilisant des modéles
biologiques alternatifs : Paramecium sp. et Saccharomyces cerevisiae.

Nos résultats montrent que, d’un coté, les trois molécules provoquent une
inhibition de la croissance cellulaire et une perturbation du meétabolisme respiratoire.
D’un autre coté, chez Paramecium sp., nous remarquons une augmentation de 1’activité
catalase et de la teneur en protéines suivies d’une diminution progressive, tandis que la
superoxyde dismutase augmente. L’activité du glutathion S-transférase et le taux de
glutathion réduit diminuent de maniere dose-dépendante.

Chez Saccharomyces cerevisiae, I’ensemble des paramétres étudiés — catalase,
superoxyde dismutase, glutathion S-transférase, glutathion réduit et protéines totales —
présentent une évolution comparable. On observe d’abord une stimulation significative
de ces activités, traduisant une réponse adaptative initiale au stress oxydatif, suivie
d’une diminution progressive liée a 1’épuisement des mécanismes de défense cellulaire.
Ces variations sont d’autant plus marquées sous I’effet du glyphosate, qui induit une

perturbation oxydative plus importante que les composés AP1 et AP2.

L'étude de docking moléculaire a mis en lumiere les interactions entre ces
composeés et des protéines cibles clés, telles que I'enzyme EPSP synthase, la SOD et le
cytochrome P450. Les résultats ont révélé qu'AP2 préesentait une affinité de liaison plus
élevée pour I'EPSP synthase que le glyphosate, suggérant son potentiel effet herbicide
alternatif. L’analyse des interactions avec la SOD et le CYP450 a également permis de

mieux comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents a leur toxicité.



Néanmoins, sur le plan toxique global, AP1 et AP2 se sont révélés moins
toxiques que le glyphosate, offrant ainsi des perspectives prometteuses pour le

développement de composés ayant un impact environnemental réduit.

Mots-clés : Paramecium sp., Saccharomyces cerevisiae, stress oxydant,

cytotoxicité, amidophosphonates, docking moléculaire.



Abstract

The chemical class of amidophosphonates, which belongs to organophosphates,
is recognized for its diverse biological activities. However, their widespread use raises
concerns about their potential toxicity and environmental impact. In this study, we
assessed the cytotoxicity of two newly synthesized amidophosphonates (AP1 and AP2)
and glyphosate, a reference pesticide widely used in agriculture, using alternative

biological models: Paramecium sp. and Saccharomyces cerevisiae.

Our results show that all three compounds inhibited cellular growth and disrupted
respiratory metabolism. In Paramecium sp., catalase activity and protein content
increased initially and then progressively decreased, while superoxide dismutase activity
remained elevated. The activity of glutathione S-transferase and the levels of reduced
glutathione decreased in a dose-dependent manner.

In Saccharomyces cerevisiae, catalase activity, glutathione S-transferase, protein
content, and reduced glutathione levels initially increased, followed by a gradual decline,
while superoxide dismutase showed a similar trend with a marked induction followed by
a late decrease. These alterations were particularly pronounced under the effect of

glyphosate.

Molecular docking studies highlighted interactions between these compounds and
key target proteins, such as EPSP synthase, SOD, and cytochrome P450. The results
revealed that AP2 exhibited a higher binding affinity to EPSP synthase than glyphosate,
suggesting its potential as an alternative herbicidal agent. Furthermore, the analysis of
interactions with SOD and CYP450 provided a deeper understanding of the molecular

mechanisms underlying their toxicity.

Overall, both AP1 and AP2 appeared less toxic than glyphosate, highlighting their

potential as alternative compounds with reduced environmental impact.

Keywords: Paramecium sp., Saccharomyces cerevisiae, oxidative stress, cytotoxicity,

amidophosphonates, molecular docking.
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Préambule

Les amidophosphonates sont des composes largement utilisés a travers le monde
en raison de leur vaste champ d'application. lls sont présents aussi bien dans les
herbicides, insecticides et fongicides que dans des composés plus spécialisés ayant un
intérét médical, tels que des inhibiteurs du VIH, des agents antitumoraux et des
antibactériens (Jones Jr et Daly, 1993 ; Tajti et Keglevich, 2018).

Cependant, malgré leur utilité, ces composés présentent un potentiel toxique non
négligeable. Par exemple, ils peuvent contaminer l'environnement aquatique par
ruissellement, exposant ainsi une grande variété d'organismes marins a des risques
importants (Miyoshi et al., 2003). Il a été rapporté que les amidophosphonates peuvent
induire des effets toxiques, tels qu'une hémolyse des érythrocytes (Trela et al., 2001),une

cytotoxicité, ainsi qu’une génotoxicité (Kraitcheva et al., 2010).

Face a ces risques, il devient essentiel de renforcer la surveillance toxicologique
des milieux aquatiques contaminés par ces substances, en utilisant des organismes non
ciblés comme modeéles alternatifs. Ces modeles représentent un outil précieux pour
proteger l'intégrité environnementale (Zhang et al., 2015). En plus de permettre une
meilleure compréhension des impacts environnementaux, les modeles alternatifs

présentent plusieurs avantages supplémentaires.

Tout dabord, ils permettent de mieux prendre en compte la variabilité
interindividuelle, contrairement aux tests sur animaux, limités par les différences
génétiques ou physiologiques. Les modéles in vitro et in silico peuvent étre adaptés pour
représenter diverses populations humaines ou especes cibles. Par exemple, I'étude de
Browne et al. (2015) a utilisé des modeles informatiques pour évaluer l'activité des
récepteurs aux cestrogénes en présence de différents produits chimiques, tandis que celle
de Boone et al. (2007) a examiné les effets combinés de la contamination chimique et de

la présence de prédateurs sur les communautés d'amphibiens.

De plus, ces modéles permettent une évaluation plus rapide de la toxicité des
substances chimiques. La ou les tests sur animaux peuvent durer des mois, voire des
années, les modeles in vitro et in silico produisent des résultats en quelques jours, voire
en quelques heures. Cette rapidité est cruciale pour 1’évaluation de nouveaux produits
chimiques ou dans des situations d’urgence environnementale. Par exemple, Judson et al.

(2010) ont démontré l'efficacité des méthodes de criblage a haut débit pour évaluer
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rapidement la toxicité des micropolluants. De plus, Arora et al. (2011) ont mis en évidence
I'importance des approches in vitro en nanotoxicologie, soulignant que ces modeles
constituent une alternative essentielle aux tests sur animaux pour évaluer les effets

potentiels des nanomatériaux sur la santé et I'environnement.

Parmi ces approches, 1’étude des interactions moléculaires avec des cibles
enzymatiques speécifiques constitue une étape essentielle pour comprendre les
mécanismes de toxicité des composés chimiques (Rovida & Hartung, 2009; Krewski et
al., 2019). En plus de I’enzyme EPSP synthase, des protéines telles que la superoxyde
dismutase (SOD), impliquée dans la gestion du stress oxydatif, et le cytochrome P450
(CYP), clé dans le métabolisme des substances étrangéres, sont des cibles de choix dans
les études in silico. Ces protéines permettent d’évaluer non seulement les effets toxiques
directs des composés, mais aussi leurs répercussions sur les mécanismes cellulaires

fondamentaux, tels que I’oxydation et la biotransformation des xénobiotiques.

Ces modeéles offrent également un avantage économique significatif. Les tests sur
animaux peuvent étre colteux en termes de main-d'ceuvre, d'installations et de ressources.
En revanche, les modeles in vitro et in silico sont plus faciles a automatiser et a réaliser a
grande échelle, réduisant ainsi les colts et optimisant les ressources financieres. Des
études, comme celle de Maertens & Hartung (2018), ont souligné I'importance de ces
économies dans l'adoption de modeles alternatifs pour I'évaluation de la toxicité des

micropolluants.

Sur le plan éthique, ces modeles constituent une avancée majeure. Les tests sur
animaux soulevent des préoccupations éthiques importantes concernant leur bien-étre.
Les modeles in vitro et in silico permettent non seulement de réduire l'utilisation des
animaux dans les expérimentations, mais offrent également des données pertinentes pour

évaluer les risques environnementaux et sanitaires.
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1. Rappel sur les pesticides

1.1. Définition et classification

Les pesticides sont des substances congues pour éliminer, repousser ou controler
divers nuisibles, notamment les insectes, les rongeurs, les mauvaises herbes, les
champignons, les bactéries et les virus, qui peuvent nuire a la santé publique, aux produits
agricoles ou a d'autres biens. Comprendre la classification des pesticides est essentiel pour
leur utilisation sécuritaire et efficace dans I'agriculture et la santé publique. Les pesticides
sont généralement classés selon leur mécanisme d'action, leur composition chimique et

l'organisme cible. Les principales catégories incluent :

. Insecticides : Destinés a lutter contre les insectes, ces produits
peuvent agir sur un large éventail d'espéces ou cibler spécifiquement certaines
d'entre elles (Dejoux, 2003).

. Herbicides : Utilises pour controler les plantes indésirables, ces
produits peuvent étre non sélectifs, affectant une grande variété de végétaux, ou
sélectifs, agissant sur des espéces choisies.

. Fongicides : Ces substances préviennent ou éliminent les
infections fongiques dans les cultures et les plantes, contribuant ainsi a la santé
des récoltes (EI-Baky & Amara, 2021).

. Rodenticides : Congus pour exterminer les rongeurs comme les
souris et les rats, ces produits sont disponibles sous différentes formes, y compris
des granulés et des appats (D'Silva & Krishna, 2019).

. Bactéricides et virucides : Ces agents visent a combattre les
infections causées par des bactéries et des virus chez I'nomme, les animaux et les
plantes, jouant un réle essentiel dans la gestion des maladies (Beceiro, Tomas, &
Bou, 2013).

. Nématicides : Utilisés pour lutter contre les nématodes, ces
parasites microscopiques peuvent gravement endommager les racines des plantes
et réduire les rendements des cultures (Gamalero & Glick, 2020).

. Molluscicides : Ces produits ciblent les mollusques, tels que les
limaces et les escargots, protégeant ainsi les cultures et les plantes des dégats

causés par ces nuisibles (Boyd, & Brown 2015).
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Il est essentiel de connaitre les propriétés et la classification des pesticides pour
garantir leur utilisation sOre et efficace. Une gestion appropriée de ces substances est
essentielle pour réduire leur impact sur I'environnement, préserver la biodiversité et

protéger la santé humaine (Tudi et al., 2021).
1.2. Toxicité des pesticides

Les pesticides, bien qu’indispensables dans la lutte contre les nuisibles en
agriculture, soulévent des préoccupations croissantes en maticere de toxicité et d’impact
environnemental. La toxicité des pesticides peut étre définie comme leur capacité a causer
des effets néfastes sur les organismes vivants, y compris les humains, les animaux et les
plantes. Les effets de ces substances peuvent varier considérablement selon leur type, leur

dosage, et la durée d'exposition.
1.2.1. Toxicité sur la santé humaine

L'exposition aux pesticides est associée a divers problemes de santé, y compris
des effets aigus tels que des irritations cutanées et des troubles respiratoires, ainsi que des
effets chroniques potentiellement graves, tels que des maladies neurologiques, des
cancers et des troubles hormonaux. Par exemple, des études ont établi un lien entre
I'exposition a des pesticides comme le glyphosate et des risques accrus de lymphome non
hodgkinien chez les agriculteurs (McDuffie et al., 2001). De plus, des recherches récentes
ont montré que l'exposition a des organophosphoré, peut affecter le développement
neurologique des enfants, entrainant des déficits cognitifs a long terme (Bouchard et al.,
2010).

1.2.2. Toxicité sur la faune et la flore

Les pesticides ne nuisent pas seulement aux humains, mais également a la faune
et a la flore. Les insecticides, par exemple, peuvent avoir un impact dévastateur sur les
pollinisateurs, tels que les abeilles. Une diminution des populations d'abeilles a été
observée dans des zones agricoles ou des néonicotinoides sont largement utilisés
(Goulson, 2013; Wood & Goulson, 2017). De plus, les herbicides peuvent réduire la
biodiversité végétale en éliminant les espéces non ciblées, perturbant ainsi les

écosystémes locaux et les chaines alimentaires.
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1.2.3. Contamination de I’environnement (Les différents compartiments)

Les pesticides peuvent contaminer les sols et les sources d'eau, entrainant une
dégradation de la qualité de I'environnement. La lixiviation de résidus de pesticides dans
les nappes phréatiques est une préoccupation majeure, car ces substances peuvent
persister dans I'environnement pendant des années. Une étude a révélé que des
concentrations de pesticides sont présentes dans 50 % des échantillons de I'eau souterraine
testés aux Etats-Unis (Gilliom et al., 2006). La contamination des cours d'eau peut
également avoir des effets catastrophiques sur les espéces aquatiques, comme les

poissons, entrainant des perturbations de la reproduction et des mortalités massives.
1.3. Stratégies de gestion des pesticides

Pour minimiser les effets néfastes des pesticides sur la santé humaine et
I'environnement, plusieurs stratégies de gestion sont proposées, alliant des approches
techniques, réglementaires, et éducatives. Parmi celles-ci, I'agriculture intégrée, qui
combine des méthodes biologiques, chimiques et culturales, représente une solution
efficace pour réduire la dépendance aux pesticides chimiques tout en maintenant le
contréle des nuisibles de maniere durable (Gurr et al, 2017). Cette méthode repose sur la
synergie entre des techniques de lutte biologique, l'utilisation de cultures résistantes, et

une application ciblée des produits phytosanitaires.
1.3.1. Gestion intégrée des nuisibles (IPM)

La gestion intégrée des nuisibles (Integrated Pest Management, IPM) est I'une des
stratégies les plus reconnues a I'échelle mondiale. Elle combine des approches basées sur
la prévention, la surveillance et I’intervention raisonnée. Une étude de Pimentel et al.
(2005) a montré que I'IPM permet de réduire jusqu’a 50 % I’utilisation des pesticides,
tout en maintenant des rendements agricoles compétitifs. De plus, une méta-analyse
réalisée par Pretty et Bharucha (2015) a révélé que la mise en ceuvre de I'IPM dans plus
de 85 pays a significativement amélioré la productivité agricole, réduit les intrants

chimiques, et amélioré la biodiversité dans les agroécosystémes.

L’IPM s’appuie également sur des outils innovants, comme 1’utilisation de pieges
a phéromones pour la surveillance des populations de nuisibles ou la mise en place de

cultures associées pour perturber leur cycle de vie (Barzman et al., 2015). Ces stratégies
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contribuent @ minimiser les risques pour la santé humaine et a réduire les impacts

environnementaux.
1.3.2 Réglementation et formation des agriculteurs

Une réglementation stricte, combinée a des programmes de formation destinés aux
agriculteurs, est essentielle dans la gestion des pesticides. Par exemple, des initiatives
Iégislatives visent a promouvoir une utilisation durable des produits phytosanitaires, en
encourageant 1’adoption de pratiques agricoles respectueuses de I’environnement,
limitant les substances actives les plus dangereuses, et favorisant I'utilisation de produits

biologiques.

Les programmes de formation et de sensibilisation contribuent a réduire les
erreurs d’application, telles que les surdosages ou I’utilisation de produits non autorisés.
Une étude de Damalas et Koutroubas (2016) a démontré que les agriculteurs ayant recu
une formation sur les bonnes pratiques de gestion des pesticides réussissent a réduire leur
exposition personnelle aux produits toxiques, ce qui diminue ainsi les risques pour leur

propre santé ainsi que pour celle des consommateurs.
1.3.3 Alternatives aux pesticides chimiques

Des alternatives aux pesticides conventionnels, telles que les biopesticides, les
huiles essentielles et les extraits de plantes, sont également en développement. Ces
solutions présentent 1’avantage d’étre biodégradables et de générer moins de résidus
nocifs dans I’environnement. Par exemple, 1’utilisation de Bacillus thuringiensis (Bt), un
bioinsecticide largement utilisé, a permis de réduire la consommation de pesticides
chimiques dans la culture du mais et du coton, tout en limitant les impacts sur les insectes

non ciblés (Sanahuja et al., 2011).

Par ailleurs, des recherches récentes se concentrent sur I’application de la
technologie CRISPR pour développer des cultures résistantes aux ravageurs et sur la
stimulation des mécanismes de défense naturelle des plantes via des éliciteurs chimiques
ou biologiques (Le Mire et al., 2016, Wang et al., 2017). Ces approches pourraient réduire
considérablement la dépendance aux pesticides tout en améliorant la résilience des

systémes agricoles face aux défis environnementaux.
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1.4. Les organophosphorés

Les organophosphates constituent une classe de produits chimiques largement
utilisés comme herbicides et insecticides. Ces composés présentent des risques
significatifs pour la santé humaine et animale, en particulier par leur impact sur le systéme
nerveux. Une approche prometteuse pour atténuer leur toxicité consiste a recourir a des
enzymes détoxifiantes, capables de décomposer et de neutraliser ces substances, réduisant
ainsi leur impact nocif (Derkaoui et al., 2011).

Chez ’homme, 1'exposition aux organophosphates est également liée a des effets
néfastes sur les fonctions cognitives (Figurel), notamment chez les enfants, avec des
associations observées entre cette exposition et des troubles de I'apprentissage, de la
mémoire, et des déficits cognitifs (Russell et al., 2011) (figure 1). Ces substances peuvent
induire l'apoptose neuronale, entrainant des modifications structurelles dans le cerveau
en développement. Les mitochondries, sources d'énergie cellulaire, sont souvent
affectées, provoquant des dommages oxydatifs pouvant contribuer a diverses maladies

neurodégénératives et infectieuses (Louat, 2013).

Les enzymes hydrolytiques jouent un role clé dans la biodégradation des
organophosphates et autres substances toxiques. Elles catalysent des réactions telles que
I'hydrolyse et l'alcoolyse, permettant la décomposition efficace des organophosphates en

composés moins nocifs (Thakur et al., 2019).

La production de ces activités enzymatiques reflete le taux de décomposition de
la matiére organique, contribuant ainsi a la stabilité environnementale. En poursuivant les
recherches sur les enzymes détoxifiantes pour les organophosphates, il devient évident
qu'elles offrent des solutions prometteuses pour atténuer les effets néfastes de ces produits
chimiques. Leur résistance et efficacité constituent des outils précieux pour
I'assainissement environnemental et la protection de la santé publique. Ore et al., (2023),

propose le remplacement des organophosphoré par des solution enzymatique.
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Figure 1 : Effets des organophosphorés (OP) sur la transmission synaptique.
(CNSforum.com).

1.5. Les phosphonates

Les phosphonates, dérivés de I'acide phosphonique et caractérisés par le groupe
fonctionnel phosphonate (-POsH:), englobent une gamme variée de composés chimiques
ayant une importance industrielle et commerciale significative. Ces composés trouvent
des applications dans divers secteurs en raison de leurs propriétés et fonctionnalités
uniques. Dans le domaine des retardateurs de flamme, les phosphonates sont des
composants clés des formulations plastiques, améliorant la résistance au feu des
matériaux utilisés dans les secteurs de la construction, de I'électronique et de l'automobile.
Leur capacité a inhiber la combustion et a réduire la propagation des flammes les rend
indispensables pour garantir les normes de sécurité dans les processus de fabrication

modernes (Sevrain et al., 2017).

