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dnrenduction Géndrale

Une des tendances actuelles en matiere de recherche scientifique est de produire des
nanostructures faites d’une grande variété de matériaux et den comprendre les propriéiés et

fonctionnalités afin de développer de nouvelles technologies.

En raison de leur taille nanométrique les nanomatériaux possédent des propriétés physico
chimiques différentes des mémes matériaux de plus grande taille. Ces propriétés uniques sont
utilisées dans tous les domaines d’applications, Les nanotechnologies sont aujourd hmi un

outil irremplagable dans |'étude chimigue biologique et médicale du vivant.

Méme si ces technologies offrent un extraordinaire potentiel. elles peuvent présenter certains

dangers.

Les effets toxiques des nanoparticules ont été évalués in vitro, sur les bases nueléiques. Nous
nous sommes concentrés sur deux types de nanoparticules métalliques, en raison de leurs
intéréts technologiques et de leurs caractéristiques physicochimiques différentes . les
panoparticules inorganiques de composition meétalliqgue (oxyde de =zinc et oxyde

d alimminiinm).

Actuellement la recherche est plus focalisée sur les effets des nanoparticules sur la santé
humaine que sur les écosystémes pour évaluer leur toxicité, le réglement REACH
(enregistrement, évaluation, autorisation et restriction des produits chimiques), devrait wés

prochainement s engager dans une démarche de réglementation sur les nanomatériaux,

Les législateurs, les scientifique et I'industrie ont convenu que les tests des substances
chinvique devaient respecter les (3R) "engagement de Réduire. Raffiner et Remplacer chagne

fois gue possible. les teste sur les animaux.

L'expérimentation animale perd rapidement du terrain dans l'industrie cosmétique et le méme
phénomeéne s'étend progressivement aux sectewrs pharmaceutique et alimentaire. Clest
pourquoi d'autres méthodes fiables permetiant de tester la toxicité et la mutagéuicité des
composés chimiques sont aujourdhui nécessaires. La majorité des tests i silico se basent sur
des modéles de caleul pour évaluer la sécurité des substances chimiques. Au sens large, la
modélisation mmplique a Putilisation d’outil informatique dédie 4 la représentation des

molécules et des méthodes de calcul théoriques (logiciel Gaussian 09).

Les objectifs du présent PFE sont de frois ordres: scientifiques. méthodologique et

d’amélioration des gestions.
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Iatroduction Generale

L’objectif scientifique vise a améliorer les connaissances actuelles des nanoparticules et leurs

effets foxiques sur la vie sanitaire et environnementale.

L'objectif méthodologigue vise 2 développer de nouveaux tests fondés sur les méthodes
alternatives a "utilisation des animaux et de démontrer que ¢es tests sont réellement prédictifs

et mieux adaptés aux questions soulevées par les tests traditionnels.

Lobjectif d’amélioration des gestions vis & exploiter les résultats de ce PFE en fournissant
des recommandations destinées a améliorer la séowrité de ces nouveaux matériaux

(nanoparticules).

Afin de présenter |'érude menée en ce sens, le présemt manuscrit §’articule en deux parties : un

état d’art sur les nanoparticules et ['autre est consacré a "application de I’ outil informatique.
Dans la partie bibliographique.

% Le premier chapitre est consacré 4 une synthdse bibliographique concernant des
informations sur les nanoparticules et les méthodes alternatives.

¢ Le deuxiéme chapitre est quant a lui dédie 4 une présentation condensée sur les-acides
nucléigue les réactionnels et les différents type de mutations.

% La partie d"application présente le matériel et les méthodes de calculs effectuent avee

le logiciel Gaussian 09.
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Chapitre 1 Les nanaparticules

Les nanotechnologies et nanosciences constituent un champ de recherche et de

convergences entre la physique, la chimie et la biologie.

Les nanotechnologies reposent sur la capacité & manipuler la matiére & ["échelle la plos pefite
possible. de I"ordre du milliardiéme de métre soit 107 m. L utilisation des Narnoparticules a
I"échelle mondiale est considérable et ne cesse de s accroitre notamment sur le plan médical.
environnemental et industiiel. Les nanopartioules sont considérées comme des Tacteurs de

risques potentiels pour la santé (Marie, 2014).

1. Les nanoparticules :
1.1, Initiation au monde nanométrique :

Les nanomatériaux sont définis comme des matériaux sous forme de poudre. d aérosol,
de suspension liquide ou de gel. possédant une ou plusieurs dimensions 4 1’échelle

nanomiétrique. ¢'est-i-dire de ["ordre du milliardieme de métre ou 107 m (Figure 01).

Les nanomatériaux sont des assemblages datomes dont au moins uné dimension est comprise
entre 1 et 100 nm (Buzea et al, 2007). La limite inférieure admise est de 1 um ; elle vise &
éviter que 1'on désigne comme nanomatériaux des atomes ou molécules seuls ou en petit
groupe. La limite supérieure admise est de 100 nm, car ¢’est, en général, ordre de grandeur
maximal pour lequel les propriétés physicochimiques des nanomatériaux s'expriment (Borm
et al., 2006). Les nanomatériaux ont des structures classées selon le nombre de dimension 4

I’échelle nanométrique (Buzea et al, 2007):

% Matériaux de dimension 1 : Les nanotubes, dendroméires. nano fils, fibres et fibrilles
ont une seule de leur dimension & I'échelle nanométrique (caractérisés par ume
structure linéaire).

%+ Matériaux de dimension 2 : les films minces et revétements de surface ont deux
dimensions a 1"échelle nanométrigue (caractérisés par une structure plane).

** Matériaux de dimension 3 : les fullerénes, napoparticules, etc. omi leurs trois
dimensions dans le domaine nanoméuwrique, sous forme compacte (caractérisés par une

structure polyédrique ou sphéraide).

Cette structure peut &tre simple, telle la nanoparticule, ou plus complexe, ¢ former des

agrégats ou agglomérats de nanoparticules (Figure 02) (Mérat-tagnard, 2008).
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1 Chapitre T Les manoparticules
NANOMONDE
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Figure 01 : Exemples de siructures de nanoparticules [1).

=il

Figure 02 : Comparaison relative de la taille de certains nanomatériaux avec des
‘ composants do monde biologigue. En vert, ee qui appartient au nanomonde (d’une taille
inférieure a 100 nm), en orange, ce qui appartient au monde macroscopique (d'une taille
supérieure & 100 nm) (Mérat-tagnard, 2008).

Les nanoparticules sont souvent de forme sphérique. D un point de vu chimique, on distingue

deux 'gr‘ande's c'aiégories- de nanoparticnles (NPs) -qui‘ diﬁérent par I'eur\cﬁmpos'ition : Jes NPs
B&BOB‘_UCBUES et les NPs inorganiques de composition mé—_ta[hque (Zm. Fe. Cu)= d‘oxyc[ﬁ:s
metalliques (CeOs. TiOs, ZnO, 8i0;) ou encore les points gquantiques (Cd/Te, CdS. CdSe).



http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Ch apitre { Lex semoparticules

1.2. Les sources des nanoparticules :

1l existe en effet différent sources de production des nanoparticiles :

o Les sources naturelles (incendies. éruptions veleaniques,. .. ).
» Les sources accidentelles (feux de bois. gaz d*échappement de veéhioule. freinage...).
s Les sources industrielles (nanoparticules manufacturées intentionnellement par

I"homme) (Ophélie, 2008).

1.3. Propriétés innovantes des nanoparticales :

Les NPs sont des matériaux dont les propri¢iés physiques, optiques. chimiques,
électriques, magnétiques ou thermiques sont différentes de celles de la méme substance a

I"échelle macroscopique (Anses, 2010).