De plus, les phosphonates sont largement utilisés comme agents chélateurs dans
les systemes de traitement de I'eau. En séquestrant les ions métalliques et en empéchant
leur précipitation, ils atténuent efficacement la corrosion et la formation de tartre dans les
canalisations et les équipements industriels. Cela prolonge non seulement la durée de vie
des infrastructures, mais préserve également la qualité de I'eau, essentielle pour les

processus industriels et la consommation publique (Knepper, 2003).
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Au-dela des applications industrielles, les phosphonates sont utilisés comme
herbicides et fongicides dans I'agriculture, offrant des solutions efficaces pour la lutte
contre les parasites tout en minimisant lI'impact environnemental par rapport aux
pesticides chimiques traditionnels. De plus, ils présentent des propriétés médicinales et
trouvent une utilité dans des contextes médicaux spécifiques, comme le traitement de
maladies telles que l'ostéoporose (Manghi et al., 2021). Cependant, l'utilisation
généralisée des phosphonates nécessite une surveillance réglementaire stricte afin
d'atténuer les effets négatifs potentiels sur I'environnement et la santé humaine. Une
bonne gestion de leur production, de leur distribution et de leur élimination est essentielle
pour prévenir la contamination des écosystéemes et garantir une manipulation stre dans

les environnements industriels et commerciaux (Rott et al., 2018).

Ce sont des composés chimiques polyvalents ayant des applications diverses dans de
nombreux secteurs. Leurs propriétés uniques les rendent indispensables dans des
domaines allant de I'amélioration de la sécurité incendie et du traitement de l'eau aux
pratiques agricoles et aux applications médicales. Toutefois, leur utilisation doit
s'accompagner de mesures réglementaires solides afin de préeserver l'intégrité de

I’THomme et de son environnement. (Briffa et al, 2020).
1.6. Les amidophosphonates

Une classe de composés chimiques connus sous le nom d'amidophosphonates
combine dans leur structure moléculaire les fonctions d'un phosphonate (-POsH>) et d'une
amine (-NHz ou dérivés). Ces substances sont largement utilisées dans de nombreux
domaines, tels que la chimie de coordination, la chimie des matériaux, l'agriculture et la

chimie pharmaceutique (Kafarski et Zon 2000).

Les amidophosphonates ont suscité un intérét particulier dans la communauté
médicale en raison de leurs éventuelles qualités pharmacologiques. Certains
amidophosphonates ont la capacité d'inhiber des enzymes spécifiques, ce qui les rend
bénéfiques pour le traitement de maladies telles que l'ostéoporose. D'autres peuvent avoir
des propriétés antifongiques, antivirales ou antibactériennes. Les amidophosphonates
sont également utilisés comme agents chélateurs dans les engrais agricoles pour améliorer
la disponibilité des nutriments pour les plantes et gérer les dépbts de métaux lourds dans
le sol (Kaboudin et al. 2022).
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1.7. Le glyphosate

e glyphosate est un herbicide non sélectif largement utilisé pour le contréle des plantes
indésirables. Son mécanisme d’action repose sur I’inhibition de la 5-
énolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS), une enzyme clé de la voie de
biosynthese des acides aminés aromatiques essentiels a la croissance et au développement
des plantes (Duke & Powles, 2008). Introduit sur le marché dans les années 1970, il est
aujourd’hui utilisé dans différents contextes, allant de I’agriculture a ’entretien des
espaces verts publics, comme les parcs, les zones récréatives et les jardins urbains
(Benbrook, 2016 ; Myers et al., 2016).

En agriculture, le glyphosate permet de limiter la propagation de diverses mauvaises
herbes gréce a son action non sélective, ce qui le rend adapté a des cultures variées. Son
application contribue a simplifier la gestion des parcelles, notamment en réduisant le
besoin de travail manuel ou de labour intensif. Dans les environnements urbains et
paysagers, il est employé pour contrdler la végétation indésirable dans les espaces publics,
afin de maintenir des zones accessibles et fonctionnelles sans intervention constante.
L’usage répandu du glyphosate dans différents secteurs a conduit a une exposition
environnementale et a des discussions sur ses effets potentiels sur la santé et les
écosystéemes, justifiant des études de toxicité et des mesures de régulation (Azzouz et al.,
2011).

1.7.1. Toxicité sur ’Homme

Malgré son succes et son utilisation étendue, le glyphosate a suscité de vives
inquiétudes concernant ses effets toxiques sur la santé humaine et environnementale. Des
études épidémiologiques et toxicologiques ont mis en évidence des corrélations entre
I’exposition au glyphosate et divers effets néfastes sur la santé. L’exposition chronique
au glyphosate peut induire un stress oxydatif important, favorisant la production
d’especes réactives de I’oxygene (ERO) qui endommagent les cellules en altérant I’ADN
et les protéines (Mesnage & Antoniou, 2017). Ces dommages peuvent entrainer un

vieillissement cellulaire prématuré et contribuer a 1I’émergence des maladies chroniques.

L’Agence Internationale de Recherche sur le Cancer (IARC) a classé le

glyphosate comme « probablement cancérogeéne pour I’homme » en 2015, citant des
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preuves liées au lymphome non hodgkinien (IARC, 2015). De plus, certaines études ont
associé I’exposition au glyphosate a des troubles endocriniens et a des effets néfastes sur
la reproduction, notamment des anomalies dans le développement feetal (van Bruggen et
al., 2018). Des rapports montrent également des perturbations neurologiques, avec un
potentiel accru de maladies neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson
(Eriguchi et al., 20).

1.7.2. Toxicité sur ’environnement

Sur le plan environnemental, l'utilisation intensive du glyphosate a montré des
effets perturbateurs sur les écosystemes aquatiques et terrestres. Lorsqu'il est appliqué de
maniere excessive, le glyphosate peut persister dans les sols et se retrouver dans les eaux
de ruissellement, impactant la biodiversité aquatique et contaminant les sources d'eau
(Seralini et al., 2014). Des recherches ont mis en évidence que des organismes aquatiques
tels que Paramecium sp. montrent une réduction de la croissance et des modifications
comportementales sous l'effet de I'exposition au glyphosate, telles que la diminution de
la vitesse de déplacement et la perturbation de Il'activité métabolique (Rouabhi et al.,
2006).

L’impact du glyphosate s’étend également aux microorganismes du sol,
perturbant 1’équilibre microbien et compromettant la fertilité a long terme. Cette
perturbation de I’écosystéme peut avoir des conséquences sur la santé des plantes et leur
croissance. Dans les environnements agricoles, une dépendance accrue au glyphosate a
conduit a I’émergence de mauvaises herbes résistantes, nécessitant [’utilisation

d’herbicides encore plus puissants et potenticllement toxiques (Benbrook, 2016).
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2. Rappel sur le stress oxydatif

Les espéces reactives de I'oxygeéne (ERO), aussi appelées radicaux libres, sont des
composés hautement réactifs posseédant un ou plusieurs électrons non appariés, ce qui les
rend instables et susceptibles de réagir de maniere imprévisible avec d'autres molécules
(Lobo et al., 2010). Ces ERO sont produites principalement lors de processus cellulaires,
tels que la respiration cellulaire au niveau des mitochondries, ou elles jouent un réle
important dans le métabolisme énergétique. Un exces de production d'ERO par rapport a
la capacité de l'organisme a les détoxifier ou a réparer les dommages qu'ils causent
conduit a un déséquilibre appelé stress oxydatif. Normalement, les systéemes de défense
antioxydants des organismes maintiennent cet équilibre et protegent les cellules contre

les effets néfastes des radicaux libres.

Toutefois, lorsqu'un desequilibre se produit, il peut entrainer des dommages
cellulaires potentiellement graves. Ces dommages peuvent résulter d'un exces de radicaux
libres ou d'une réduction de I'efficacité des défenses antioxydantes (Tiwari, 2001). Divers
facteurs peuvent contribuer au stress oxydatif, notamment l'exposition a des agents
oxydants externes tels que la fumée de cigarette, les produits chimiques toxiques, la
pollution de lair et les radiations ionisantes (Pizzino et al.,, 2017). En outre, le
métabolisme naturel de Il'organisme, qui comprend la production d'ERO lors de la

respiration cellulaire, peut aussi participer a lI'accumulation de ces radicaux.

Le stress oxydatif peut étre amplifié par des situations de stress mental ou
physique, qui favorisent la surproduction de radicaux libres. Les conséquences de ce
phénomene sur la santé sont considérables, car les radicaux libres jouent un réle dans le
développement de diverses maladies et affections, telles que le cancer, le diabete, les
maladies cardiovasculaires et les inflammations chroniques (Rahal et al., 2014). Par
exemple, des recherches ont révélé que le stress oxydatif peut induire des mutations de
I'ADN, altérer la structure des protéines et compromettre l'intégrité des membranes
cellulaires, contribuant ainsi a l'apparition et a la progression de ces maladies. De plus,
des études ont mis en évidence le rle des ERO dans le vieillissement prématuré et la
dégenérescence cellulaire, soulignant I'importance de maintenir un équilibre antioxydant

optimal pour préserver la santé globale.
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L'organisme dispose de plusieurs systemes antioxydants endogenes, ainsi que de
nutriments antioxydants provenant de I'alimentation, tels que les vitamines C et E, le
sélénium, le béta-caroténe et d'autres composes présents dans les fruits, les Iégumes et
certains aliments d'origine végétale, pour lutter contre les effets du stress oxydatif. Ces
antioxydants agissent en neutralisant les radicaux libres et en réduisant les dommages

cellulaires induits par le stress oxydatif (Bouayed et Bohn, 2010).
2.1. Le systeme de défense antioxydant

Le systeme de défense antioxydant constitue un réseau complexe de molécules chimiques
et d’enzymes qui agissent de maniere coordonnée pour neutraliser les radicaux libres et
limiter le stress oxydatif, protégeant ainsi les cellules et les tissus contre les dommages.
Ce mécanisme est fondamental pour maintenir 1I’équilibre cellulaire et la santé de

I’organisme (Rahman, 2007).

2.1.1. Stress oxydatif et radicaux libres : Les radicaux libres sont des molécules
extrémement réactives dotées d'un seul électron. Le métabolisme cellulaire normal,
I'exposition a des produits chimiques dans I'environnement, les rayons UV et d'autres
stress peuvent tous les produire. Les radicaux libres peuvent s'accumuler dans lI'organisme
et créer un stress oxydatif, qui a été associé a un certain nombre de maladies, telles que
le cancer, les maladies cardiaques, les troubles neurologiques et le vieillissement
(Aranda-Rivera et al. 2022).

2.1.2. Les antioxydants sont des substances qui, en cédant des électrons sans devenir
elles-mémes instables, neutralisent les effets néfastes des radicaux libres. Ils peuvent
provenir de l'alimentation ou de suppléments, ou étre endogenes (fabriqués par
l'organisme). Des enzymes comme la glutathion peroxydase, la catalase et la superoxyde
dismutase (SOD), ainsi que des substances non enzymatiques comme le glutathion, la
vitamine E, la vitamine C et la coenzyme Q10 sont des exemples d'antioxydants

endogenes courants (VVona et al. 2021).
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2.1.3. Antioxydants enzymatiques :

Les antioxydants enzymatiques jouent un réle clé dans la protection des
cellules contre les radicaux libres. La superoxyde dismutase (SOD) catalyse la
conversion des radicaux superoxydes en peroxyde d’hydrogéne et en oxygene. Le
peroxyde d’hydrogéne est ensuite décomposé en eau et en oxygene par la catalase
(CAT) et la glutathion peroxydase (GPx). La glutathion S-transférase (GST)
participe également a la détoxification en conjuguant le glutathion réduit (GSH)
aux composés électrophiles, facilitant leur élimination. Ensemble, ces enzymes
contribuent a maintenir 1’équilibre redox et a limiter les dommages oxydatifs
cellulaires (Zheng et al., 2023).

2.1.4. Antioxydants non enzymatiques :

Les antioxydants non enzymatiques neutralisent les radicaux libres sans
intervention enzymatique. La vitamine C (acide ascorbique) agit dans les
compartiments aqueux, tandis que la vitamine E (tocophérol) protege les
membranes lipidiques contre la peroxydation. Le glutathion réduit (GSH),
tripeptide composé de glutamate, cystéine et glycine, est un antioxydant
intracellulaire majeur, capable de recycler d’autres antioxydants et de participer a
la detoxification des composés toxiques. Son role est étroitement lié a celui de la
GST, formant un systeme complémentaire pour protéger la cellule contre le stress
oxydatif (Gegotek et Skrzydlewska, 2022).

2.1.5. Induction de la défense antioxydante : Le stress oxydatif peut déclencher le
systeme de défense antioxydant de plusieurs facons. Par exemple, en s‘attachant aux
éléments de réponse aux antioxydants (ARE) dans les promoteurs des genes antioxydants,
le facteur de transcription Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) contréle
I'expression des génes antioxydants. L'activation de la voie de signalisation Nrf2 entraine
une augmentation de la synthése des antioxydants endogenes, ce qui renforce la résistance

cellulaire aux dommages oxydatifs (Hammad et al. 2023).

2.2. Impact sur la santé humaine : De nombreuses maladies, dont le cancer, les maladies
cardiovasculaires, le diabéte, les troubles neurologiques et les affections inflammatoires,
sont au dysfonctionnement du systéme de défense antioxydant. Les dommages causes par
le stress oxydatif peuvent étre aggravés par des déficiences en enzymes antioxydantes ou
par l'épuisement des réserves d'antioxydants, ce qui peut mettre en péril l'intégrité

cellulaire.
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3. Les bioindicateurs
3.1. Définition et importance des bioindicateurs

Les bioindicateurs sont des organismes ou des systéemes biologiques utilisés pour
¢valuer la qualité des écosystéemes et la présence de polluants dans 1I’environnement
(Hamza-Chaffai, 2014). Ils fournissent des informations sur les effets des agents
chimiques sur les organismes vivants, permettant ainsi d’évaluer 1’impact

environnemental et de guider les mesures de protection de ’'Homme et des écosystemes.

3.2. Role des bioindicateurs dans la surveillance environnementale

Les bioindicateurs permettent de détecter la présence de polluants et d’évaluer
leur impact sur les écosystemes. Des modeéles biologiques aquatiques tels que
Paramecium sp. et Daphnia magna sont fréquemment utilisés pour observer les effets
toxiques des micropolluants et des pesticides. Leur sensibilité aux changements
environnementaux rend leurs réactions utiles comme indicateurs de pollution et de stress
oxydatif (Bouraiou, 2023 ; Wallace et al., 2016). L’analyse de parametres biochimiques,
tels que ’activité des enzymes antioxydantes (superoxyde dismutase, catalase, glutathion
S-transférase) et les niveaux de glutathion réduit (GSH), permet de quantifier 1’effet des
substances chimiques sur ces organismes et de suivre la perturbation de leur équilibre

cellulaire.
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4. La Paramécie
4.1. Généralités et structure

Les paramécies sont des micro-organismes fascinants appartenant a
I'embranchement des ciliophores. Leur corps allongé et glissant, couvert de cils
complexes, leur confére une apparence dynamique. Ces organismes unicellulaires,
mesurant entre 50 et 300 micrométres, peuplent principalement les environnements d'eau
douce a travers le monde. Leur manipulation aisée et leur cycle de division cellulaire
rapide en font des modeles idéaux pour diverses investigations scientifiques, notamment

en écotoxicologie.

Les paramécies possedent une structure morphologique et comportementale
remarquable. Leur membrane pelliculaire flexible fournit un soutien et permet des
déplacements fluides. Les cils, qui recouvrent leur surface, agissent comme des moteurs
propulseurs, facilitant leur locomotion et le transport des fluides pour la nutrition et la
perception sensorielle. La rainure orale, bordée de cils, assure I'ingestion des particules

alimentaires, démontrant I'ingeniosité de ces micro-organismes (Van Houten, 2023).
4.2. Structure interne

La paramécie est dotée d'organites essentiels pour ses fonctions cellulaires. Le
macronucléus régule les activités métaboliques et I'expression des génes, tandis que les
micronoyaux sont impliqués dans la reproduction sexuelle et les échanges génétiques.
D'autres organites comprennent des vacuoles contractiles pour I'osmorégulation, des
vacuoles alimentaires pour la digestion et des trichocystes pour la défense contre les
prédateurs (Van Houten, 2023), (Figure 2).
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STRUCTURE D UNE PARAMECIE

Cils vibratoire
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Endoplasme

Pharynx
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Figure 2 : Schéma de l'anatomie de la Parameécie. (Merabet, 2020).

4.3. Cycles de vie des paramecies

Les paramecies présentent des cycles de vie complexes, comprenant des phases

vegeétatives et sexuelles. (Figure3)
e Cycle végétatif

Le cycle vegétatif débute par la croissance cellulaire. Une fois une taille suffisante
atteinte, la cellule subit une fission binaire, une forme de reproduction asexuée,
produisant deux cellules filles génétiquement identiques. Ce processus se répete,

permettant une croissance exponentielle de la population dans des conditions favorables.
e Processus sexuel

Les paramécies peuvent également se reproduire sexuellement, surtout dans des
conditions défavorables. Ce processus implique la conjugaison, ou deux paramécies
compatibles échangent temporairement du matériel génétique. Les micronoyaux
subissent la méiose, produisant des gametes haploides qui fusionnent pour former des

zygotes, qui se transforment en kystes de repos (Patterson, 2008).
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Conjugation of Paramecium
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Figure 3 : Hlustration du processus de conjugaison chez les Paramécies. (Source :

UCLouvain, Les Protistes).

4.4, Utilisation des paramécies dans les études écotoxicologiques

Les paramecies sont couramment utilisées comme bio-indicateurs dans les etudes
écotoxicologiques, permettant d'explorer les impacts des contaminants sur les
écosystémes aquatiques. Leur sensibilité aux variations de la qualité de l'eau et leur
réactivité aux polluants en font des sentinelles idéales du stress environnemental. Les
parameécies sont utilisées dans des essais de toxicité pour évaluer les effets de produits
chimiques, de métaux lourds et de polluants sur des parametres comme la croissance, la
reproduction et le comportement (Nalecz-Jawecki et al., 1993 ; Tushmalova et al., 2014).
Leur comportement de nage, en particulier, offre données précieuses sur leurs réactions
face aux stimuli environnementaux, ce qui peut influencer la compréhension des
interactions entre les contaminants et les écosystemes aquatiques (Impellitteri et al.,
2023). Des études, telles que celle de Bouraiou (2019), confirment leur utilité dans

I'analyse des effets de substances toxiques complexes.
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5. La Levure (Saccharomyces cerevisiae)
5.1. Généralités

Saccharomyces cerevisiae est une levure unicellulaire utilisée dans la vinification,
la boulangerie et la brasserie depuis I'Antiquité. Son ADN nucléaire de 12068 kilobases
est organisé en 16 chromosomes, et son génome a été entierement séquencé, contenant
environ 6000 genes. Cette levure est principalement trouvée sur les fruits et les écorces
d'arbres. En écotoxicologie, les levures sont de plus en plus utilisées en raison de leur

faible co(t et de leur facilité de culture (Parapouli et al., 2020).
5.2. Structure

La structure de S. cerevisiae comprend une paroi cellulaire distincte et une
membrane plasmique. La paroi cellulaire, qui détermine la forme et l'intégrité de la
cellule, est dynamique et joue un role crucial lors de la croissance et de la division
cellulaire. Les levures, étant des eucaryotes unicellulaires, présentent des propriétés
différentes de celles des bactéries, notamment leur résistance naturelle aux antibiotiques

et autres agents antibactériens (Stewart, 2017). (Figure 4)

Yeast Cell Structures
Fungal cell

Mitochondria

Vacuole

Lipid Granule

Cell wall

Membrane Nucleus

Bud scar Golgi apparatus

drcom/b?mc.com 1D 219233795 © OSweetNature

Figure 4 : Structure cellulaire de la levure (Saccharomyces cerevisiae). (Dreamstime, 2024).
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5.3. Cycle de croissance et cycle cellulaire

Le cycle de croissance de S. cerevisiae est influencé par divers parametres, tels
que le pH et la teneur en oxygene dissous. Les cellules se reproduisent principalement par
bourgeonnement, bien qu'elles puissent également se diviser par fission. Le cycle
cellulaire est synchronisé par des mécanismes complexes régulant I'entrée dans la phase
de division (Fujita et al., 1998 ; Iwahashi et al., 2000). (Figure 5).

Chapitre I : Introduction

Nuclear
migration

(O

DNA replication S
AO)
BUd = - _-l'"
emergence
Spindle pole O |

body duplication | D

)

G2

Growth

" D

C“T'}

Chromosome
segregation,
nuclear
division

Cytokinesis

Figure 5 : Représentation du cycle cellulaire de la levure. (Boitard et al., 2015)

5.4. Métabolisme levurin

Le métabolisme levurin de S. cerevisiae convertit les sucres simples en éthanol,
dioxyde de carbone et divers composés organiques. La glycolyse dégrade le glucose en
pyruvate, produisant de I'ATP et du NADH. Le pyruvate est ensuite converti en
acetaldéhyde, puis en éthanol, régénérant le NAD+ nécessaire au maintien de la
glycolyse. Ce métabolisme est caractérisé par une fermentation alcoolique anaérobie, bien

que S. cerevisiae puisse également effectuer une respiration aérobie en présence

d'oxygéne (Otterstedt et al., 2004).
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Outre Il'éthanol, S. cerevisiae génere une variété de métabolites secondaires
influencant la saveur et lI'ardme des produits fermentés. Ce métabolisme présente une
plasticit¢ remarquable, permettant a la levure de s'adapter aux changements
environnementaux et de répondre aux besoins de l'industrie agroalimentaire et

pharmaceutique.

5.5. Utilisation des levures dans les études en écotoxicologie

Les levures, notamment Saccharomyces cerevisiae, sont largement reconnues
comme des modéles biologiques pertinents en écotoxicologie pour évaluer les effets des
substances toxiques sur les organismes eucaryotes. Leur structure cellulaire, proche de
celle des cellules eucaryotes supérieures, en fait un outil précieux pour I'étude des

mécanismes de toxicité a I'échelle cellulaire et subcellulaire (Cherait, 2015).

Les levures permettent I'analyse de divers biomarqueurs, tels que l'activité des
enzymes antioxydantes (catalase, SOD, GST) et les niveaux de glutathion, qui reflétent
les réponses au stress oxydatif induit par des contaminants environnementaux. De plus,
la simplicité de leur culture et leur capacité a fournir des résultats rapides sur des
parametres physiologiques et biochimiques, tels que la croissance cellulaire et l'activité
respiratoire, renforcent leur utilisation dans la détection de I'impact des xénobiotiques sur

I'environnement.
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Objectif de I'Etude

L’objectif de ce travail est d’évaluer les effets biologiques de deux molécules
nouvellement synthétisees, AP1 et AP2, appartenant a la famille des
amidophosphonates, envisagées comme alternatives potentielles plus sdres au
glyphosate. Cette étude vise & mieux comprendre leur impact sur des systemes
biologiques a I’aide de deux approches complémentaires : une étude in vitro sur des
modéles biologiques alternatifs, Saccharomyces cerevisiae et Paramecium sp., et une
étude in silico visant a modéliser les interactions moléculaires de ces composés avec

plusieurs cibles enzymatiques clés.

Partie 1 : Etude In Vitro

La premiére partie de ce travail est consacrée a I'étude in vitro, a travers
I’évaluation de la toxicité potentielle des trois composés (AP1, AP2 et glyphosate). Pour
cela, nous nous sommes intéressés au suivi de la cinétique de croissance cellulaire, ainsi
qu’a certains parameétres morpho-physiologiques, métaboliques et quelques
biomarqueurs du stress oxydatif, tels que la catalase (CAT), le glutathion réduit (GSH),
la glutathion-S-transférase (GST) et la superoxyde dismutase (SOD), afin de
caractériser leurs effets toxiques. Ces investigations permettront de déterminer la

toxicité relative de chaque composé et d’identifier les effets toxiques observés.

Partie 2 : Etude In Silico

La deuxieme partie de ce travail se concentre sur I'étude in silico, qui implique
des approches de docking moléculaire. L'objectif ici est de modéliser les interactions
entre les molécules AP1, AP2 et le glyphosate avec plusieurs cibles enzymatiques clés.
Ces cibles incluent I’enzyme EPSP synthase, essentielle dans le métabolisme des
plantes et des microorganismes, mais aussi des protéines impliquées dans des processus
cellulaires critiques, telles que la superoxyde dismutase (SOD) et le cytochrome P450
(CYP450). La SOD joue un réle central dans la défense contre le stress oxydatif, tandis
que le CYP450 est impliquée dans la biotransformation des xénobiotiques. En utilisant
des logiciels de modélisation moléculaire, cette partie vise a prévoir les interactions
possibles au niveau moléculaire et leur lien potentiel avec les effets toxiques observés in

vitro.
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Notre travail se propose d'apporter des contributions significatives a la
compréhension des effets toxicologiques des molécules AP1, AP2, et du glyphosate. En
combinant des approches expérimentales in vitro et des analyses in silico, I'étude
cherche a établir un cadre solide pour I'évaluation des risques associés a ces substances
et a enrichir les connaissances sur leurs effets toxiques, tout en explorant le potentiel des

amidophosphonates comme alternatives plus sdres.
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Notre travail a été effectué au niveau du Laboratoire de Toxicologie Cellulaire
(LTC) du département de biologie de I’Université Badji Mokhtar — Annaba (Algérie).

1. Matériel et Méthodes

1.1. Matériel biologique

Deux modéles biologiques ont été utilisés dans ce travail : Paramecium sp. et

Saccharomyces cerevisiae.
1.2. Matériel chimique

Dans cette étude, deux amidophosphonates, le diéthylphényl-uréido-méthyl-
phosphonate (AP1) et le diéthyl-4-méthoxy-phenyl-uréido-méthyl-phosphonate (AP2)
sont utilisés comme composés de test. Ces molécules sont synthétisées sous forme de
poudre au niveau du Laboratoire de Chimie Organique et Appliquée de I’Université Badji
Mokhtar- Annaba (Algérie). En complement, le glyphosate est utilise comme témoin

positif.
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1.2.1. Structures chimiques des composés étudiés
Les structures chimiques des composeés étudiés sont présentées dans le tableau (1).

Tableau 1: Structures chimiques des composés testés

Composé Nom chimique Structure
H,C
—\HEN 0
o o]
-7 7 & 7 \ /
Diéthylphényl-uréido-méthyl- r Vi NH
CHy O
phosphonate cl
CH;
Diéthyl-4-méthoxy-phényl-uréido- &N
P MH
méthyl-phosphonate e Nen,
4] MNH,
o]
Il
HO—P—0H
HIM
Glyphosate N-(Phosphonométhyl)glycine HOWH
o]
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1.2.2. Caractéristiques physico-chimiques

Le tableau (2) illustre les caractéristiques physico-chimiques des molécules
utilisées (glyphosate, AP1 et AP2).

Tableau 2 : Caractéristiques physico-chimiques et pharmacocinétiques du glyphosate,
AP1 et AP2

Propriété Glyphosate  AP1 AP2
Formule Chimique ~ GHsNOsP  CpHisCIN2O:P  CLIHI7N202P
Poids Moléculaire (g/mol) 169.07 320.71 240.24
LogP -2,05 0.84 0,77
Fraction Csp?3 0.67 0.42 0,36
Numéro d'Atomes Lourds 10 20 16
Numéro d'Atomes Aromatiques () 6 6
Taille de la TPSA (A?) 116,67 100.46 82.00
2. Méthodes

2.1. Synthese des amidophosphonates

La synthése des amidophosphonates (AP1 et AP2) est réalisée en utilisant l'urée,
le triéthylphosphite et un aldéhyde, selon la réaction de Kabachnik-Fields, en suivant une
stratégie de synthése décrite par Bouzina et al. (2016). Les réactifs sont dissous dans une
solution de 2 % d’acétone, puis dilués en aliquotes de 10 ml. La réaction se déroule sous
agitation ultrasonique a 40 kHz, a température ambiante, pendant une durée de 30 minutes
a 1 heure. Apres réaction, les produits sont purifiés par recristallisation, et leur structure
est caractérisée a I’aide de techniques telles que la spectroscopie de résonance magnétique
nucléaire (RMN) et la spectroscopie infrarouge (IR). Le glyphosate est utilisé comme
témoin positif dans les expériences pour évaluer I'efficacité des nouveaux composés

synthétisés (Figure 6).
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Figure 6 : Processus de synthese des amidophosphonates (AP1 et AP2)
2.2. Etude Physiologique
2.2.1. Cas de Paramecium sp.
2.2.1.1. Culture de Paramecium sp.

La culture des parameécies est conduite en suivant le protocole décrit par Azzouz
et al. (2011). L'incubation se déroule dans une étuve de type Memmert 400, maintenue a
un pH de 6,5 et a une température de 27 = 2 °C. Le repiquage est effectué tous les trois
jours pour assurer une croissance exponentielle optimale et maintenir une culture de

qualite.
2.2.1.2. Traitement des paramécies

Les tests sont realisés sur des aliquotes de 20 ml de culture de paramécie, chaque
test étant répété trois fois pour garantir la fiabilite des résultats. Les cultures sont
disposees dans des tubes a essai et incubées dans une étuve a une température controlée
de 27 °C. Apres plusieurs essais préliminaires, nous avons sélectionné les concentrations
suivantes pour les molécules testées : 30 mM et 60 mM pour la molécule AP1, 40 mM et

60 mM pour la molécule AP2, et 0,66 mM pour le glyphosate.

Le choix de ces concentrations s’est basé en premier lieu sur les données de la
littérature relatives aux gammes de toxicité couramment observées pour les composés
organophosphorés et le glyphosate (Azzouz et al., 2011 , 2023 ; Saib et al., 2014), puis a
¢té affiné a la suite d’essais préliminaires réalisés sur Paramecium sp. afin de déterminer
les valeurs de concentration inhibitrice moyenne (Clso) pour chaque composé. Les doses
retenues correspondent a des fractions sub-inhibitrices (proches de la CIs), permettant
d’observer des altérations physiologiques mesurables sans induire une inhibition totale

de la croissance. Ce choix assure une évaluation pertinente de la toxicité chronique et du
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stress oxydatif induit, tout en préservant la viabilité des organismes modéles (Zhou et al.,
2019 ; Martins et al., 2020).

Trois types de témoins sont mis en place dans cette étude :

e Témoin négatif (culture non traitée) : Paramecium sp. cultivée sans ajout de

substances, servant de base de comparaison pour I’évaluation des effets biologiques.

* Témoin acétone : paramécies exposées uniquement a 1’acétone, solvant utilis€¢ pour
préparer les solutions des molécules testées, afin d’identifier un éventuel effet du solvant

lui-méme.

» Témoin positif (glyphosate) : molécule de référence utilisée pour comparer les effets
toxiques des composés AP1 et AP2 a ceux d’un xénobiotique bien documenté.2.2.1.3.

Cinétique de croissance cellulaire
2.2.1.3. Suivi de la croissance cellulaire

Le suivi de la croissance des paramécies est effectue par le comptage journalier

des paramécies dés la mise en contact avec le xénobiotique (T=0) jusqu’au 7¢™ jour.

Ce comptage est réalis€ par le dénombrement des paramécies a 1’aide d’un
compteur manuel sous microscope optique (Motic BA400) au grossissement x10 et ce
apres fixation au Lugol sur une lame en verre selon la méthode décrite par Sauvant et al.

(1999). Le comptage est effectué au moins trois fois pour chaque répétition.
2.2.1.4. Pourcentage de réponse

Il s’agit d’un calcul qui évalue la réponse de la paramécie vis-a-vis d’un

xénobiotique, en se basant sur la formule suivante :

Nc — Ne

x 100
Nc )

% de réponse = (

Soit :

e Nc : le nombre de cellules témoins.

e Ne : le nombre de cellules traitées.
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Les valeurs positives du pourcentage de réponse indiquent une inhibition de la croissance,
tandis que les valeurs négatives indiquent une stimulation de la croissance. (Wong et al.,
1999).

2.2.1.5. Détermination du temps, nombre et vitesse de génération
Le principe de calcul retenu est celui détaillé par Dias et al. (2003). Le temps (g),

le nombre (n) et la vitesse de génération (k) sont obtenus selon les équations ci-dessous :

n= (log Nt — log NO) / log 2
k= n/t
g=1/k

Ou:
e n: Le nombre de génération, Nt est la population a temps t, NO est le nombre
initial de cellules.
e Kk Vitesse de la génération.
e g : Temps de génération (temps nécessaire pour qu’une population de cellule

double en nombre).
2.2.2. Cas de Saccharomyces cerevisiae
2.2.2.1. Lavage des levures

Un lavage est préconisé avant tout essai expérimental afin d’éliminer toute trace

de substrat dans le milieu (Pol, 1997). Le protocole de lavage s’effectue comme suit :

- Préparer une suspension de levures dans du NaCl a 9 g/L et agiter au vortex.

- Centrifuger la suspension a 3000 tours/minute pendant 5 min et éliminer le surnageant.
- Recommencer 1’opération deux a trois fois.

2.2.2.2. Préparation du milieu et mise en culture des levures

Le milieu de culture utilisé est un milieu sélectif pour la respiration composé de
10g d’extrait de levure, 0,25 g de glucose, 25 ml de glycérol, QSP 1000 ml avec un
tampon phosphate pH 6,2. Les levures sont mises en suspension dans le milieu de culture

a raison de 1g/100ml sous agitation douce et oxygénation pendant 2 h a 27 °C.
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2.2.2.3. Choix des concentrations testées

Le choix des concentrations appliquées pour les essais toxicologiques a été établi sur la
base des travaux de Khebbeb 2015, en retenant des doses proches des valeurs de CLso déterminées
pour chaque composé. Ainsi, les levures ont été exposées a 150 mM et 180 mM pour les molécules
AP1 et AP2, et a 0,87 mM pour le glyphosate.

2.2.2.4. Cinetique de croissance des levures

La cinétique de croissance est réalisée sur des levures témoins et traitées avec
différentes concentrations de AP1, AP2 et glyphosate, en suivant la méthode de Pol
(1997), qui repose sur la mesure de la densité optique (DO) en fonction du temps a une
longueur d'onde de 620 nm. Chaque aliquote est ensuite observée au microscope

photonique (Leica DL.1000) aux grossissements 40x et 100x.
2.2.3. Etude polarographique

L'activité respiratoire des paramécies et des levures est mesurée a l'aide d'une
électrode a oxygene, également appelée électrode de Clark, selon la méthode de Djebar
et Djebar (2000). L'oxygraphe Hansatech est équipé d'une cellule de réaction cylindrique
a volume réglable (de 0,2 ml a 2,5 ml), immergée dans un bain-marie avec un systeme de
circulation d'eau, offrant une bonne visibilité de I'échantillon et un contrdle précis de la
température (ajustée a 25 °C). La cellule contient un agitateur magnétique assurant une

homogénéité optimale du milieu réactionnel (Hansatech Instrument Ltd, 2002).
2.2.4. Determination de la concentration inhibitrice (Clso)

Afin de caractériser la toxicité des molécules, il est nécessaire de déterminer la
concentration inhibitrice 50% (Clso), qui correspond a la concentration inhibant 50% de
la croissance d'une population de paramécies dans des conditions standards (Bonnet,
2003). Les taux d'inhibition sont corrigés a l'aide de la formule d'Abbott (1925),
permettant de calculer la toxicité réelle du xénobiotique. Les différents taux sont ensuite
soumis a une transformation angulaire selon les tables établies par Bliss. Les valeurs
normalisées obtenues sont converties en probits, ce qui permet de tracer une droite de
régression en fonction des logarithmes décimaux des doses utilisées. A partir de cette

courbe, la Clso est déterminée en appliquant les procédés mathématiques de Finney (1971)
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La formule d’ Abbott est la suivante :
100 x (X-Y)/X

e X : Nombre de vivants des témoins.

e Y : Nombre de vivants des traitées.

2.2.5. Etude biochimique et enzymatique
2.2.5.1. Dosage des protéines totales

Le dosage de protéines totales est réalisé selon la méthode de Bradford (1976) : il
s’agit d’une technique qui mesure la concentration protéique basée sur une réaction

colorimétrique entre les protéines et un colorant (la solution de Bradford).

Cette fixation provoque un transfert de sa couleur qui passe du rouge au bleu ; ce
changement de coloration est mesuré¢ a une longueur d’onde de 595nm par un

spectrophotometre de type JENWAY 6300.
2.2.5.2. Dosage du glutathion (GSH)

Le dosage du taux de glutathion est réalisé selon la méthode de Weckbeker et Cory
(1988) qui repose sur la mesure de la densité optique de 1’acide 2-nitro-5- mercapturique ;
ce dernier résulte de la réaction de I’acide 5,5’ dithio- 2- nitrobenzoique (DTNB) par le

groupement (-SH) du glutathion.

Apres centrifugation d’une culture de 1’échantillon étudié, le culot est additionné a 1
ml d’EDTA (0.02M) puis broyé a I’ultrason : 0.8 ml de ce mélange (homogénat) récupéré
est mélangé & 0.2 ml de la solution d’ASS (une déprotéinisation par I’acide

sulfosalicylique (ASS) a 0.25% permet de protéger le groupement thiol du glutathion).

Apreés agitation au vortex dans un bain de glace, une centrifugation des échantillons a

1000 tours pendant 5min est réalisée apres un repos de 15 min a température ambiante.

On dépose 0.5ml du surnageant obtenu aprés centrifugation, 1ml d’EDTA et
0.025 ml de DTNB dans une cuve en plastique : la lecture de la DO se fait aprés 5 min de

repos a une longueur d’onde de 412nm.

Le taux de glutathion est exprimé en uM/mg de protéines selon I’équation

suivante :
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DO x1x1.525
13,1 x0.8x0.5 xmg

GSH (pM/mg de protéines):

Soit :

1 : le volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation.

e 1.525:le volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau
du surnageant.

e 13,1:le coefficient d’absorbance du groupement SH a 412nm.

e 0.8:le volume de 'homogénat.

e 0.5:le volume du surnageant.
2.2.5.3. Mesure de ’activité Glutathion-S-Transférase (GST)

L'évaluation de l'activité de la Glutathion-S-Transférase est réalisée selon la
méthode décrite par Habig et al. (1974). Cette methode repose sur la réaction de
conjugaison entre la GST et un substrat, le CDNB (1-chloro 2, 4 dinitrobenzéne), en
présence du cofacteur glutathion (GSH). La reaction chimique produit le conjugué GS-
DNB et de l'acide chlorhydrique (HCI). Les mesures d'absorbance sont effectuées a une

longueur d'onde de 340 nm.