Tableau 1 : Evolutions des propriétés des particules A ’échelle nanométrique (D’aprés

Luther, 2004).
EXEMPLE -
C‘atalyﬁue Cfficacité catalytique élevée due an rapport surface/volumie |
éleveé

Electriqne | Augmentation de la conductivité électrique des céramique el des
‘nane-composites magnétiques

Augmentation de la résistance électrique des métaux.
Magnéiigue | Augmentation de la coercivité magnétique, comportement super
' paramagnétique. ' '
Mécanique | Augmentation de la dureté et de la solidité des métaux et des
alliages de la ductilité et de la superplasticité des céramiques,
Optigue | Changement spectral de |"absorption optique et des propriéics
fluorescentes, augmentation de ['efficacité quantique des
cristaux semi-conducteurs.

Stérigue | Augmentation de la sélectivité sphéres creuses powr un transpori
spéeifique de meédicament et une distribution contrdlée
Biologique | Augmemtation de la perméabilité vis-a-vis des barrieres
biologiques (membrane, barriére épithéliale,...) augmentation de
Ia biocompatibilité.

1.4. Domaine d’utilisation :

Les avantages et applications que procurent les NPs sur le plan médical. environnemental
et commercial intéressent les professionnels de la santé. les indusiriels et les consommatenrs,
Les NPs et nanomatériaux permettent en effet d’accrofire les performances de nombreuses

applications. Les performances particuliérement recherchées sont I absorption des rayons UV.
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la réduction de Iinflammabilité, ["amélioration des gualités texiiles, 1'effet antimicrobien,
I'apport d'une fonction autonettoyante ou anti-adhésive de surface, I'angmentation de la
dureté ou I"apport dune fonetion antiagglomérant ou fluidifiante (Conseil des académies
canadienues and nanotechnologies, 2008), Le tableau 02 présente, pour différents secteurs
d’activité économique, quelques exemples d*utilisation de NPs.

Tablean 02 : Exemples de propriétés recherchées par Putilisation de nanoparticules
dans différents secteurs d’activité économique (Mélanie, 2007).

Seetaurd aetiving L'rilisarion

Agre=alimentaire liquides alimentaire, marquages pour tragabilité,
Revéement auto lubrifiant, anti-rayure et anticorrosion pneu
Automohile vert. pot catalytique, vitrage autongttoyant, hydrophobe.
| athermique,
Cosmétiquer Anti-UV, antivieillissement, antibactérien.
|
Meilleure absorption de pesticides. fertilisants et autres
Agricileire substances chimiques agricoles, Optimisation de la production

animale par libération d"hormones de croissance et de vaceins
‘surdemande.

Santé, pharmacie | - Délivrance ciblée de médicaments, réparation et implants.

Environnement Dépoliution de sites contaminés, traitement des caux potable.

Matériau isolant. Polissage de wafers et disques durs. Polymére

Hlpctragique nanostructure pour électronique souple.

L5. Les risques potentiels des nanotechnologies :
1.5.1. Bases d’une réflexion scientifique :

Parmi les impacts potentiels des nanomatériaux sur le monde de demain, I'interaction
avec le vivani constituent une interrogation majeure car les propriétés particuliéres aux
nanoparticules, qui les rendent si intéressantes, peuvent potentiellement représenter un danger
non négligeable pour les hommes et I'environnement en effet. si certaine de leurs
caractéristiques sont prometteuses pour le traitement de maladies on I"élaboration de systémes
a libération controlee, elles pourraient aveoir des impacts inattendus dans d'autres

circonstances. La petite taille des nanoparticules pourrail par exemple leur permettre de
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pénétrer dans les tissus et passer la membrane cellulaire). Une fois dans la cellule: leurs

propriétés catalytiques pourraient générer des espéces radicalaires et causer de séricuses

altérations dans I"ADN (ce qui constituerait un facheux effet secondaire de ['utilisation des

crémes solaires). Les nanoparticules sont également suspectées de pouvoir franchir la barriére
hémato-encéphaligues. or les conséquences de leur accumulation dans le cerveau ne sont pas
encore connues. De plus. 1l existe un risque non négligeable de foxicité par inhalation tout
particulierement pour les personnes travaillant dans des industries fabriguant des
nanoparticules, Le nez la premiére barriére aux particules malheureusement seules les plus
grosses d’entre elles y sont arrétées. Les nanoparticules ultrafines et les nanotubes de carbone
pourraient donc s’accumuler dans les poumons et y provoquer des effets déléidres
comparables 4 cenx observés dans le cas de 'amiante. En ce qui conceme ["environnement. la
libération incontrélée de nanoparticules (ex: combustion des fiouls. ruissellement des
nanoparticuies utilisées dans les fagcades autonetioyantes) pourrait avoir de graves
conséquences enyirannement, certaing nanoparticules sont méme EII\iisa.g_ées- pour des
utilisations én dépolluﬁfm par exempls pour le piégeage des halogénures, arsenic. éte. (Elliott

and Zhang, 2001 ; Tratnyek and Johnson, 2006).
1.5.2. Les visques pour Ia santé humaine :

Un certain nombre de questions demeurent quant aux effets toxiques des NPs sur la
santé. Ces gquestions sont motivées par 1 augmentation du risque d’exposition de la population
générale aux NPs. Les données toxicologiques actuelles sur les NPs demeurent encare
insuffisantes. ‘Cependant, plusieurs études démontrent que les NPs peuvent pénéirer dans
[*organisme par les voies pulmonaires. cutanées ou intestinales (Hagens ef al., 2007) et avoir

des effets toxiques systémiques (Chen 7 al., 2006, Wang ef al., 2006a).
1.5.2.1. Voies d’entée des NPs dans I'organisme :

Les NPs peuvent entrer au contact direct de 1"organisme par trois voies principales : la
yoie respiratoire par inhalation, la voie digestive par ingestion et la voie cutanée par contact

dermique (Figure 03) (Hagens ef al, 2007).
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Figure 03 : Voies d’esposition de Phomme aux nanoparticules (en rouge) et devenir dans
le corps humain (bleuw) (d’aprés Buzea et al., 2007).

» Exposition par Ia voie respiratoire :
Le dépbt des NPs dans T"appareil respiratoire se fail essentiellement par diffusion

(Witschger and Fabries ,2005). La localisation de ce dépot dépond de la taille de la forme et

de 17état d’agglomération des particules, Ainsi. des particules micrométriques et des

agglomérats de NPs inhalées se déposent plus facilement dans lés voies aériennes supérieures
(extra thoraciques : fosses nasales, cavité orale, pharynx, larynx), tandis que des particules de
taille nanométrique se déposent plus facilement dans les voies aériennes inférieures (intra

thoraciques : trachée, bronches. bronchioles) et arfeignent les régions alvéolaires.

L absorption des NPs inhalées via le systéme sanguin ou lymphatique a été démontrée dans
plusieurs études réalisées chez "homme et 1"animal. Ainsi. 1"instillation intra trachéale dun
aérosol de NPs d*albumine (marquées radio activement au technétium-99) 4 des hamsters,
conduit & une diffusion tapide de ces NPs dans la circulation sanguine puis dans tout

’organisme. Aprés 5 minutes. la fraction sanguine contient 2,88 % de Ja radioactivité des NPs
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non-altérées et de nombreux organes distants sont marqués radio-activement (foie, cozur, rate,

reins, encéphale) (Nemmar ef al.; 2001).
# Exposition par la voie digestive

La voie digestive représente une importante voie d'entrée des NPs dans Iorganisme via
I"ingestion de produits alimentaires. d*eau et de médicaments contenant éventucllement des
NPs. Lors de I'inhalation. une partie des NPs remontant vers le carrefour aérodigestif. par un
mouvement mucillaire, peut étre ingérée. A ce jour pourtant, pen d”¢tudes se sont intéressées
a cette voie et les quantités de NPs retrouvées dans ["erganisme apreés ingestion portent A
débat. L absorption et la translocation se produit via la voie lymphatique qui permet a 6 - 7 %
des NPs de 50 nm de rejoindre les organes périphériques (foie, rate, moelle osseuse, reins)
(Jani ef al., 1989). La charge apparait également &tre un élément important dans |’absorption
des particules (Desai ef al., 1996). Ainsi. des particules chargées positivement sont absorbées

plus facilement que des particules non chargees ou chargées négativemeni (Florenee, 1997).
» ILxposition par la voie cutanée