L'activité de la GST est calculée selon la formule suivante :

ADO =Vt
eVs xmg de protéines

GST (umol/min/mg de protéines) =

Ou:
e ADO : Densité optique
e Vt:Volume total de la cuve.
e e : Coefficient d’extinction molaire du CDNB (9.6 mM-1 cm-1).
e Vs : Volume du surnageant (0.2 ml).
e mg de protéines : Quantité de protéines exprimée en mg.
o ADO *TIt.

e e *Vs™*mg de protéines.

2.2.5.4. Mesure de I’activité Superoxyde Dismutase (SOD)
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L'activité de la SOD est mesurée selon Paoletti et al. (1986), en suivant
I’inhibition de I’oxydation du NADH a 340 nm a 25°C et pH 7,6. Le superoxyde (O2")
est généré par I’interaction entre "EDTA/Mn et le B-mercaptoéthanol, et neutralise par
la SOD. L’inhibition de I’oxydation du NADH est proportionnelle a I’activité

enzymatique.

Les lectures de I’absorbance sont effectuées toutes les 30 secondes pendant 5
minutes avec un spectrophotometre JENWAY 6300. L’activité est exprimée en unités

par milligramme de protéines (U/mg protéines) selon I’équation suivante :

(% inhibition x Vt)
(¢ X Vs X mg protéines)mg

SOD (U/mg protéines) :

Avec :

¢ % inhibition : pourcentage d’inhibition de ’oxydation du NADH

e Vit : volume total de la cuve (ml)

e ¢lvarepsilone : coefficient d’extinction molaire du NADH a 340 nm (6,22
mM'-cm™)

e VsV _sVs: volume de I’échantillon ajouté (ml)

e mg de protéines : concentration protéique dans I’échantillon (mg)

2.2.5.5. Mesure de ’activité catalase (CAT)

L’activité catalase (CAT) est mesurée selon la méthode de Claiborne (1985) qui
repose sur la variation de la densité optique consécutive a la dismutation du peroxyde
d’hydrogeéne (H:20:).

Les cellules sont broyées aux ultrasons dans 1ml de tampon phosphate, puis

I’homogénat est récupéré et centrifugé a 15000 tours pendant 10 min.

Une solution de 0.05 ml du surnagent, 0.75ml du tampon phosphate et 0.2 ml
d’eau oxygénée (H.0.) est déposée dans une cuve en quartz ; la lecture au
spectrophotometre de type JENWAY 6305 est effectuée a la longueur d’onde de

240 nm pendant une minute.
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L’activité catalase est mesurée en nmol/min / mg de protéines selon la formule

suivante :

ADO
0.040 X mg de protéines

CAT (nmol/min/ mg) =

Soit :

e ADO : La pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat en
fonction du temps.
e 0.040 : Le coeftficient d’extinction d’eau oxygénée.

e mg de proteines : Quantité de protéines exprimée en mg.

2.2.6. Comportement et atteintes structurelles et membranaires chez la paramécie

2.2.6.1. Caractérisation des malformations

Les différents types de malformations sont observés au microscope de type Leica
DL1000 au grossissement (x40) apres coloration au rouge neutre et fixation au formol

4% durant les cing jours de traitement.
2.2.6.2. Suivi des trajectoires de déplacement

Pour évaluer l'effet du glyphosate, AP1 et AP2 sur la direction de déplacement des
paramécies, des vidéos sont capturées. Ces vidéos sont analysées a l'aide du logiciel
Kinovea 0.8.15, qui permet de tracer avec precision les trajectoires de déplacement des

cellules.
2.2.7. Analyses statistiques

Les résultats expérimentaux sont exprimés sous forme de moyenne + erreur
standard de la moyenne (M + SEM). L’évaluation des différences entre les groupes est
réalisée a ’aide d’une analyse de variance (ANOVA) & deux critéres de classification.
Une valeur de p < 0,05 est considérée comme le seuil de significativité statistique. Les

analyses sont effectuées a ’aide du logiciel GraphPad Prism, version 5.03.

Aucune différence significative n’ayant été observée entre le témoin normal et le
témoin acétone pour ’ensemble des parametres analysés, les résultats des groupes traités

ont été comparés a ces deux témoins.
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Les niveaux de significativité sont représentés comme suit :

. p < 0,05 : difference significative
. p < 0,01 : difference hautement significative
. p < 0,001 : différence tres hautement significative

Les comparaisons sont systématiquement effectuées par rapport aux groupes

témoin normal et témoin acétone.
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Nos résultats portent sur des études in vitro visant a evaluer la toxicité des
amidophosphonates AP1 et AP2, en comparaison avec le glyphosate, a 1’aide de deux
modeles biologiques alternatifs : Paramecium sp. et Saccharomyces cerevisiae.

L’approche expérimentale consiste dans un premier temps a analyser les effets
sur la croissance cellulaire et ’activité respiratoire. Par la suite, une série de parametres
biochimiques est étudiée, tels que la teneur en protéines totales, ainsi que des marqueurs
du stress oxydatif, notamment les activités catalase, glutathion S-transférase (GST),
superoxyde dismutase (SOD), et le taux de glutathion réduit (GSH). Des perturbations
structurelles et morphologiques sont également examinées, fournissant ainsi un apercu

global des effets toxiques des molécules étudiées.

1. Comparaison des structures chimiques des composés étudiés

Les trois composes partagent un pharmacophore similaire (Figure 7), représenté
par le groupement phosphonate, qui est essentiel pour leur interaction avec des systémes
biologiques. Toutefois, AP1 et AP2 présentent des groupements spécifiques qui les
différencient du glyphosate, notamment un cycle phényle dans le cas d’AP1 et un
groupe méthoxy dans le cas d’AP2. Ces modifications structurelles pourraient expliquer
les différences observées dans leurs toxicités respectives sur les modeles biologiques.
Ces différences influencent non seulement leur affinité pour les cibles biologiques mais
également leurs effets sur des parametres tels que la croissance cellulaire, le

métabolisme respiratoire et les altérations structurelles.
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Figure 7 : Comparaison structurelle des amidophosphonates (AP1 et AP2) avec le

glyphosate.

2. Etude physiologique et polarographique

2.1. Cas de Paramecium Sp.

2.1.1. Effets du glyphosate, AP1 et AP2 sur la cinétique de croissance cellulaire

La figure 8 (A et B) met en évidence 1’évolution de la cinétique de croissance

des paramécies traitées avec AP1, AP2 et le glyphosate, comparativement aux témoins,

en fonction du temps.
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Figure 8 : Effet du glyphosate, AP1 et AP2 sur la croissance cellulaire de Paramecium

sp. en fonction du temps d'exposition.

Nous constatons une croissance normale des parameécies témoins, avec un nombre
initial de cellules de 10x10*ml a T0, atteignant environ 70x10* cellules/ml au 3¢ jour
avec une phase exponentielle de croissance située entre 24 et 72 h pour les témoins et les
témoins acétone. Parall¢lement, pour la plus faible concentration d’AP1 (30 mM, Figure
8A), I’évolution de la croissance cellulaire semble comparable a celle des témoins jusqu’a

48 h de traitement.
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Cependant, au-dela de 48 h, une forte diminution du nombre de cellules est
observée, atteignant environ la moitié de celle des témoins a 72 h, et cette inhibition

persiste jusqu’a la fin de ’expérience (144 h).

Concernant le traitement par la plus forte concentration d’AP1 (60 mM), nous
constatons une inhibition de la croissance des 24 h de traitement ou nous remarquons une
diminution de 50% du nombre de cellules par rapport aux témoins, cette déplétion

s’aggravant progressivement au fil du temps.

Le glyphosate (0,66 mM) entraine une inhibition significative de la croissance des
les premigéres 24 h. A 72 h, le nombre de cellules atteint environ 30 x 10%/ml, soit moins
de 50 % par rapport aux témoins. Cette inhibition persiste jusqu’a la fin de I’expérience.
Une tendance similaire est observée pour AP2 (Figure 8B), avec une diminution plus
marquée a 60 mM. A 40 mM, la croissance reste comparable aux témoins jusqu’a 48h,
Au-dela de 48h nous constatons une forte inhibition de la croissance. Chez les traitées
AP2 (60 mM) le nombre de cellules est d’environ 20 x 10* a 48 h, contre 60 x 10* pour
les témoins.

2.1.2. Pourcentages de réponse

La figure 9 (A et B) met en évidence I’évolution du pourcentage de réponse chez les

parameécies témoins et traitées par AP1, AP2 et le glyphosate. -
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Figure 9 : Evolution du pourcentage de réponse des paramécies vis-a-vis des différentes
concentrations de glyphosate, APlet AP2.
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Nous constatons que le pourcentage de réponse des paramécies est dose-
dépendant et proportionnel aux concentrations croissantes des traitements AP1 et AP2.
Pour AP1 (Figure 8A), le pourcentage de réponse augmente avec les concentrations,
atteignant environ 96 % a 60 mM, avec une inhibition d’environ 40 % de la croissance
des paramécies comparée aux témoins. Pour AP2 (Figure 8B), une tendance similaire est
observée, avec un pourcentage de réponse passant de 64,46 % a 40 mM a 96,44 % a 60
mM, ou linhibition de la croissance des paramécies est également marquée. Le
pourcentage de réponse des traitées au glyphosate est également positif indiquant une

inhibition de la croissance.
2.1.3. Détermination du nombre, temps et vitesse de génération chez Paramecium sp.

Le tableau (3) regroupe les résultats relatifs au nombre, au temps et a la vitesse

de génération des paramécies.

Tableau 3 : Effets du glyphosate, AP1 et AP2 sur le nombre de génération (n), le temps

de génération (g) et la vitesse de génération (k) des paramécies.

Condition Nombre de Temps de Vitesse de

génération génération génération
(n) = ET (g) +ET (k) = ET

Témoin 5,59 12,88 0,0538

T Acétone 5,54 12,99 0,0534

Glyphosate 4,20 17,16 0,0404

AP130mM 5,58 12,90 0,0537

AP160mM 4,98 14,45 0,0480

AP2 40mM 5,55 12,96 0,0535

AP2 60mM 5,41 13,29 0,0521

L’évolution du nombre de générations et de la vitesse de génération pour les
cellules témoins reste optimale, avec un temps de génération stable autour de 12,88 h,

reflétant une croissance normale sans perturbations.
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Comparativement aux témoins, les traitements montrent des effets dose-
dépendants. Le glyphosate induit une augmentation du temps de génération a 17,16 h,
traduisant une toxicité notable. Les populations exposées & APl et AP2 révelent
également une augmentation progressive du temps de génération en fonction des
concentrations. Pour AP1, le temps de génération atteint 14,45 h a la concentration la plus

élevée, tandis que pour AP2, il est légérement prolongé jusqu’a 13,29 h.

Ces résultats soulignent une perturbation de la dynamique de croissance,
particulierement marquée avec le glyphosate et les fortes concentrations d’AP1 et d’AP2,

comparativement aux témoins.
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2.1.4. Effet du glyphosate, Ap1 et AP2 sur le métabolisme respiratoire

La figure 10 (A et B) illustre I’effet du glyphosate, AP1 et AP2 sur le

métabolisme respiratoire des paramécies en fonction du temps.
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Figure 10 : Effet du glyphosate, AP1 et AP2 sur le métabolisme respiratoire de

paramecium sp. en fonction du temps d'exposition.
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Nous remarquons qu’entre 12 h et 24 h de traitement, une légére diminution de la
consommation d’O: est observée pour toutes les concentrations des deux molécules, y

compris le glyphosate.

A partir de 36 h et jusqu’a 72 h, la différence de consommation d’O- entre les
cellules témoins et celles traitées devient plus marquée. Pour AP1 a 60 mM (Figure 9A),
la consommation d’O- diminue fortement, atteignant environ 70 % de celle des témoins
au temps 72 h. Une tendance similaire est observée pour AP2 & 60 mM (Figure 9B), avec

une diminution comparable.

Aux plus faibles concentrations de AP1 et AP2, la diminution de la
consommation d’O: reste limitée, ne représentant qu’environ 20 % de différence par

rapport aux témoins au temps 72 h.

2.1.5. Détermination de la concentration inhibitrice Clso

Le tableau (4) représente les valeurs des Clso (concentration inhibitrice a 50 %)
pour les composés AP1, AP2 et le glyphosate apres 72 h de traitement sur les paramécies.

Tableau 4: Régressions linéaires et valeurs des Clso du glyphosate, d’AP1 et
d’AP2 aprés 72h d'exposition

Molécule/Temps Equation de regression Clso (mg/L)
d'exposition (y=ax+Dhb) + Erreur
Apl72h Y=+ 3.217+1.196X 33.09+0.67
Ap2 72h Y=+0.94 + 2.461X 41.36+0.73
Glyphosate72h Y=-1.124 + 3.057X 0.66+ 0.40

Nous constatons que la concentration inhibitrice 50 (Clso) différe selon la
molécule testée aprés 72h de traitement (Tableau 4). Pour AP1, la Clso est estimée a 33,09
+ 0,67 mg/L, tandis que pour AP2, elle est légérement plus élevée, atteignant 41,36 + 0,73
mg/L. En revanche, le glyphosate est plus toxique, avec une Clso trés faible de 1’ordre de
0,66 £ 0,40 mg/L.
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2.2. Cas de Saccharomyces cerevisiae

2.2.1. Effets du glyphosate, AP1 et AP2 sur la cinétique de croissance cellulaire

La figure 11 (A et B) représente ’évolution de la cinétique de croissance de
Saccharomyces cerevisiae traitées avec le glyphosate, AP1 et AP2 comparativement aux

témoins, en fonction du temps.
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Figure 11 : Effet du glyphosate, AP1 et AP2 sur la croissance cellulaire de

Saccharomyces cerevisiae en fonction du temps d'exposition.

[43]



Partie 1 : Etude in vitro Chapitre 111 : Résultats

Nous observons une croissance normale des levures témoins, atteignant environ
50 x 10* cellules/ml & 3 h, avec une phase exponentielle de croissance située entre lh et
3h et une phase de déclin. Une évolution similaire est constatée pour les témoins acétone.

En revanche, le traitement avec AP1 a 150 mM entraine une inhibition de
croissance par rapport a celle des témoins dés 2 h, avec un nombre de cellules d’environ
25 x 10%ml a 3 h, soit environ la moitié¢ de celle des témoins. Une diminution progressive
est ensuite observée, atteignant environ 20 x 10* cellules/ml a 24 h. A 180 mM,
I’inhibition de la croissance est encore plus marquée, avec un nombre de cellules réduit a
5 x 10*/ml dés 24 h.

Une tendance similaire est observée avec AP2. A 150 mM, la croissance reste
inférieure a celle des témoins (environ 25 x 10%/ml a 3 h), tandis qu’a 180 mM, I’inhibition
est plus prononcée, atteignant environ 10 x 10*/ml a 3 h. Le glyphosate (0,87 mM) induit
une inhibition marquée de la croissance, avec une population atteignant environ 25 X

10*/ml a 2 h, avant de diminuer progressivement a 10 x 10*/ml a 24 h.
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2.2.2. Effet du glyphosate, AP1 et AP2 sur le métabolisme respiratoire
L’effet du traitement par le glyphosate, AP1 et AP2 sur le métabolisme

respiratoire de Saccharomyces cerevisiae est illustré dans les figures 12 (A et B).
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Figure 12 : Effet du glyphosate, AP1 et AP2 sur le métabolisme respiratoire de

Saccharomyces cerevisiae en fonction du temps d'exposition.
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Nous remarquons une consommation d’O: réguliére et stable pour les témoins et
les témoins acétone, traduisant une activité respiratoire normale. En revanche, chez les
cellules traitées, une diminution de la consommation d’O: est observée. En présence du
glyphosate (0,87 mM), la consommation d’O: est fortement réduite, atteignant environ
50 % de celle des témoins en fin d’expérience. Une tendance similaire est observée pour
AP1 et AP2 a 180 mM (Figure A et B), ou une forte réduction de la consommation d’O-
est notée. Aux plus faibles concentrations d’AP1 et AP2 (150 mM), la diminution est

modérée, représentant environ 20 % de différence par rapport aux témoins.
2.2.3. Détermination de la concentration inhibitrice Clso

Le tableau (5) présente les valeurs des Clso (concentration inhibitrice a 50 %)

pour les composés AP1, AP2 et le glyphosate apres 2 h de traitement sur les levures.

Tableau 5 : Régressions linéaires et valeurs des Clso du glyphosate, AP1 et AP2

apres 3h d'exposition.

Molécule/Temps Equation de régression Clso (Mmg/L) = Erreur

d'exposition (y=ax+Dhb)

Apl 3h Y= 3,28X-2,19 155,78+ 0.86
Ap2 3h Y= 1,96X + 0,60 174,46+ 0.64
Glyphosate 3h Y=3,29 X- 2,14 0.87+0.43

La concentration inhibitrice 50 (Clso) varie selon la molécule testée apres 3h
d'exposition (Tableau 5). Pour AP1, la CIso est évaluée a 155,78 + 0,86 mg/L, tandis que
celle d’AP2 est Iégerement plus élevée, atteignant 174,46 + 0,64 mg/L. En revanche, le
glyphosate se démarque par une toxicité nettement supérieure, avec une Clso beaucoup
plus faible, de ’ordre de 0,87 + 0,43 mg/L.
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3. Etude biochimique et enzymatique
3.1. Cas de Paramecium sp.
3.1.1. Effets du glyphosate, AP1 et AP2 sur I’évolution du taux de protéines totales

Le tableau (6) représente 1’ évolution du taux de protéines (ng/mg) en fonction du
temps d'exposition chez les paramécies traitées par le glyphosate, AP1 et AP2.

Tableau 6 : Effet du glyphosate, AP1 et AP2 sur I’évolution du taux de protéines

totales chez Paramecium sp. en fonction du temps d’exposition.

Condition
Témoin 60+04 60+05 58204 57+04
Témoin acétone 59+05 6.3£0.5 58+0.3 58+04
AP1 (30mM) 55+04 48+04 50+£04 44+04
AP1 (60mM) 48+0.3 44+04 42+04 4004
AP2 (40mM) 57+05 48+03 43+03 43+03
AP2 (60mM) 5.0+04 48+05 43+04 41+04
Glyphosate (0.66mM) 45+0.3 3.8+0.3 3405 3.0+£05

Le tableau indique un taux de protéines stable chez les témoins (6,0 £ 0,4 pug/mg)
et les témoins acétone (5,9 £ 0,5 pg/mg) a 6 h, sans variation significative tout au long de
I'exposition. En revanche, chez les cellules traitées, une diminution progressive du taux
de protéines est observée. A 72 h, le taux de protéines sous glyphosate (0,66 mM) baisse
de maniere significative a 3,0 £ 0,5 pg/mg, soit une réduction d’environ 50 % par rapport
aux témoins (p < 0,001). Les concentrations ¢élevées d’AP1 (60 mM) et AP2 (60 mM)
entrainent également des baisses marquées, atteignant respectivement 4,4 + 0,4 pg/mg et

4,1 + 0,4 pg/mg, ce qui confirme I'effet dose-dépendant observe.
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3.1.2. Effets du glyphosate, AP1 et AP2 sur I’évolution du taux de GSH

La figure 13 (A et B) illustre I’évolution du taux de GSH chez les paramécies
témoins et traitées par le glyphosate (0,66 mM), ainsi que par les concentrations

croissantes d’AP1 (30 mM et 60 mM) et d’AP2 (40 mM et 60 mM).
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Figure 13 : Effet du Glyphosate, AP1 et AP2 sur I’évolution du taux de GSH

chez Paramecium sp. en fonction du temps d’exposition.
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Nous remarquons que chez les témoins et les témoins acétone, le taux de GSH est

de 'ordre de 15 umol/ mg de protéines a 48 h.