Du fait de leur taille réduite, les nangparticules pourraient avoir plus de facilité & passer
la barriére cutanée pour atteindre le derme qui est riche en vaisseaux sanguins et
lymphatiques. en nerfs sensitifs et en cellules dendritiques. Cependant la plupart des études ne
montrent pas (Cross ef al., 2007, Lademann ef al., 1999). ou ne montrent qu'une faible
pénéiration de nanoparticules dans |"épiderme mais sans qu'il y ait passage dans le derme
lorsque celui-ci est intact (Alvarez-Roman er al., 2004). Ainsi I"épiderme semble étre une
barriére efficace pour empécher la pénétration des nanoparticules mais 4 condition que celui-
¢i serait imputée 3 des 1ésé. En effet quelques études mettent en évidence une pénétration dans
le derme : celle-ci serait imputée & des lésions cutanée ou & une ouverture des follicules

pilieux et non # une diffision dans i*épiderme (Maveon ef al., 2007, Tinkle ef al., 2003).

Le passage ou non des nanoparticules par la pean n'apparait donc pas clair €t est
probablement dépendant de leurs caractéristiques. De plus, il reste aussi a déterminer, en cas
de pénéiration, si les nanoparticules restent localisées dans le derme ou si ils transloquent par
le sang ou encore les nerfs sensitifs (Angélique, 2008). Ces études suggérent que le
franchissement de la barriére dermique pourrait étre régi par la taille et la charge des

particules, mais aussi par la présence de lésions cutanées.
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1.5.3. Risque des nanoparticules sur I’envirounement :

Actuellement, Ja recherche est plus focalisée sur les effets des nanoparticules sur la santé

humaine que sur les écosystémes. Pour évaluer leur toxicilé sur des organismes vivants, les

chercheurs ont mis en contact des poissons, des batraciens et des bactéries avec des

nanoparticules. Par exemple, les chercheurs ont observés des effets toxigpes sur les
microorganismes (bactéries) lorsque les expériences été faits sans milieux nutritifs. Les effets
toxiques provoqués par les nanoparticules sont dus & la production d’espéces trés oxydantes a
base d'oxyuzéne. Cette propriété des nanoparticules est intéressantes pour dépolluer les eaux
car les especes produites oxydent les molécules dangereuses et tuent les virus et les bactéries

présentes dans ["eau.

Il y a aussi des études en cours sur a capacité des nanoparticules & générer des changements
sur I"ADN (génotoxicit€) el sur leurs impacts sur la biodiversit€ au sein des écosystémes qui a

long terme pourront atieindre ["homme via la chaine trophique.

Dans industrie agroalimentdire, beaucoup de nanoparficule sont introduifes dans les
produits et les emballages. Les derniéres recherches ont démontré que cette industrie est une
source potentielle de risques pour Ienvironnement. Les nanoparticules plus utilisées dans les
emballages et les produits alimentaires sont "argent, "oxyde de zinc et le dioxyde de titane
lesquelles ont des propriétés. la majorité des études I'ont utilisée pour réaliser les tests sur la
toxicité, Ces études ont prouve sa toxicité sur cerfaines espéces comme les truites, puces de
I'eau et les algues. Le nano oxyde de zine est aussi dangereux pour ces espees qui

symbolisent les indicateurs écologiques.