En revanche, chez les paramécies traitées, une diminution dose-dépendante du
taux de GSH est observée. Cette déplétion est particulierement marquée aux
concentrations les plus élevées d’AP1 et d’AP2 (60 mM), atteignant respectivement 5
pumol/mg de protéines, avec une réduction trés hautement significative (p < 0,001) par
rapport aux témoins. Le glyphosate (0,66 mM) provoque une diminution encore plus
marquée, atteignant environ 3 pmol/mg de protéines a 48 h, également avec une réduction
trés hautement significative (p < 0,001), soulignant une toxicité plus prononcée que celle
des AP1 et AP2 a 60 mM.
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3.1.3. Effets du glyphosate, AP1 et AP2 sur la variation de P’activité Glutathion-S-
Transférase (GST)

La figure 14 (A et B) illustre I’évolution de I’activité GST sous l'effet de
différentes concentrations de AP1 (30 mM, 60 mM), AP2 (40 mM, 60 mM) et du
glyphosate (0.66 mM) a plusieurs intervalles de temps (6, 24, 48, 72 heures).
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Figure 14 : Effet du Glyphosate, AP1 et AP2 sur 1’évolution de I’activité Glutathion-S-

Transférase chez Paramecium sp. en fonction du temps d’exposition.
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On remarque que I’activité GST chez les témoins et les témoins acétone est de

I’ordre de 12 umol/mg & 48 h.

En revanche, chez les paramécies traitées, une diminution dose-dépendante de
I’activité¢ GST est observée. Cette réduction est particulicrement marquée pour le
glyphosate (0,66 mM) et aux concentrations les plus élevées d’AP1 et d’AP2 (60 mM),
ou I’activit¢ GST atteint environ 4 pumol/mg pour AP1, 5 umol/mg pour AP2, et 3,5
umol/mg pour le glyphosate & 48 h, avec une inhibition trés hautement significative (p <
0,001) par rapport aux témoins. A 72 h, les activités GST restent significativement

réduites dans toutes les conditions traitées, soulignant une inhibition persistante.
3.1.4. Effets du glyphosate, AP1 et AP2 sur ’activité de la super oxyde dismutase

Le tableau (7) représente lactivitt SOD chez Paramecium sp exposée a
différentes concentrations de AP1, AP2 et glyphosate par rapport aux témoins. Les

valeurs sont exprimées en U/mg de protéines.

Tableau 7 : Effet du Glyphosate, APl et AP2 sur I’évolution de D’activité

Superoxyde Dismutase (SOD) chez Paramecium sp. en fonction du temps d’exposition.

Condition
Témoin 8,50 + 0,30 8,60 £ 0,40 8,55 + 0,35 8,50 £ 0,30
Témoin acétone 8,60 + 0,40 8,70 £ 0,35 8,65+ 0,30 8,60 £ 0,40
Glyphosate 0.66 15,20+ 1,00 21,80+1,20 18,50+1,10 10,50 + 0,80
mM

AP1 30 mM 1050+0,70 12,70+0,75 11,20+0,60 9,00 £ 0,50
AP1 60 mM 18,00+1,10 20,30+1,10 17,80+1,00 11,50 + 0,90
AP2 40 mM 1250+0,60 14,20+0,60 @ 13,00+0,50 9,50 £ 0,40
AP2 60 mM 2050+1,00 2280+0,95 19,00+ 1,20 12,00 + 0,80

Le tableau (7) montre une activit¢ SOD similaire entre les témoins (8,50 £+ 0,30

U/mg de protéines) et les témoins acétone (8,60 £ 0,40 U/mg de protéines), sans
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différence significative (ns). En revanche, une augmentation significative est observée
chez les paramécies traitées.

Sous glyphosate (0,66 mM), I’activité SOD atteint 21,80 + 1,20 U/mg de protéines
(p £0,001), soit pres de trois fois la valeur des témoins. Les concentrations élevées d’AP1
et d’AP2 (60 mM) montrent également des augmentations marquées, atteignant
respectivement 20,30 = 1,10 U/mg de protéines et 22,80 + 0,95 U/mg de protéines (p <

0,001). Ces résultats traduisent une réponse adaptative importante au stress oxydatif.
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3.1.5. Effets du glyphosate, AP1 et AP2 sur I’évolution de I’activité catalase

La figure 15 (A et B) représente I’effet du glyphosate (0.66mM), de AP1 (30 mM
et 60 mM), et de AP2 (40 mM et 60 mM) sur I’évolution de I’activité catalase.
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Figure 15: Effet du Glyphosate, AP1 et AP2 sur I’évolution de I’activité catalase chez

Paramecium sp. en fonction du temps d’exposition.

La figure 15 (A et B) montre I’évolution de I’activité catalase chez Paramecium
sp. en fonction du temps d’exposition. Pour les témoins et les témoins acétone, I’activité
catalase reste stable entre 0,27 et 0,34 pmol/mg de protéines, sans variations
significatives. En revanche, une augmentation notable de I’activité catalase est observée

chez les cellules traitées, surtout aux concentrations les plus ¢levées d’AP1 et AP2 (60
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mM), atteignant respectivement 0,41 umol/mg a 24 h pour AP1 et 0,43 umol/mg & 24 h
pour AP2.

Cette induction devient significative dés 6 h (p < 0,01) et trés significative a 24 h
(p < 0,001) pour toutes les conditions traitées. Apreés 24 heures, une diminution
progressive de I’activité catalase est notée, avec une inhibition trés significative pour le
glyphosate a 72 h (0,06 pmol/mg de protéines, p < 0,001), suggérant une saturation ou

inhibition de la réponse enzymatique.
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3.2. Cas de Saccharomyces cerevisiae

3.2.1. Effets du glyphosate, AP1 et AP2 sur I’évolution du taux de protéines totales

Le tableau (8) représente les taux de protéines (g/mg) pour les traitements avec
APl et AP2 (150 mM et 180 mM) ainsi que pour le glyphosate (0,87 mM),

comparativement aux témoins.

Tableau 8 : Effet du glyphosate, AP1 et AP2 sur I’évolution du taux de protéines

totales chez Saccharomyces cerevisiae en fonction du temps d’exposition.

Condition

Témoin 27+04 31+05 28+04 23+03 25%03
Témoin acétone 29+05 23+x04 25+03 28%04 26%0.3
AP1 (150 mM) 23+04 39+04 4704 3405 26+04
AP1 (180 mM) 25+03 42+05 48+04 3604 25204
AP2 (150 mM) 22+04 37+£03 45+03 32+03 2.7+£0.3
AP2 (180 mM) 26+04 43+05 50x04 3804 2.7x0.3

Glyphosate (0.87 20+03 41+03 49x05 2404 1.9+£0.3
mM)

Les témoins et les témoins acétone montrent des variations limitées des taux de
protéines au cours du temps, confirmant ’absence d’effet perturbateur en conditions

normales.

Chez les cellules traitées, des fluctuations notables des taux de protéines sont
observées. A 2 et 3 h, des augmentations sont enregistrées pour toutes les conditions, avec

des réponses particulierement marquées sous glyphosate (0,87 mM) et AP2 (180 mM),
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atteignant des pics a 3 h. Les concentrations plus faibles d’AP1 (150 mM) et d’AP2 (150

mM) montrent également des augmentations, bien que moins prononcees.

A partir de 4 h, une diminution progressive des taux de protéines est observée pour
toutes les conditions traitées, revenant progressivement a des niveaux proches des
témoins. A 24 h, le glyphosate montre une réduction plus prononcée des taux de protéines,
atteignant des niveaux inférieurs a ceux des témoins, tandis qu’AP1 et AP2 rejoignent
des valeurs similaires a celles des témoins. Ces résultats refletent une réponse adaptative
initiale au stress suivie d’une diminution potentielle liée a une régulation ou un

épuisement des ressources protéiques.
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3.2.2. Effets du glyphosate, AP1 et AP2 sur I’évolution du taux de GSH

la figure 16 (A et B) montre I'évolution du taux de glutathion réduit (GSH) chez

Saccharomyces cerevisiae en fonction du temps d'exposition.
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Figure 16 : Effet du Glyphosate, AP1 et AP2 sur I’évolution du taux de GSH

chez saccharomyces cerevisiae en fonction du temps.
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On remarque, Chez les témoins et les témoins acétone, le taux de GSH reste stable
a toutes les heures d’exposition, avec des valeurs autour de 4,5 pmol/mg de protéines,

indiquant une absence de perturbation enzymatique (ns).

Chez les cellules traitées, une augmentation trés hautement significative est
observée des 1 h, particulierement pour le glyphosate (0,87 mM) et AP2 (180 mM). Cette
augmentation atteint un pic trés marqué a 3 h, avec des valeurs de 7,5 pumol/mg de

protéines pour le glyphosate et 7 umol/mg de protéines pour AP2 (p < 0,001).

Apres 3 h, une diminution progressive est observée pour toutes les conditions
traitées. A 24 h, le taux de GSH diminue de maniére hautement significative pour le
glyphosate, AP1 (180 mM), et AP2 (180 mM), atteignant respectivement 2,0 umol/mg,
3,0 umol/mg, et 3,2 umol/mg de protéines (p < 0,01). Ces résultats traduisent une réponse
adaptative initiale au stress oxydatif, suivie d’une probable saturation enzymatique ou

d’un épuisement des défenses antioxydantes aprés une exposition prolongée.

[58]



Partie 1 : Etude in vitro Chapitre 111 : Résultats

3.2.3. Effets du glyphosate, AP1 et AP2 sur la variation de ’activité Glutathion-S-
Transférase (GST)

La figure 17 (A et B) illustre l'activité de la GST chez Saccharomyces cerevisiae
en fonction du temps d'exposition aprés traitement avec AP1 et AP2 (150 mM et 180
mM) et le glyphosate (0,87 mM), comparés aux témoins.
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Figure 17 : Effet du glyphosate, AP1 et AP2 sur I’évolution de ’activité de la
Glutathion S transférase (GST) chez Saccharomyces cerevisiae en fonction du temps

d’exposition
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On remarque que chez les témoins et les témoins acétone, ’activité GST est de
I’ordre de 3,5 umol/mg de protéines a 2 h. Cependant, chez les cellules traitées on observe
une augmentation trés hautement significative de I’activit¢ GST a partir de 2h,
particulierement pour le glyphosate (0,87 mM). Cette activité atteint un pic a 3 h (8
pmol/mg de protéines) pour le glyphosate et 7,5 pmol/mg de protéines pour AP1 (180
mM) (p <0,001).

Le pic de l'activitt GST est maintenu jusqu'a 4 h, avant de diminuer
progressivement. A 24 h, le glyphosate, AP1 et AP2 (180 mM) provoquent une
réduction marquée de lactivité GST, atteignant respectivement 3,0 pmol/mg, 3,5
pmol/mg, et 3,8 umol/mg de protéines (p < 0,001). Ces résultats traduisent une réponse
enzymatique transitoire suivie d’une inhibition persistante aprés une exposition

prolongée.

3.2.4. Effets du glyphosate, AP1 et AP2 sur I’évolution de I’activité super oxyde

dismutase

Le tableau (9) illustre 1'activité de la SOD chez Saccharomyces cerevisiae aprés

exposition a différentes concentrations de glyphosate, AP1, et AP2.

Tableau 9 : Effet du Glyphosate, AP1 et AP2 sur I’évolution de I’activité
Superoxyde Dismutase (SOD) chez Saccharomyces cerevisiae en fonction du temps

d’exposition.

Condition

Témoin (Acétone) 54+0.2 54+0.2 54+0.2 54+0.2
Glyphosate (0.87 mM) 6.5+0.5 9.0+0.6 125+0.8 4.8+0.5
AP1 (150 mM) 6.0+0.4 7.3+£0.5 85%0.5 6.5+04
AP1 (180 mM) 75+0.5 9.5+0.6 11.0+0.6 8.7+05
AP2 (150 mM) 6.2+0.3 76+04 8.8+0.5 7.0+£04
AP2 (180 mM) 7.8+04 10.2+0.5 12.0£0.7 9.2+0.
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Les témoins et les témoins acétone montrent une activité SOD stable, autour de 5,2 U/mg,
indépendamment du temps d’exposition. Chez les cellules traitées, une augmentation

dose-dépendante est observée dés 1 h.

A 150 mM, AP1 et AP2 entrainent des augmentations significatives (p < 0,01), atteignant
respectivement 8,5+ 0,5et 8,8 £0,5U/mg a 3 h.

Pour AP1 et AP2 (180 mM), ainsi que pour le glyphosate (0,87 mM), des réponses trés
hautement significatives (p < 0,001) sont observées. Le glyphosate induit I’effet le plus
marqué, atteignant 12,5 + 0,8 U/mg a 3 h, suivi de prés par AP2 et AP1, avec des valeurs
respectives de 12,0 £ 0,7 et 11,0 + 0,6 U/mg.

Apres 3 h d’exposition, une diminution progressive de I’activité SOD est observée a 4 h,

traduisant un possible épuisement enzymatique sous I’effet prolongé du stress oxydatif
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3.2.5. Effets du glyphosate, AP1 et AP2 sur I’évolution de I’activité catalase

La figure 18 (A et B) illustre I’activité catalase chez Saccharomyce cerevisiae
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Figure 18 : Effet du glyphosate, AP1 et AP2 sur I’évolution de I’activité catalase chez

Saccharomyces ceravece en fonction du temps d’exposition.

La figure 18 (A et B) montre la variation de I’activité catalase chez
Saccharomyces cerevisiae apres exposition au glyphosate (0,87 mM), AP1 et AP2 (150
et 180 mM).
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A 3 h, lactivité catalase chez les témoins est d’environ 4 umol/mg de protéines.
En revanche, une augmentation trés hautement significative est observée chez les cellules

traitées.

Le glyphosate (0,87 mM) atteint 8,0 pmol/mg de protéines, suivi d’AP1 (180 mM)
et AP2 (180 mM), avec des valeurs respectives de 7,5 pmol/mg et 7,0 umol/mg de
protéines (p < 0,001).

Apres 24 h, une diminution de I’activité catalase est observée. Le glyphosate
atteint environ 2,5 umol/mg de protéines, tandis que les concentrations ¢levées d’AP1 et
AP2 (180 mM) se stabilisent autour de 3,0 umol/mg et 3,2 umol/mg de protéines,
traduisant une probable saturation enzymatique ou un épuisement des défenses

antioxydantes.
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4. Comportement et atteintes structurelles et membranaires

e Cas de Paramecium sp.

La planche (1) illustre les effets du glyphosate et des molécules AP1 et AP2, a

diverses concentrations, sur la morphologie de Paramecium sp.

Planche 1 : Analyse comparative des altérations morphologiques de

Paramecium sp. en réponse aux traitements par le glyphosate, AP1 et AP2.
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Nous remarquons une morphologie normale chez les témoins caractérisee par
une membrane plasmique intacte et une organisation cytoplasmique homogéne. Aucune
vacuolisation ni signe de stress cellulaire n'est observe, offrant une référence pour

analyser les altérations induites par les différents traitements.

Le traitement par les molécules AP1 (30 mM) et AP2 (40 mM) induit des
altérations modérées. Pour AP1 (30 mM) (c), la cellule présente des signes de
vacuolisation cytoplasmique légere, sans altération significative de la membrane
plasmique, indiquant une réponse modérée au stress. AP2 (40 mM) (e) provoque des
modifications nucléaires et une vacuolisation modérée, tout en maintenant l'intégrité

générale de la membrane plasmique, suggérant une toxicité modérée.

Lorsque la concentration des molécules augmente a AP1 et AP2 (60 mM), les
altérations deviennent plus séveres. AP1 (60 mM) (d) entrainant une condensation
marquée du cytoplasme et une déformation notable de la cellule, avec des signes de
dégradation de l'inteégrité de la membrane. Cela indique une toxicité accrue par rapport a
la concentration inférieure. Chez les traitées par AP2 (60 mM) (f) des signes clairs de
nécrose avancée apparaissent, accompagnés d'une perte importante du contenu
cytoplasmique et de dommages visibles de la membrane plasmique, témoignant d'un

stress cellulaire sévere a cette concentration.

Les effets du glyphosate (b et g) sont les plus séveres. La figure (b) représente
une cellule avec une désorganisation cytoplasmique marquée et une membrane plasmique
déformée. Ces caractéristiques incluent des signes clairs de détérioration structurelle,

indiquant une toxicité élevée.

Dans la figure (g), La micrographie (g) met en évidence une membrane plasmique
fracturée avec écoulement du cytosol, accompagnée d’une désorganisation totale des
organites. Cette perte d’étanchéité et la dispersion du contenu cellulaire témoignent d’une

nécrose avancée et d’une toxicité Iétale du glyphosate a cette concentration.
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4.2. Effet du glyphosate, AP1 et AP2 sur les trajectoires de déplacement

La planche (2) illustre les effets des traitements par le glyphosate, AP1 et AP2

sur la motilité de Paramecium sp.

Planche 2 : Effets du glyphosate, AP1 et AP2 a différentes concentrations sur la

trajectoire de mouvement de Paramecium sp.

La figure (a) illustre la trajectoire linéaire et réguliére d’une paramécie témoin,

traduisant une motilité normale sans perturbations.

Les figures (b et c) montrent les effets des traitements a faibles concentrations

(AP1 30 mM et AP2 40 mM). Ces conditions entrainent des perturbations modérées des
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trajectoires, traduites par des zigzags et des changements de direction bien que la motilité

reste fonctionnelle.

Les figures (d et e), correspondant au glyphosate (0,66 mM), montrent des effets
sur la motilité des paramécies .La figure (d) met en évidence des trajectoires courtes et
désorganisées, traduisant une forte perturbation des mouvements. La figure (e) illustre
une désorganisation encore plus marquée, avec une perte quasi totale de la motilité. Ces
observations reflétent une toxicité sévere, altérant les mécanismes responsables du

déplacement cellulaire.
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La dégradation de la qualité des milieux environnementaux et la contamination
croissante par des micropolluants organophosphorés représentent aujourd’hui un enjeu
scientifique et sanitaire majeur a I’échelle internationale (Briffa, 2020 ; Tudi, 2021). Dans
ce contexte, notre étude a porté sur I’évaluation de la toxicité de deux amidophosphonates
nouvellement synthétisés (AP1 et AP2), en référence au glyphosate, utilisé ici comme

témoin positif.

Afin d’appréhender les effets potentiels de ces composés, plusieurs parametres
physiologiques, biochimiques et morphologiques ont été¢ analysés a I’aide de deux
modéles biologiques alternatifs, Paramecium sp. et Saccharomyces cerevisiae. Ces
organismes eucaryotes unicellulaires sont largement reconnus pour leur sensibilité aux
xénobiotiques et leur pertinence dans les bioessais de toxicité, offrant ainsi une approche
fiable pour I’étude des mécanismes cellulaires impliqués dans le stress oxydatif et la

perturbation du métabolisme énergétique.

Les protozoaires ciliés Paramecium sp. constituent un modele précieux en
écotoxicologie, notamment en raison de leur facilité de culture, de leur faible colt et de
leur cycle de vie court, permettant ainsi des expérimentations rapides en laboratoire
(Sauvant, 1999). De plus, leur structure ciliée, comparable a celle des cellules épithéliales
des mammiferes, les rend particuliérement adaptés a I’étude des mécanismes de toxicité
a I’échelle cellulaire (Yano, 2015). En parall¢le, la levure Saccharomyces cerevisiae est
largement utilisée en biologie cellulaire et moléculaire en raison de sa simplicité de
culture, de son faible cofit, ainsi que de sa biologie d’eucaryote simple, qui en fait un
modele pertinent pour explorer les mécanismes cellulaires et moléculaires de la toxicité
(Duina et al., 2014).

Dans ce travail, les effets toxiques des composés AP1, AP2 et du glyphosate ont
¢été évalués, entre autres, par le calcul de la concentration inhibitrice médiane (Clso), ce
qui a permis de déterminer les concentrations de travail appropriées pour les deux
modeles biologiques. Les valeurs de Clso obtenues pour Paramecium sp. se sont révelées
cohérentes avec celles rapportées dans la littérature pour d'autres amidophosphonates
synthétisés (Saib et al., 2014).
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Les concentrations retenues pour les essais de toxicité ont été choisies sur la base
des valeurs de Clso déterminées expérimentalement, en cohérence avec les données
antérieurement rapportées dans la littérature pour des composés de méme nature (Saib et
al., 2014 ; Azzouz et al., 2011). Ces concentrations correspondent a des niveaux
permettant de mettre en évidence des réponses biologiques mesurables sans induire de
mortalité massive. Il est a noter que les valeurs de Clso obtenues pour le glyphosate se
sont révélées significativement plus faibles que celles des amidophosphonates AP1 et
AP2, confirmant une toxicité plus marquée du glyphosate, en accord avec les observations
de Singh et al. (2020).

Nos résultats montrent que 1’exposition aux trois xénobiotiques entraine une
inhibition significative de la croissance cellulaire chez les deux organismes étudiés. Cette
inhibition se traduit par une diminution du nombre de cellules, un allongement du temps
de génération et un ralentissement de la vitesse de prolifération. Ces observations
concordent avec celles de Singh et al. (2020), qui ont également rapporté une inhibition
de la croissance cellulaire en présence de glyphosate chez des cultures de levure. Il est
bien établi que la croissance cellulaire est sensible aux composés toxiques susceptibles
de perturber des fonctions vitales telles que le cycle cellulaire, le métabolisme énergétique
ou encore la synthese protéique (Amanchi et Hussain, 2010). Cette perturbation globale
pourrait étre le reflet d’une altération du processus de division cellulaire, ainsi que de
I’activation de mécanismes de mort cellulaire, comme cela a été décrit précédemment

(Amanchi et Hussain, 2010).

Par ailleurs, la comparaison entre les deux modeles biologiques met en évidence
une sensibilité plus marquée de Paramecium sp. aux xénobiotiques testés, par rapport a
Saccharomyces cerevisiae. Les concentrations efficaces utilisées chez la paramécie se
situent dans un intervalle nettement plus faible que celles requises pour induire des effets
comparables chez la levure, ce qui traduit une résistance métabolique plus importante
chez cette derniére. Cette différence peut étre attribuée a la robustesse structurelle et aux
capacités de détoxification mieux développées de S. cerevisiae, comme 1’ont rapporté
Khebbab (2015) dans ses travaux comparatifs sur la sensibilité différentielle des modeles

eucaryotes unicellulaires
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En complément, 1’étude polarographique a mis en évidence une perturbation
marquée de I’activité respiratoire chez les deux organismes exposés aux trois substances
testées. Cette diminution suggére une perturbation du métabolisme énergétique,
phénomeéne fréquemment observé lors d’un stress toxique affectant les fonctions
cellulaires fondamentales. Le métabolisme respiratoire constitue en effet un indicateur
pertinent du fonctionnement mitochondrial chez Saccharomyces cerevisiae ou du
métabolisme respiratoire équivalent chez Paramecium sp. (Haubenstricker et al., 1990).
L’altération observée pourrait €tre imputée a une perturbation de la chaine de transport
des électrons, elément clé de la respiration cellulaire aérobie. Elle pourrait également
résulter d’une inhibition, partielle ou compléte, des enzymes impliquées dans la
production d’ATP, notamment des ATPases mitochondriales. Ce dysfonctionnement
mitochondrial pourrait par ailleurs étre favoris€¢ par ’augmentation de la production
d’espéces réactives de 1’oxygeéne (ROS), phénomeénes frégquemment associés a
I’exposition a des composes de type organophosphoré, comme le glyphosate (Benedetti
et al., 2004). L’ensemble de ces résultats suggeére une activation marquée du stress
oxydatif en réponse a I’exposition aux différentes molécules, en particulier au glyphosate.
Afin de mieux comprendre les mécanismes de défense mis en place par les cellules, une

attention particuliére a été portée sur les enzymes antioxydantes cles.

La superoxyde dismutase (SOD) constitue une enzyme majeure de la premiére
ligne de defense cellulaire contre le stress oxydatif. Elle catalyse la dismutation de 1’anion
superoxyde (O2*7), une espece réactive générée notamment au cours du métabolisme
mitochondrial, en peroxyde d’hydrogéne (H20:) et en dioxygene (Fridovich, 1995).
L’activation de cette enzyme représente ainsi un indicateur précoce de la réponse
cellulaire face a une accumulation de ROS (lghodaro et Akinloye, 2018). Dans notre
¢étude, une induction significative de ’activité de la SOD a été observée aussi bien chez
la paramécie que chez les levures apres exposition aux molécules testées, notamment chez
les organismes exposes au glyphosate. Cette ¢élévation de I’activité enzymatique traduit
vraisemblablement une surproduction de radicaux superoxyde induite par les
xénobiotiques, soulignant le role protecteur de la SOD dans le maintien de I’homéostasie
redox. Ces observations rejoignent les résultats obtenus par Djekoun (2012) et Melegari
et al. (2013), qui ont mis en évidence une induction similaire de la SOD chez divers
organismes aquatiques, tels que Paramecium ou Chlamydomonas reinhardtii, exposés a

des polluants comme les pesticides ou les nanoparticules métalliques.
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Le peroxyde d’hydrogene produit par I’action de la SOD est ensuite pris en charge
par une seconde ligne de défense enzymatique, qui comprend notamment les catalases
(CAT), les peroxyrédoxines et les peroxydases telles que la glutathion peroxydase (GPXx)
ou I’ascorbate peroxydase (APX). Parmi ces enzymes, la catalase joue un role central en
décomposant rapidement le H-O: en eau et en dioxygene, sans nécessité de cofacteur ni
formation de radicaux libres intermédiaires (Deby, 2009). Dans nos conditions
expérimentales, une augmentation de I’activité catalase a été constatée chez les deux
modeles alternatifs, avec une intensité plus prononcée chez les organismes exposés au
glyphosate. Cette induction enzymatique confirme la mise en place d’une réponse
antioxydante adaptative face a une accumulation excessive de peroxyde d’hydrogeéne.
Ces résultats sont en accord avec la littérature, qui reconnait ’activité de la catalase
comme un biomarqueur fiable du stress oxydatif engendré par des contaminants

environnementaux (Vlahogianni et al., 2007 ; Ellis et al., 2020)

En paralléle, I’activité de la Glutathion-S-Transférase (GST), enzyme de phase Il
impligquée dans la conjugaison des xénobiotiques électrophiles et la neutralisation des
produits issus de 1’oxydation cellulaire (Oost et al., 2003), a présenté une modulation
dépendante a la fois de I’espece modele et de la concentration des composés testés. Chez
Paramecium sp., une inhibition progressive de I’activité de la GST a été observée avec
I’augmentation des doses, traduisant un possible épuisement du systeme de défense
enzymatique ou une inhibition directe de I’activité catalytique. Ce type de réponse a déja
été rapporté chez certains protozoaires exposés a des stress chimiques séveres (Wang et
al., 2018). En revanche, chez Saccharomyces cerevisiae, I’activité de la GST a montré un
profil biphasique, caractérisé par une légére induction aux faibles concentrations, suivie
d’une inhibition aux doses plus élevées. Cette dynamique traduit probablement une
activation transitoire du systeme antioxydant dans un but adaptatif, suivie d’une
saturation enzymatique ou d’une altération structurale liée a la toxicité accrue des

COMpPOSES.

Enfin, le glutathion réduit (GSH), molécule thiolée essentielle dans le maintien de
I’équilibre redox et la détoxification intracellulaire, a montré des variations cohérentes
avec celles observées pour la SOD, la catalase et la GST. Chez Paramecium sp., la
diminution progressive des niveaux de GSH en fonction des concentrations testées,

particulierement marquée en présence de glyphosate, suggere une mobilisation accrue de
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ce tripeptide pour la neutralisation des espéces réactives de I’oxygene et la conjugaison

des métabolites toxiques via la GST.

Cette déplétion traduit probablement un déséquilibre du systeme antioxydant, ou
la consommation du GSH excede sa régénération, comme 1’ont déja rapporté Masella et
al. (2005) et Stajn et al. (2007) lors d’expositions a des stress oxydatifs soutenus.
Chez Saccharomyces cerevisiae, le profil observé est différent, avec une augmentation
modérée du GSH aux faibles doses suivie d’une diminution aux concentrations élevées.
Cette réponse biphasique évoque une induction initiale de la biosynthése du glutathion
dans le cadre d’un mécanisme adaptatif, avant un épuisement progressif des réserves

lorsque le stress devient trop intense.

Ce comportement adaptatif a été deécrit par Wysocki et al. (2001) et Melegari et
al. (2013) chez des levures exposées a des herbicides ou a des métaux lourds, suggérant
une phase transitoire de compensation antioxydante suivie d’un effondrement fonctionnel

li¢ a ’accumulation de dommages oxydatifs.

A I’échelle cellulaire et morphologique, 1’exposition au glyphosate, & AP1 et AP2
induit des perturbations marquées chez la paramécie, notamment des modifications du
mouvement, une altération de la trajectoire de déplacement ainsi qu’un stress ciliaire
observable au microscope optique. Ces anomalies sont susceptibles d’étre liées a des
atteintes des structures cytosquelettiques ou des membranes plasmatiques, affectant ainsi
la motilit¢ et I’orientation de I’organisme. Ce type de perturbation a également été
rapporté par Yano et al. (2015), qui ont observé des modifications du comportement

locomoteur chez des ciliés exposés a divers xénobiotiques.

Les résultats obtenus in vitro montrent une toxicité marquée du glyphosate par
rapport aux molécules AP1 et AP2, avec une activation notable du stress oxydatif chez
Paramecium sp. et Saccharomyces cerevisiae. Ces observations soulignent 1’importance
des modéles alternatifs pour I’évaluation de la toxicité. La suite de I’étude in silico viendra

enrichir ces résultats en explorant les interactions moléculaires des composés testés.
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1. Généralités

L’étude in silico regroupe un ensemble de techniques informatiques permettant
de modéliser et de prédire I’interaction des molécules chimiques avec des cibles
biologiques, contribuant ainsi a ’analyse et a I’évaluation des risques toxicologiques.
Ces méthodes, alternatives aux tests in vivo, sont plus rapides, moins colteuses et
respectent les principes éthiques des 3Rs (Remplacer, Réduire, Raffiner) (Russell &
Burch, 1959).

L’importance de ces approches a été démontrée par de nombreuses recherches,
notamment celle de Bouaricha (2013), ainsi que par les travaux de Enoch et al. (2011) et
de Raies & Bajic (2016), qui ont montré comment les modeles in silico permettent de

prédire la toxicite des produits chimiques et de compléter 1’évaluation des risques.

Plus recemment, Farfar et al. (2022) ont mis en évidence, a travers une approche
in silico appliquée a des mélanges chimiques complexes, le potentiel de ces méthodes
pour anticiper les effets toxiques sur les biomarqueurs du stress oxydatif. Ces exemples
illustrent le role central des approches in silico dans la comprehension des mécanismes

de toxicité et la régulation des substances chimiques.

Pour notre étude, nous avons selectionné plusieurs protéines clés : I'enzyme 5-
enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSP synthase), la superoxyde dismutase
(SOD) et le cytochrome P450 (CYP450). Chacune de ces proteines joue un role critique
dans des processus biologiques spécifiques. L'EPSP synthase est essentielle dans la voie
du shikimate, cruciale pour la biosynthése des acides aminés aromatiques, tandis que la
SOD est impliquée dans la défense contre le stress oxydatif et le CYP450 dans le

métabolisme des xénobiotigues.
Les principales techniques in silico incluent :

e Modélisation quantitative de la relation structure-activité (QSAR) : Cette
approche établit des relations entre la structure chimique des composés et leur
activité biologique. Elle permet de prédire la toxicité des nouvelles molécules

sur la base de données existantes (Cherkasov et al., 2014).
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e Dynamique moléculaire (MD) : Cette méthode simule les mouvements et les
interactions des atomes et des molécules au fil du temps, offrant une
comprehension approfondie de la flexibilité et de la stabilité des complexes
ligand-protéine (Hollingsworth & Dror, 2018). Cette technique est
particulierement utile pour visualiser les changements structuraux dynamiques et

évaluer la robustesse des interactions.

e Criblage virtuel : Utilisé pour filtrer un grand nombre de composés, le criblage
virtuel permet d'identifier rapidement ceux qui pourraient avoir une activité
biologique potentielle. Par exemple, les travaux de Sliwoski et al. (2014) ont
montré comment le criblage virtuel peut étre utilisé pour évaluer le potentiel

toxique de produits chimiques environnementaux.

e Analyse de docking moléculaire : Bien qu'elle fasse partie des techniques de
criblage virtuel, le docking moléculaire se distingue par sa capacité a prédire la
meilleure configuration possible d'un ligand dans le site actif d'une protéine,
ainsi que I'energie associée a cette interaction (Trott & Olson, 2010). 1l est
couramment utilisé pour analyser l'affinité de liaison des molécules et fournir

des pistes sur leur activité biologique potentielle.
2. Définition du docking

Le docking moléculaire est une technique informatisée qui simule I’interaction
entre un ligand (généralement une petite molécule) et une protéine cible afin de
déterminer les modes de liaison possibles. Cette méthode permet de calculer les
orientations et positions optimales du ligand dans le site de liaison de la protéine, ainsi

que I’affinité de cette interaction.

Les applications du docking sont nombreuses et couvrent des domaines tels que
le développement de médicaments, ou il est employé pour identifier des candidats
potentiels a de nouveaux traitements, et la toxicologie environnementale, ou il sert a
évaluer comment des polluants, tels que les pesticides, se lient aux protéines et perturbent

leur fonction (Meng et al., 2011).
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L’interaction du glyphosate avec 1’enzyme EPSP synthase, par exemple, a été
étudiée afin de prévoir son impact inhibiteur et ses conséquences potentielles sur des voies

biologiques essentielles (Steinrlicken & Amrhein, 1980).
3. Techniques et applications du docking moléculaire

Le docking moléculaire constitue un outil clé parmi les méthodes in silico, utilise
pour prédire la maniere dont une molécule (ligand) interagit avec une protéine cible. Ce
processus implique la modélisation des positions et orientations possibles du ligand dans
le site actif de la protéine, ainsi que 1’évaluation de 1’énergie de liaison. Ces prédictions
sont fondamentales pour comprendre les mécanismes de toxicité et pour le
développement de nouveaux agents thérapeutiques ou pesticides (Morris et al., 2009;
Forli et al., 2016; Pagadala et al., 2017).

En toxicologie environnementale, cette approche permet de modéliser les
interactions entre des polluants comme le glyphosate et des enzymes cibles telles que
I’EPSP synthase, mettant en évidence les mécanismes d’inhibition susceptibles d’affecter

des voies biologiques cruciales (Caetano et al., 2009).
4. Impact environnemental et réglementaire

Les méthodes in silico jouent un réle de plus en plus crucial dans la réglementation
des substances chimiques. L'Union européenne, a travers [linitiative REACH
(Registration, Evaluation, Authorisation, and Restriction of Chemicals), encourage
l'utilisation de ces techniques pour réduire les tests sur animaux. Cela permet non
seulement d'accélérer I'évaluation de la sécurité chimique, mais aussi de répondre aux
exigences éthiques et réglementaires croissantes. En intégrant les résultats des études in
silico, les régulateurs peuvent adopter des approches de gestion des risques plus

informées et proactives modi et al, 2012).
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5. Les outils du docking moléculaire

Les outils de docking moléculaire comprennent des logiciels informatiques
congus pour prédire et analyser les interactions entre une protéine cible (récepteur) et un

ligand (petite molécule) (Morris et al., 2009).
5.1. Le récepteur

Les structures protéiques utilisées comme récepteurs dans le docking moléculaire
sont principalement extraites de la Protein Data Bank (PDB), qui constitue la principale
source de données dans ce domaine. La PDB offre des informations structurales
tridimensionnelles sur des macromolecules telles que les protéines, I'ADN et I'ARN. Ces
structures sont obtenues par des methodes comme la cristallographie aux rayons X et la
RMN, permettant ainsi une compréhension approfondie des fonctions biologiques et
médicales des macromolécules (Berman et al., 2000).

5.2. Le ligand

Le choix du ligand est crucial dans le processus de docking moléculaire, en raison
de la spécificité requise par le site actif de la cible. Les structures 3D des ligands peuvent

étre obtenues de deux manieres :

e Conception de ligands : Dessiner, optimiser et sauvegarder la structure
d'un ligand a partir de donnees de la littérature en utilisant des logiciels de
construction moléculaire tels que ChemDraw, MarvinSketch ou
ChemSketch. Les ligands créés peuvent étre sauvegardés dans divers
formats (pdb, mol2, etc.).

e Consultation de chimiothéques : Utiliser des banques de données de
ligands, qui fournissent un large éventail de structures 3D de ligands prétes

pour le docking, comme PubChem, Zinc, ou Chemspider.
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5.3. Les logiciels

Les logiciels de docking moléculaire, tels qu'AutoDock, AutoDock Vina, et
Glide, sont essentiels pour la simulation des interactions protéine-ligand. Ces outils
varient en termes de précision, de rapidite, et de flexibilité, offrant des solutions adaptées
a différentes échelles de projets (Trott & Olson, 2010; Halgren et al., 2004). Récemment,
des avancées technologiques ont permis l'intégration de l'intelligence artificielle pour

améliorer encore la précision et I'efficacité de ces simulations.

La figure (19) illustre les principales étapes du docking moléculaire. Le processus
commence par la représentation des structures, suivie d’une recherche conformationnelle
qui peut étre rigide (rotation, translation) ou flexible (ajustement des résidus, chaines
carbonées et domaines). Un minimiseur évalue ensuite les scores énergétiques afin
d’identifier les conformations les plus stables. Les poses générées sont regroupées,
classées et sélectionnées a 1’aide d’un re-scoring et de données expérimentales. Enfin,
une phase d’affinement, combinant minimisation d’énergie et dynamique moléculaire,

permet d’optimiser la stabilité du complexe formé.