Le tsque majeur gque pent entrainer une utilisation excessive des nanoparticules
antibactériennes est la disparition des espéces qui sont bienfaisantes pour I'environnement,
telles que les bactéries qui nitrifient et dénitrifient 1eau et les bactéries qui fixent le nitrogéne
des plantes, Cela pourrait cecasionner une altération de |'écosystéme (Figure 04) (Joanna ef

al., 2009),


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Chapiire 1
dlrradatian o . Chatne
e “_;J, vy ln-.Ji-Lg':'::tl.‘H bom alimentaire
1 1
] ! ,
Activité humaine t\ﬁt‘ . Fmsy_qté ma

» [ mierparganiemes |

. .

/L I.-uu;q i{om .
[ 1 4 1
| TR L e
B - | o eat
S

, ] ,
degradntion dhimigue 7

Figure 04 : Contamination et devenir des nanoparticules dans Penvironnement.
En rouge sont indiquées les voies de contaminations primaires et en bleu les voies de
dégradation hypothétiques. (Angélique ,2008).

154 Taovicité grodrale dieg NPw:

L'inhalation de ces particules fines (<2.5 pm) et ultrafines (<100 nm) proveque un
stress oxydant pulmonaire et une réponse inflammatoire & la base de ['exacerbation de
troubles respiratoires et cardiaques préexistants (Stern and MeNeil, 2008). Les mécanismes
majeurs de cette toxicité comprennent l'activation de facteurs pro-inflammatoires et la
génération d'espéces réactives de l'oxygéne (EROQ). Des études récentes indiquent que les
particuiles ultrafines peuvent étre transférées dans la cireulation et directement transportées &
la vascularisation du ceeur, ol elles peuvent provoguer des arythmies cardiaques ainsi qu'none

diminution de la contractilité et du débit coronarien.

De nombreux indices prétendent que les nanoparticules peuvent pénétrer dans I"organisme par
les voies pulmonaires, cutanées ou intestinales et ce, malgré la présence de barriéres
biologiques. rapidement aprés |'entrée des nanoparticules dans !'organisme, une toxicité
locale peut s’exprimer. et contrairement aux particules de taille micrométriques, les NPs sont
distribuées de fagon systémique vers des organes €loignés, ou elles peuvent exercer ime

toxicite (en particulier pour les reins, le foie et ia rate) (Simkhovich ef al., 2008).
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1.5.5. Etude du mécanisme de génotoxicité :

Les NPs d’oxyde de titane, oxyde de zine, oxyde d’aluminium sont également utilisées

dans d’autres domaines industriels afin de dépolluer 'eau et [’air mais également pour eréer

des surfaces autonettoyantes (augmentation de la durée entre deux neltoyages d*une surface),

en raison de Jeurs propriétés photocatalytiques. Ces propriétés photocatalvtiques entrainent la
formation d’espéces radicalaires dont le radical hydroxyle »OH trés réactif et aussi de

I'oxygéne singlet. une espéce réactive de I'oxygene non radicalaire. Le radical hydroxyle

fortement réactif est capable de réagir efficacement avec le 2-désoxyribose de I’ADN pour

engendrer des cassures simple brin et avec les bases nucléiques de I’ADN el de produire ainsi
des bases modifiées. Une des lésions prédominantes engendrées par le radical hydroxyle dans
"organisme. correspond & la 8-oxo-7,8-dihydroguanine (8- oxoG) par oxydation de la

guanine.

Les nanoparticules peuavent d'aberd relever de la réglementation relative aux agents
chimiques il s'agit de la réglementation sur les substances dites « existantes » €1 les
substances dites « nouvelles ». qui sera bientdt remplacé par le projet de réglement
« REACH » concernant L°Enregistrement, L’ Evaluation, L’ Autorisation Ft Restriction Des

Substances Chimiques.
2. Le réglement REACH :

Le reglement REACH est entré en vigueur le 17 juin 2007, REACH est ["abréviation
de Registration, Evaluation and Auwtorisation of Chemical Substances (Enregistrement,

Evaluation et Autorisation de Substances Chimiques) [2].

REACH demande & 1'industrie de fournir aux aofilisarions toutes les informations sur les
risques que présentent les substances chimiques qu'elle fabrique et distribue, de maniére 4
améliorer les décisions quant 4 lears utilisations. Pour [és substances mise sur le marché et
représente ol moins une tonne par an, les données se rapportant 4 la toxicité doivent &tre

enregistrées de I"Agence Européenne des Produit Chimigues (EACH).

REACH a de ce fait provoqué une demande urgente de fests de toxicité pour un grand
nombre de substances chimigues. Environ 100 000 substances chimiques pourraient &tre
enregistrées dans le cadre de REACH entre 2010 et 2018, nécessitant des issues des tests de

toxicité [3].
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Le réglement REACH vise & assure un niveau élevé de protection de la santé humain et de

Tenvironnement contre les effets dangereux des produits chimigques. 1l incarne 1’éguilibre,

défini dans le cadre du processus législatif, entre la nécessité de générer de nouvelles
informations sur les propriétés dangereuses de ces produifs au moyen d’essais sur les animaux
et la volonté d*éviter de tels essais des lors qu’ils sont inutiles. Aussi, le réglement stipule-i-il
que les essais sur les animaux vertébrés ne doivent étre réalisés que s'il n’existe aucune autre

solution [4].

Sur la question des nanoparticules. I'Union européenne. dans le prolongement de REACH,

devrail irés prochainement s’engager dans upe démarche de réglementation sur les
nanomatériaux. Elle envisage déja pour 2012-2013 une obligation d'étiquetage pour les
cosmétigues contenant des nanoparticules (Picot, 2012).

Le principe objectif de nouveau programme est d"assurer un plus haut niveau de protection de
la santé humaine et de I"environnement tout en permetiant up fonctionnement efficace des
miarchés internes de |'innovation et de la compétition de I"industrie chimique (Ostiguy ef al.,

1980).

Un des objectifs fondamentaux de REACH est de promouvoir des méthodes alternatives pout
I"évalnation des risques des substances chimiques el de n'utiliser les tests sur les animaux

qu'en dernier recours [3].
2.1. Le principe du réglement REACH :

+ Enregistrement, de foutes les substances produites on importées a plus d’une tonne
par an.

L Evaluation, des propositions d'essais. des dossiers ef des substances par les Etats-
membres o 1 agence.

+ Autorisation, pour les substances extrémément préoccupantes ; et restriction., pour
gérer les risques liés a d autres substances.

4+ Restriction d usages des produits chimiques (Jérémie, 2010).
2.2, Les méthodes alternatives &

Le recours & des méihodes alternatives en expérimentation -animale est aujourd hui une
nécessité. eu égard notamment aux exigences du réglement REACH qui requiert des résultats

rapides et fiables sur les propriétés toxiques et écotoxiques des substances chimigues. De plus,

-
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elles sont nécessaires pour répondre aux préoccupations sociétales autour d’une démarche
¢thigue en expérimentation animale. Le réglement REACH et la dircetive sur la protection
des animaux utilisés & des fins scientifiques ne visant pas la suppression des essais, les
méthodes alternatives doivent permetire de satisfaire un ou plusieurs principes des « 3R » :
substitution (remplacer les modéles animaux & chaque fois possible), réduction (réduire le
nombre d’animaux en expérimentation). raffinement (optimiser la méthodologie appliquée
aux animaux).
2.2.1. Les « 3R » : principes éthiques de ’expérimentation animale :

La régle des « 3R », élaborée én 1959 par Russell et Burch, constitue le fondement de

la démarche éthique liée a I"expérimentation animale en Europe et en Amérique du Nord. Les
q pe

bonnes pratiques en expérimentation animale s’ appuie sur :

® Reduce  réduire l¢ nombre d"animaux en expérimentation.