1- Représentation 4- Regroupement,

Classement et selection:
2- Recherche

esipeoresiu - re-scoring
o contormationnelle:  _ 4onnée expérimentale

-rigide (rotation et
translation)

-flexible: résidus,
chaine carbonée,
domaine

3- Minimiseur
évaluation du score

5- Affinement
-minimiseur
- dynamique moléculaire

Figure 19 : Schéma du protocole général de docking moléculaire. (Eweas, 2014)
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5.4. Les interactions protéine-ligand

Les interactions entre une protéine et un ligand sont au cceur de la reconnaissance
moléculaire en biochimie et en pharmacologie. Ces interactions impliquent la rencontre
de sites spécifiques sur la protéine (récepteur) et le ligand, formant un schéma complexe
de reconnaissance. L'énergie de cette interaction est influencée par le nombre et la nature

des points d'interaction entre les deux entités.
Voici les principaux types d'interactions impliquées :

e Forces de Van der Waals : Interactions électrostatiques faibles entre les
molécules, influencant la stabilité du complexe protéine-ligand (Kollman, 1993).

e Liaisons hydrogénes : Interactions clés ou un donneur de proton et un accepteur
forment un pont stabilisant I'interaction entre le ligand et sa cible (Jeffrey et al.,
1994).

e Interactions ioniques : Se produisent entre des groupes chargés opposes sur le
ligand et la protéine, contribuant fortement a la spécificité et a la force de
I'interaction (Janin, 1995).

e Interactions hydrophobes : Les parties non polaires du ligand et de la protéine
se regroupent, minimisant leur exposition a I'environnement aqueux, stabilisant

ainsi la conformation du complexe (Dill, 1990).

Ces interactions sont essentielles pour la formation du complexe protéine-ligand
et jouent un réle fondamental dans des fonctions biologiques telles que l'activation ou

I'inhibition d'enzymes et la signalisation cellulaire.
5.5. Le score

La fonction de score en docking moléculaire est une métrique clé qui quantifie
I'affinité d'un ligand pour un récepteur spécifique. Cette valeur est une approximation de
I'énergie libre de liaison qui se manifeste lors de la transition du complexe protéine-ligand
de son état dissocié a son état associé. Elle integre les contributions énergétiques et

entropiques impliquées dans la formation du complexe (Halgren, 2009).
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6. Méthodes complémentaires

En plus du docking moléculaire, des techniques telles que la dynamique
moléculaire et les simulations Monte Carlo sont utilisées pour affiner les prédictions. Ces
méthodes permettent d'explorer la flexibilité des protéines et des ligands en conditions

dynamiques, offrant une vision plus compléte des interactions (Shirts & Pande, 2000).
7. Sélection et justification du choix de la protéine pour I'étude in Silico

7.1. Cytochrome P450 (CYP450)

Le choix des enzymes CYP450 pour I'étude de docking moléculaire est motivé par
leur réle central dans le métabolisme des xénobiotiques, y compris les micropolluants
environnementaux. Les enzymes CYP450 catalysent des reactions d'oxydation
essentielles pour la biotransformation et [I'élimination des substances toxiques,
augmentant leur solubilité et facilitant leur excrétion (Guengerich, 2008). Ces enzymes
sont également impliquées dans la bioactivation de certains xenobiotiques, générant des

métabolites réactifs pouvant causer des effets toxiques (Nelson et al., 1996).

Dans le cadre de I'évaluation comparative de la toxicité des nouvelles molécules
AP1 et AP2 par rapport au glyphosate, I'étude des interactions de ces composés avec les
enzymes CYP450 est indispensable. Les simulations de docking permettent de prédire les
sites de liaison des ligands, d'évaluer les énergies de liaison, et d'identifier les interactions
moléculaires clés (Trott et Olson, 2010). En intégrant les CYP450 dans notre étude in
silico, nous obtenons une vision approfondie de la toxicité potentielle des composés

testés, essentielle pour évaluer leur impact environnemental et toxicologique.
7.2. 5-Enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSP)

Le choix de l'enzyme 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSP
synthase) pour l'étude de docking est motivé par son rble essentiel dans la voie du
shikimate, présente dans les plantes, les bactéries et certains micro-organismes, mais
absente chez les animaux. Cette enzyme catalyse la conversion du shikimate-3-phosphate
en 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate, une étape clé dans la biosynthese des acides

aminés aromatiques (Haslam, 1993).
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L'inhibition de I'EPSP synthase bloque cette voie métabolique, conduisant a la
mort des plantes et de certains micro-organismes (Steinriicken & Amrhein, 1980). En
étudiant les interactions de I'EPSP synthase avec les nouvelles molécules AP1 et AP2,
nous pouvons évaluer leur potentiel inhibiteur par rapport au glyphosate. Les simulations
de docking moléculaire permettent de prédire les sites de liaison des ligands sur I'enzyme,
d'évaluer les énergies de liaison et d'identifier les interactions moléculaires critiques
(Trott & Olson, 2010). Cette analyse est essentielle pour comprendre l'efficacité et la

specificité des nouveaux composés en tant qu'inhibiteurs potentiels de 'EPSP synthase.

En résumé, l'intégration de I'EPSP synthase dans notre étude in silico nous permet
de comparer directement I'efficacité des nouvelles molécules AP1 et AP2 avec celle du
glyphosate, offrant ainsi des perspectives précieuses pour le développement de nouveaux

herbicides ou agents antimicrobiens.
7.3. Superoxyde dismutase (SOD)

Le choix de la superoxyde dismutase (SOD) pour I'étude de docking moléculaire
est motivé par son role central dans la défense antioxydante des cellules. La SOD est une
enzyme clé qui catalyse la dismutation du radical superoxyde en oxygeéne et en peroxyde
d'’hydrogeéne, constituant ainsi la premiere ligne de défense contre les dommages oxydatifs
(Fridovich, 1995). Les radicaux superoxydes sont des sous-produits toxiques du
métabolisme cellulaire, et leur accumulation peut entrainer des dommages cellulaires et
une inflammation, contribuant a diverses pathologies, y compris les maladies

neurodégénératives et le cancer (McCord & Fridovich, 1969).

En évaluant les interactions des nouvelles molécules AP1 et AP2 avec la SOD,
notre objectif est de comprendre leur impact potentiel sur le stress oxydatif et leur capacité
a moduler l'activité antioxydante. Les simulations de docking moléculaire permettent de
prédire les sites de liaison des ligands sur I'enzyme, d'évaluer les énergies de liaison, et
d'identifier les interactions moléculaires clés (Trott & Olson, 2010). Cette approche est
particulierement utile pour déterminer si les nouvelles molécules peuvent interférer avec
la fonction de la SOD, soit en inhibant son activité, soit en stabilisant son action, ce qui
pourrait avoir des implications significatives pour leur toxicité et leur potentiel

thérapeutique.
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L'intégration de la SOD dans notre étude in silico est donc essentielle pour une
évaluation complete des effets antioxydants des nouvelles molécules AP1 et AP2, en les
comparant au glyphosate, et pour comprendre leur impact potentiel sur le stress oxydatif

au niveau cellulaire.
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1. Matériel et Méthodes

Chapitre 11 : Matériel et Méthodes

Cette section décrit les ligands et les protéines étudiés, accompagnés de leurs structures

3D et des informations pertinentes pour I'analyse in silico.
1.1. Matériel chimique

1.1.1. Ligands étudiés

Nom du Structure 3D Propriétés chimiques
ligand
AP1 Formule: Ci2H1sCIN.O4P
Poids moléculaire : 320.71g/mol
AP2 Formule : C11H17N202P
Poids moléculaire : 240.24 g/mol
Glyphosate Formule : CsHsNOsP

Poids moléculaire : 169.07g/mol

*‘.

Tableau 10 : Caractéristiques des ligands étudiés

[81]

Source

Créé avec
ChemDraw ;
Visualisé avec

Avogadro

Crée avec
ChemDraw ;
Visualisé avec

Avogadro
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(structure)
Avogadro

(visualisation)
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1.1.2. Protéines cible

Chapitre 11 : Matériel et Méthodes

Tableau 11 : Caractéristiques des protéines cibles

Nom de
la
protéine

EPSP
synthase

SOD

Structure 3D

[82]

Identifiant
PDB

SBUF

Propriétés (PDB)

Résolution : 2.37 A
Poids total : 96,83 kDa

Nombre de résidus modélisés
: 890 Nombre d'atomes :
6 999

Nombre de chaines
protéiques uniques : 1

Résolution : 1,90 A
Poids total : 94,77 kDa
Nombre de résidus : 826
Nombre d’atomes : 7 111

Nombre de chaines

protéiques uniques : 1
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Résolution : 2.10 A
Poids total : 62,6 kDa
Nombre de résidus : 528
Nombre d’atomes : 4 391
CYP450 7RYX Nombre de chaines protéiques

uniques : 1

1.2. Logiciels utilisés

e SWISS ADME : Cet outil bio-informatique est employé pour caractériser les
propriétés physico-chimiques et ADME des composes étudiés, permettant ainsi
une évaluation approfondie de leur profil pharmacocinétique et de leur
comportement potentiel dans un contexte biologique.

e Swiss Target Prediction : Plateforme bio-informatique permettant de prédire les
cibles biologiques potentielles de petites molécules en fonction des similarités
structurales. Cet outil a été utilisé pour identifier les cibles potentielles des
molécules AP1 et AP2 en toxicologie environnementale.

e AutoDock Vina : Logiciel de docking moléculaire utilisé pour simuler les
interactions entre les molécules testées (AP1, AP2 et glyphosate) et les enzymes
cibles (EPSP synthase, SOD et CYP). AutoDock Vina a permis de modéliser les
modes d’interaction et de calculer I’affinité des ligands pour ces enzymes.

e Avogadro : Logiciel de visualisation et d'édition de structures moléculaires en
3D. Avogadro a été utilisé pour préparer et visualiser les structures initiales des
molécules AP1, AP2 et glyphosate avant le docking moléculaire.

o Discovery Studio Visualizer : Logiciel de visualisation moléculaire permettant
d’analyser les interactions ligand-protéine en 2D et 3D. Discovery Studio
Visualizer est employé pour visualiser et interpréter les interactions apres le
docking, mettant en évidence les liaisons et les interactions clés entre les

molécules et les enzymes cibles.
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e PubChem : Base de données publique de structures chimiques, utilisée pour
récupérer la structure moléculaire du glyphosate.

e ChemDraw : Logiciel de dessin moléculaire utilisé pour créer les structures 2D
des molécules AP1 et AP2 avant leur conversion en 3D.

o Protein Data Bank (PDB) : Base de données de structures protéiques, employée
pour obtenir les données des enzymes cibles (EPSP synthase, SOD, CYP)

nécessaires aux analyses de docking moléculaire.
2. Méthodes

2.1. Préparation des protéines

La préparation des protéines pour le processus de docking moléculaire est réalisée
suivant un protocole méethodique, garantissant des résultats precis et fiables. Les protéines
étudiees incluent la 5-énolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSP synthase), la
superoxyde dismutase (SOD) et le cytochrome P450 (CYP).

2.1.1. Teléchargement et visualisation

Les structures cristallines des protéines sont téléchargées depuis la base de
données Protein Data Bank (PDB) avec les identifiants suivants : EPSP synthase (PDB
ID 5BUF), SOD (PDB 3LSU ID), et CYP (PDB ID 7RYX) (Berman et al., 2000). La
visualisation et la préparation des structures pour les étapes de docking moléculaire sont
réalisées a I’aide de Discovery Studio Visualizer, permettant de vérifier I'intégrité des

structures et d’optimiser leur géométrie pour l'analyse.
2.1.2. Traitement initial

Pour chaque protéine, les hétéroatomes non essentiels (Hetatms) sont supprimés
afin de ne conserver que les chaines principales. Cette étape est essentielle pour éliminer
les molécules non pertinentes qui pourraient interférer avec le processus de docking. La
préparation est également complétée par ’ajout de protons manquants et la minimisation

de I’énergie de la structure pour optimiser la conformité des sites actifs des protéines.

Chaque protéine est analysée individuellement afin de vérifier I’intégrité de sa

structure et de garantir que les conditions préalables a 1’étude des interactions ligand-
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protéine soient remplies. Ces préparations assurent que les simulations de docking

moléculaire produisent des résultats précis et pertinents.
2.1.3. Optimisation des liaisons hydrogene

Une optimisation des liaisons hydrogene est effectuée pour chaque protéine,
incluant I'ajout d’hydrogénes manquants aux atomes des résidus latéraux et des boucles.

Cette optimisation améliore la précision des simulations des interactions moléculaires.
2.1.4. Elimination des molécules d'eau

Toutes les molécules d'eau présentes dans les structures cristallines sont

supprimees afin d'éviter les interactions non spécifiques lors du docking moléculaire.
2.1.5. Conversion et sauvegarde

Les structures optimisées des proteines EPSP synthase, SOD et CYP sont
converties et sauvegardées au format PDBQT a l'aide d'AutoDock Tools. Ce format est
essentiel pour les simulations de docking moléculaire avec AutoDock Vina, car il permet
de définir les états de protonation et d’assigner les charges partielles aux atomes de
chaque enzyme. Ces étapes méthodiques garantissent que les structures des protéines
EPSP synthase, SOD et CYP sont prétes pour les simulations de docking, optimisant ainsi

la précision et la fiabilité des résultats obtenus.
2.2. Préparation des ligands

Les ligands étudiés (AP1, AP2 et glyphosate) sont préparés selon un protocole
standard pour les analyses de docking moléculaire. Les structures 3D des molécules AP1
sont dessinées et optimisées a ’aide de ChemDraw, tandis que la structure du glyphosate

sont récupérée a partir de la base de données PubChem (Kim et al., 2016).

Les molécules sont ensuite soumises a une optimisation géométrique incluant
’ajout des atomes d’hydrogene, la neutralisation des groupes chargés, et I’ajustement des
conformations pour minimiser |’énergie interne, garantissant ainsi leur stabilité

structurelle.
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Les structures optimiseées des protéines EPSP synthase, SOD et CYP sont
converties et sauvegardées au format PDBQT a l'aide de AutoDock Tools 1.5.6, qui
permet I’assignation des charges partielles et la définition des états de protonation
nécessaires aux calculs d’interaction (Morris et al., 2009). Ce format est essentiel pour
les simulations de docking moléculaire avec AutoDock Vina, garantissant ainsi une
compatibilité optimale avec le logiciel et une précision accrue des résultats (Trott &
Olson, 2010).

3. Le docking

Dans le processus de docking moléculaire, chaque enzyme cible (EPSP synthase,
SOD, et CYP) est placée dans une grille tridimensionnelle centrée sur son site actif,
permettant au ligand de se déplacer et de s'orienter librement a l'intérieur de ce site (Forli
et al., 2016).

Les paramétres de la grille sont ajustés individuellement pour chaque enzyme

comme suit ;

EPSP synthase : La grille est centrée aux coordonnées X =19.903, Y =13.39, Z
= 66.994, avec un espacement de grille de 0.470.

e SOD : Lagrille est centrée aux coordonnées X = 25.123, Y = 18.456, Z = 72.789,
avec un espacement de grille de 0.375.
e CYP: Lagrille est centrée aux coordonnées X = 14.567, Y = 21.234, Z = 55.890,

avec un espacement de grille de 0.400.

Ces grilles personnalisées garantissent une couverture optimale des sites actifs de
chaque enzyme, permettant au ligand d'interagir efficacement avec les résidus clés. La
sélection virtuelle des orientations et conformations du ligand est réalisée avec AutoDock
Vina. Les paramétres de chaque grille, y compris les coordonnées centrales et
I'espacement, ont été enregistrés dans des fichiers texte, assurant une exécution fluide du

processus de docking moléculaire.
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4. Analyse des résultats de docking

Apres le processus de docking, les résultats sont analysés pour évaluer les
interactions entre les ligands et les protéines cibles. Les poses générées sont examinées
en fonction de leur énergie de liaison, et les meilleures poses sont sélectionnées pour des

analyses plus approfondies (Forli et al., 2016).
5. Visualisation des interactions

Les complexes ligand-protéine sont visualisés a l'aide de Discovery Studio
Visualizer. Des figures sont générées pour illustrer les interactions clés, notamment les

liaisons hydrogene et les interactions hydrophobe (Huey et al., 2012).
6. Validation des résultats

Les résultats de docking sont validés par comparaison avec des données

expérimentales.
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1. Caractéristiques physico-chimiques des molécules étudiées

Le tableau (12) présente une comparaison des propriétés physico-chimiques et
pharmacocinétiques du glyphosate, d’AP1 et d’AP2. Il en ressort que le glyphosate et
AP2 présentent une trés bonne solubilité dans I’eau, tandis qu’AP1 est classé comme
soluble avec des logP modérés pour AP1 et AP2 et plus faible pour le glyphosate. Tous
trois montrent une bonne absorption gastro-intestinale sans traverser la barriére hémato-
encéphalique. Glyphosate et AP2 inhibent les protéases, tandis qu'AP1 cible les kinases.
Dans I’ensemble, les profils d'’AP1 et AP2 suggeérent une meilleure compatibilité

biologique comparée au glyphosate.

Tableau 12 : Comparaison des propriétés physico-chimiques et
pharmacocinétiques du glyphosate, AP1 et AP2

Nom des Poids Absorption Inhibiteur
molécules moléculair (LogP) dans I'eau ilit¢t BBB  gastro- d'enzyme
e (g/mol) intestinale

Glyphosate  169.07 2.34 Treés Non Haute Oui
soluble protéase

AP1 320.71 1.74 Soluble Non Haute Oui

Kinase

AP2 240.24 1.07 Tres Non Haute Oui

soluble Protéase

2. Répartition des cibles biologiques du glyphosate, AP1 et AP2 selon

Swiss Target Prediction

2.1. Répartition des cibles biologiques du glyphosate

Cette figure (20) montre la répartition des cibles biologiques du glyphosate, avec
une prédominance des protéases, suivies des récepteurs couplés aux protéines G et des
transférases. Ce profil suggére que le glyphosate pourrait influencer des enzymes et des

récepteurs impliqués dans des fonctions cellulaires variées.
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Figure 20: Répartition des cibles biologiques du Glyphosate
2.2. Répartition des cibles biologiques pour AP1

La figure 21 illustre les cibles biologiques de la molécule AP1, mettant en
évidence une interaction importante avec les kinases, suggérant une influence potentielle
sur les voies de signalisation cellulaire. AP1 interagit également avec des récepteurs
couplés aux protéines G et des protéines cytosoliques, indiquant une diversité modérée

dans ses cibles.
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Figure 21: Répartition des cibles biologiques de la molecule AP1
2.3. Répartition des cibles biologiques pour AP2

La figure 22 présente les cibles de la molécule AP2, ou les protéases occupent une
place dominante, suivies des kinases et des récepteurs de la famille G. La distribution des
cibles pour AP2 suggére des interactions principalement avec des enzymes et des

récepteurs cellulaires, reflétant un profil d'inhibition varié.
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Figure 22: Répartition des cibles biologiques de la molecule AP2

3. Interaction du glyphosate, AP1 et AP2 avec I’EPSP synthase, la SOD
etle CYP

3.1. Interactions du Glyphosate, AP1 et AP2 avec I'EPSP Synthase
3.1.1. Complexe glyphosate — EPSP synthase

La figure 23 illustre les interactions principales entre le glyphosate et les résidus
du site actif de I'EPSP synthase. Le glyphosate est stabilisé par plusieurs liaisons
hydrogene impliquant des résidus clés tels que Lys657, Arg339, Ser335, et Thr507. Ces
interactions permettent une fixation stable du glyphosate dans la cavité enzymatique,
suggerant une forte affinité pour I'enzyme. La disposition des résidus autour du ligand
reflete une complémentarité électrostatique et géométrique, essentielle pour l'inhibition

de l'activité de lI'enzyme.
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Figure 23 : Interactions moleculaire entre le glyphosate et 'EPSP synthase.

3.1.2. Complexe AP1 — EPSP synthase

La figure (28) illustre les interactions entre AP1 et le site actif de ’lEPSP synthase
en deux dimensions. Plusieurs résidus clés, tels que Lys657, Ser481, Ala482, et GIn483,
participent a la stabilisation de APl dans la cavité enzymatique via des liaisons
hydrogene. Ces interactions permettent un ancrage stable du ligand, suggérant une forte

affinité entre AP1 et I'enzyme.

Les résidus Ser481 et Ala482 forment des liaisons hydrogene directes avec le
groupe fonctionnel de AP1, contribuant a l'ancrage de la molécule. De plus, Lys657
interagit avec la structure principale de AP1, indiquant une participation importante a la
fixation du ligand. Le résidu Thr507, situé a proximité, apporte une stabilisation

supplémentaire par des interactions hydrogénes.
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Figure 24 : Interactions moléculaires entre AP1 et ’EPSP synthase

3.1.3. Complexe AP2 — EPSP synthase

La figure 29 représente les interactions entre AP2 et I' EPSP synthase, illustrées
en deux dimensions. La vue 2D met en évidence les liaisons hydrogéne formeées entre
AP2 et des résidus clés du site actif de I'enzyme, notamment Lys657, Ser481, Ala482, et
Thr507. Ces interactions jouent un réle essentiel dans la stabilisation de la molécule

AP2 dans la cavité enzymatique.
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Le résidu Lys657 interagit directement avec le groupe phosphate de AP2, ancrant
le ligand de maniere stable. Les résidus Ser481 et Ala482 forment des liaisons hydrogéne
supplémentaires avec d'autres groupes fonctionnels de la molécule, renforcant son
alignement. Thr507 contribue également a stabiliser la structure via des interactions
proches.
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Figure 25: Interactions moléculaires entre AP2 et I’EPSP synthase

3.1.4. Scores d'interaction des molécules testées avec I'EPSP synthase

Le tableau (13) représente les scores d'interaction en kcal/mol entre chaque
molécule testée et ’EPSP (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate) synthase, mesurés en
énergie libre. Plus le score est négatif, plus l'affinité de la molécule pour I'enzyme est

élevée.

AP2 affiche le score le plus bas (-3.947 kcal/mol), indiquant l'affinité la plus
élevée avec I'EPSP, suivie de AP1 avec un score de -3.586 kcal/mol. Glyphosate a le
score le plus élevé (-3.485 kcal/mol), ce qui suggére une affinité légérement inférieure
par rapport aux deux nouvelles molécules testées. Ces résultats suggérent qu'AP2 pourrait

potentiellement étre un inhibiteur plus efficace de I'EPSP que le glyphosate.
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Tableau 13: Scores d’interaction des molécules testées avec I’EPSP synthase

Molécule testé Score d’interaction avec EPSP (kcal/mol)

Glyphosate -3.485
AP1 -3.586
AP2 -3.947

3.2. Interactions du glyphosate, AP1 et AP2 avec la superoxyde dismutase (SOD)

3.2.1. Complexe glyphosate — superoxyde dismutase (SOD)

La figure met en évidence les interactions entre le glyphosate et la SOD. Le
glyphosate forme des liaisons hydrogéne essentielles avec des résidus clés tels que Thr33,

Asn180 et MLY182, stabilisant sa position dans la cavité enzymatique.

Des interactions supplémentaires impliquant Tyr34 et Glul71 renforcent cette
fixation, indiquant une affinité notable entre le ligand et l'enzyme. Ces interactions

suggéerent une potentielle influence du glyphosate sur l'activité de la SOD.
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Figure 26 : Interactions moléculaire entre le glyphosate et la super oxyde dismutase.

3.2.2. Complexe AP1 — superoxyde dismutase (SOD)

La figure (27) illustre les interactions principales entre la molécule AP1 et la SOD.
AP1 établit des liaisons hydrogeéne avec des résidus cles, notamment GIn179, Asn180, et

MLY 182, permettant une stabilisation dans le site actif de I'enzyme.

Des interactions supplémentaires impliquent Tyr185 et Glu24, renforcant l'affinité
entre AP1 et la SOD. Ces interactions suggerent une fixation stable AP1, pouvant

potentiellement influencer l'activité enzymatique.
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Figure 27 : Interactions moléculaire entre la molécule AP1 et la super oxyde

dismutase.

3.2.3. Complexe AP2 — superoxyde dismutase (SOD)

La figure (28) met en évidence les interactions entre la molécule AP2 et la SOD.
AP2 établit des liaisons hydrogeéne avec des résidus critiques tels que GIn21, Glu24, et

Serl9, stabilisant sa position dans le site actif de I'enzyme.

Ces interactions, renforcées par la complémentarité géométrique et
électrostatique entre AP2 et la SOD, suggérent une fixation stable, pouvant

potentiellement moduler I'activité enzymatique.
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Figure 28 : Interactions moléculaire entre AP2 et la super oxyde dismutase.

3.2.4. Scores d’interaction du glyphosate, AP1 et AP2 avec la superoxyde dismutase

(SOD)

Le tableau (14) représente les scores des interactions obtenus entre

molécules (glyphosate, AP1, et AP2) et la Superoxyde Dismutase (SOD).

Ces scores, exprimés en kilocalories par mole (kcal/mol), reflétent I’énergie libre

de liaison calculée lors du docking moléculaire. Une valeur plus négative indique une

interaction plus stable et une affinité plus forte entre la molécule et ’enzyme.

Ce paramétre permet d’évaluer et de comparer I’affinité des différentes molécules

pour le site actif de la SOD, les scores plus négatifs traduisant une meilleure fixation.

[98]
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Tableau 14 : Scores d’interaction des molécules testées avec la superoxyde dismutase

(SOD)

Molécule testé Score d’interaction avec la SOD
(kcal/mol)

Glyphosate -5.049

AP1 -3.367

AP2 -4.404

3.3. Interactions du glyphosate, AP1 et AP2 avec le cytochrome P450 (CYP450)
3.3.1. Complexe glyphosate — cytochrome P450 (CYP450)

La figure (33) illustre les interactions entre le glyphosate et le CYP450,
représentées en deux dimensions. Le glyphosate établit plusieurs liaisons hydrogéne avec
des résidus clés, notamment Gly315, Thr318, et Lys151, contribuant a sa stabilisation
dans le site actif de I’enzyme. Ces interactions permettent un ancrage ecfficace du
glyphosate, favorisé également par des contacts hydrophobes avec des résidus tels que
Leu312 et Phe463.

La présence de I’heme (HEM601) a proximité du ligand suggere une interaction
potentielle avec le centre actif catalytique de ’enzyme, ce qui pourrait influencer son
activité. La disposition générale des résidus autour du glyphosate indique une
complémentarité géométrique et électrostatique, reflétant une affinité notable entre le
ligand et le CYP450.
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Figure 29: Interactions moléculaire entre le glyphosate et le CYP450

3.3.2. Complexe AP1 — cytochrome P450 (CYP450)

La figure (34) représente les interactions entre AP1 et le CYP450, visualisées en
deux dimensions. AP1 forme des liaisons hydrogene importantes avec des résidus clés
comme Tyr140 et Thr318, contribuant a sa stabilisation dans le site actif. Une interaction

directe est également observée avec I’heme (HEM601), indiquant une proximité avec le

centre catalytique de ’enzyme.

En outre, des interactions hydrophobes impliquant des résidus tels que Leu312,

Phe463 et Met509 renforcent la fixation de la molécule dans la cavité enzymatique.
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Figure 30 : Interactions moléculaire entre AP1 et le CYP450.

3.3.3. Complexe AP2 — cytochrome P450 (CYP450)

La figure met en évidence les interactions entre la molécule AP2 et le CYP450,
représentées en deux dimensions. AP2 forme des liaisons hydrogéne notables avec les
résidus Tyr140 et Thr318, stabilisant efficacement le ligand dans le site actif de I’enzyme.
Une interaction directe est également observée avec le groupement heme (HEM601),

indiquant une proximité significative avec le centre catalytique de ’enzyme.

Les interactions hydrophobes impliquant les résidus Leu312, Met313 et Gly315
renforcent également la fixation d’AP2 dans la cavité enzymatique. Les interactions
observées entre AP2 et le CYP450 révelent une correspondance geéométrique et

électrostatique suffisante, traduisant une affinité modérée pour cette enzyme.
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Figure 31 : Interactions moléculaire entre AP2 et le CYP450.
3.3.4. Scores d’interaction des molécules testées avec le cytochrome P450 (CYP450)

Le tableau (15) présente les scores d’interaction calculés entre les trois molécules
(glyphosate, AP1, et AP2) et le CYP450. Ces scores, exprimes en kilocalories par mole
(kcal/mol), représentent 1I’énergie libre de liaison obtenue lors des simulations de docking

moléculaire.

Tableau 15: Scores d’interaction des molécules testées avec le cytochrome P450
(CYP450)

Molécule testé Score d’interaction avec le CYP (kcal/mol)

Glyphosate -6.744
AP1 -6.246
AP2 -6.955
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Les analyses in silico ont permis d’évaluer de maniére comparative la capacité
des molécules glyphosate, AP1 et AP2 a interagir avec les protéines cibles EPSP
synthase, SOD et CYP450, ainsi que leurs propriétés physico-chimiques et
pharmacocinétiques, mettant en évidence des informations pertinentes pour la

compréhension de leur potentiel toxique et de leurs mécanismes d’inhibition.

Les caractéristiques physico-chimiques des trois molécules influencent leur
biodisponibilité et leur diffusion dans les systémes biologiques. Le glyphosate et AP2
présentent une solubilité élevée, ce qui favorise leur distribution dans les milieux
aqueux et peut améliorer leur biodisponibilité dans les tissus végétaux et animaux (Di et
al., 2003). En revanche, AP1, dont la solubilité est modérée, pourrait présenter des
mécanismes d'absorption distincts, possiblement plus adaptés aux environnements
cellulaires riches en lipides, ce qui constituerait un avantage potentiel pour cibler

certains types cellulaires ou tissus (Benet & Hoener, 2002).

Cette différence de solubilité se refléte également dans les valeurs de logP, ou le
logP négatif du glyphosate suggere une faible perméabilité membranaire, tandis que les
logP plus élevés d’AP1 et d’AP2 indiquent une affinité accrue pour les environnements
lipidiques, potentiellement favorables a leur accumulation intracellulaire (Ogata et al.,
2018).

Les profils d'interaction obtenus via Swiss Target Prediction révelent que le
glyphosate, en accord avec la littérature, cible principalement les protéases, les
récepteurs couplés aux protéines G et les transférases, confirmant son réle d’inhibiteur
de ’EPSP synthase dans la voie du shikimate, essentielle a la biosynthese des acides

aminés aromatiques chez les plantes (Steinrlicken & Amrhein, 1980).

Nos résultats montrent qu’AP1 présente une affinité marquée pour les kinases,
une caractéristique susceptible de jouer un réle dans la modulation des voies de
signalisation cellulaire, comme cela a été démontré dans d'autres études portant sur des

inhibiteurs de kinases a visée thérapeutique (Davies et al., 2000 ; Davis et al., 2011).

Dans ce travail, nous montrons également qu’AP2, dont la distribution cible
principalement les protéases et les récepteurs couplés aux protéines G, présente un

profil d'inhibition qui pourrait lui conférer une action diversifiée sur plusieurs voies
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cellulaires essentielles, renforcant ainsi son intérét pour des études d’application a cibles
multiples (Hauser et al., 2017 ; Drag & Salvesen, 2010).

Nos résultats de docking moléculaire démontrent que les interactions entre les
molécules testées et ’EPSP synthase different sensiblement. AP2, avec le score
d'interaction le plus bas (-3,947 kcal/mol), présente une affinité accrue pour I’enzyme,
ce qui pourrait en faire un inhibiteur efficace et une alternative potentielle au
glyphosate, surtout si des effets écotoxicologiques réduits sont confirmés (Duke, 2018).
Bien que le glyphosate demeure un inhibiteur reconnu de I’EPSP synthase, son score
d’affinité 1égeérement supérieur (-3,485 kcal/mol) le place derriere AP2 en termes de
liaison potentielle, mais il conserve une forte efficacité d’inhibition dans les systémes
biologiques ou son activité herbicide est bien documentée (Rubin et al., 1987). AP1,
avec un score d’affinité intermédiaire, pourrait étre orienté vers des applications
impliquant la modulation de kinases, en vue de stratégies spécifiques de régulation des

fonctions cellulaires (Cohen, 2002).

Nous avons également montré que le glyphosate présente une affinité plus
élevée vis-a-vis de la SOD (-5.049 kcal/mol), suivi d’AP2 (-4.404 kcal/mol) et d’AP1 (-
3.367 kcal/mol). Ces résultats suggerent que le glyphosate altere plus fortement
I’activité de la SOD, probablement en réduisant la capacité de neutralisation des espéces
réactives de 'oxygéne (Klatyik et al., 2023). AP2, bien que légerement moins stabilisé,
conserve une fixation significative dans le site actif, tandis qu’AP1, avec une affinité

modérée, aurait un impact moindre sur cette enzyme.

Les résultats obtenus pour le CYP450 indiquent qu’AP2 affiche le meilleur score
(-6.955 kcal/mol), suivi du glyphosate (-6.744 kcal/mol) et d’AP1 (-6.246 kcal/mol).
Ces données traduisent une fixation accrue d’AP2 dans le site actif du CYP, favorisée
par des interactions hydrogéne avec Tyr140, Thr318 et Gly315, ainsi que par sa
proximité avec le groupement heme (HEM601), suggérant une possible modulation du
métabolisme enzymatique (Guengerich, 2008). Le glyphosate, avec une affinité
similaire, conserve son potentiel inhibiteur, tandis qu’AP1 montre une interaction

modérée, dominée par des interactions hydrophobes.
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Notre étude in silico met en évidence que, bien que le glyphosate soit un
inhibiteur avéré de ’EPSP synthase, AP2 se distingue par une affinité potentiellement
supérieure, ce qui en fait un candidat prometteur comme herbicide alternatif. A
I’inverse, AP1 pourrait présenter un intérét pour d’autres applications, en raison de sa
forte affinité pour les kinases, offrant ainsi des perspectives diversifiées d’utilisation.
Ces résultats soulignent I’intérét des approches in silico pour la sélection de composés a
profils toxicologiques et écologiques optimisés, ouvrant la voie a des stratégies de

gestion environnementale plus durables et responsables.
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Ce travail s’inscrit dans une démarche visant a évaluer le potentiel toxique de deux
nouvelles molécules synthétiques, AP1 et AP2, en les positionnant comme alternatives
potentielles au glyphosate, un herbicide largement utilisé mais associé a des
préoccupations environnementales et sanitaires. L’approche adoptée, combinant des
analyses in vitro sur des modeles biologiques alternatifs et des simulations in silico, a
permis de développer une compréhension intégrée des mécanismes d’action de ces

composés et de leur sécurité environnementale potentielle.

Les résultats in vitro ont montré que le glyphosate induit une toxicité marquée sur
Saccharomyces cerevisiae et Paramecium sp.. Chez Paramecium, cette toxicité se traduit
par une diminution de la croissance cellulaire et une réduction des défenses
antioxydantes, tandis que chez Saccharomyces, on observe une réponse initiale adaptative
avec une augmentation des enzymes antioxydantes, suivie d’une baisse lorsque le stress
devient plus important. Ces observations confirment le potentiel toxique éleve du

glyphosate et soulignent la pertinence de rechercher des alternatives moins impactantes.

En comparaison, les molécules AP1 et AP2, bien qu’ayant ¢galement un effet sur
les cellules, ont montré une toxicité moindre. Ces différences traduisent des profils
toxicologiques distincts, ou AP1 et AP2 apparaissent comme moins perturbateurs des
fonctions biologiques, ce qui pourrait leur conférer un intérét dans une perspective

d’alternatives potentielles au glyphosate.

L’approche in silico a permis d’approfondir 1’analyse des mécanismes
moléculaires en étudiant les interactions des composés avec des enzymes clés. AP2
présente la plus forte affinité pour ’EPSP synthase, suggérant un potentiel inhibiteur
élevé de cette voie métabolique. Le glyphosate montre également une affinité notable
pour I’EPSP synthase, mais ses interactions plus marquées avec la SOD et le CYP450

pourraient expliquer le stress oxydatif élevé observé in vitro.

API présente une affinité modérée pour I’ensemble de ces cibles, traduisant un
profil toxique globalement plus atténué. Ces résultats confirment que les
amidophosphonates AP1 et AP2 constituent des alternatives potentiellement moins

toxiques au glyphosate.
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Ces résultats confirment non seulement I’implication majeure des enzymes telles
que le CYP450 et la SOD dans les réponses cellulaires aux micropolluants, mais
soulignent aussi I’importance des interactions spécifiques entre les composés et leurs
cibles biologiques. Les propriétés physico-chimiques distinctes des trois molécules,
notamment leur solubilité et leur répartition dans les milieux biologiques, pourraient
également contribuer aux différences observées et ouvrir des perspectives pour des

applications cibleées.

L’intégration d’approches expérimentales et in silico met en évidence I’intérét de
recourir a des méthodes prédictives et complémentaires pour 1’évaluation de la toxicité
des micropolluants. Ce travail montre que les molécules AP1 et AP2 présentent un profil
toxique réduit et des effets cellulaires moins délétéres que le glyphosate, suggérant leur
potentiel comme alternatives. Des modeles biologiques plus complexes, incluant des
systemes multicellulaires ou des études in vivo, seraient nécessaires pour confirmer ces
observations et affiner les hypothéses mécanistiques liées a [D’action des
amidophosphonates. Ces résultats ouvrent la voie a une utilisation plus raisonnée et ciblée

de nouvelles molécules, dans une optique de réduction des impacts environnementaux.
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Perspectives

« Validation sur d’autres modéles biologiques alternatifs : Etendre 1’étude a
des organismes mode¢les supplémentaires afin de confirmer et d’affiner les
résultats obtenus.

o Validation in vivo : Compléter les résultats obtenus in vitro et in silico par des
études sur des modeles animaux ou des systemes plus complexes.

« Approfondissement des mécanismes de toxicité : Etudier les mécanismes
sous-jacents aux effets observeés, analyser les corrélations entre les différents
parametres biologiques (croissance cellulaire, stress oxydatif, enzymes,
protéines...) et inclure d’autres enzymes clés impliquées dans le stress oxydatif
et le métabolisme cellulaire.

e Prolongement in silico du docking : Utiliser des simulations dynamiques et
analyses multi-cibles pour évaluer la stabilité des interactions ligand-enzyme et
prédire la toxicité globale.

« Evaluation de 'impact environnemental : Examiner la biodégradabilité et les
effets écotoxicologiques des molécules AP1, AP2 et du glyphosate dans des
conditions naturelles.

o Développement de molécules alternatives moins toxiques : Synthétiser et
tester de nouveaux composeés inspirés des structures d’AP1 et AP2 afin de
proposer des substituts aux pesticides conventionnels.
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