» Refine * optimiser la méthodologie appliquée aux animaux, notamment les conditions
de transport. élevage. hébergement, ufilisation (lmiter ou éviter la douleur et la
souffrance subie par les animaux, notamment en fixant des points limites - critéres
d’interruption ou end points).

e Replace : remplacer les modéles animaux & chaque fois gue possible par des méthodes
in vitro (étude sur cellules humaines ou animales) ou in silico (modélisation

mathématique avee "aide de I"informatique) (Aurelie, 2011).

Les principes éthiques structurés par les « 3R » servent de base 4 la Directive 2010/63/UE du
22 septembre 2010 sur la protection des animaux utilisés a des fins scientifiques. Applicable
au 1 janvier 2013. elle exige. pour une procédure donnée, que soient choisies en priorité les
méthoedes alternatives reconnues par I'UE, si elles existent. Le réglement REACH, en vigueur
depuis le Ter juin 2007, affiche la nécessité de « promonvoir le développement de méthodes
alternatives » dans la procédure instituant ['enregistrement, 1"évaluation, I*autorisation &t la
restriction des substances chimiques.

Ce {ype de méthode, dont le but est de prédire les effefs des substances est un outil précieux
pour faire le lien entre les informations collectées in vitro ou in vivo et le devenir du composé

chimigue dans "organisme (Auarelie, 2011).

2.3. Qu’appelle-t-on méthodes alternatives ?
Les méthodes alternatives, terminologie inventée en 1978 par le physiologiste david

smyvth, regroupent les méihodes permettant de satisfaire un ou plusieurs principes des 3R.
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2.3.1. Les méthodes de substitution :

In vivo (prélévements de tissus d’animavx vivants), in vitro (modéles cellulaires).in
silico (modéles biomathématiques utilisant des bases de données issues d’expérimentation in
vivg ou in vifre), chimie analytique. regroupent de substances et méthodes de références
croisées (lorsque certaines substances ont des points communs suffisants avee des substances
déja connues), cellules souches, bio-artificiels, cultures organotypiques (modéles construits a

partir de fragments de tissus ou d”organes).
2.3.2. Les méthodes de réduction :

Méthodes statistiques (par lesquels on obtient plus d’informations a partir d'un seul
protocole), wtilisation d'espéces pour lesquelles les connaissances scientifiques établissent
qu'elles sont moins sensibles & la contrainie que d'autres, contrdle de la variabilité de la

réponse (par les parametres environnementaux et le statut sanitaire et génétique des animaux),
2.3.3. Les méthedes de raffinement @

Diminution de la douleur (examen clinique), imagerie du petit animale iz vivo
(ultrasons bioluminescence, scintigraphie, tomographie) (élémétrie (enregistrement de

paramétres physiologiques en continug).
2.4. Les méthodes in silico :

Les méthodes in silico désignent les modeéles biomathématiques utilisant des bases de
données isstes des expérimentations iy vifro ei in vivo. La bioinformatique permet de disposer
de modéles descriptifs du vivant & différentes échelles. de |’ organisme entier 4 la cellule. Pour
la toxicité d'une substance chimique. I'approche numérique peut rendre compte des
mécanismes. biologiques complexes impligués et des effeis (observés dans le cadre d une
relation dose absorbée /réponse de Morganisme). Lefficacité des modéles biomathématiques
comme méthodes de substitution repose sur la richesse, la qualité et la pertinence des données
sur lesquelles ils se fondent mais certdines méthodes couplées pourraient foumnir une

prédiction de qualité équivalente & "expérimentation i vive (Aurelie 2011).

L'union Européenne finance la reécherche pour le développement des méihodes i silico parce

qu’elles présentent des avantages potentiellement immenses [3]..
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2.4.1. Les avantages des tests sur les animaux :
2.4.1.1. Réduire les tests sur les animanx :

Pour tester les substances chimiques, les méthodes i silicn wilisent les résnltats des tests
invivo et In vitro effectués en laboratoire. Elles permettent done aux scientifiques de limiter la

répétition de tests en laboratoire sur les animaux, en les remplagants par la modélisation sur

un ordinatewr. Cela diminue la souffrance des animaux ainsi que la quantité de déchets

chimiques occasionnés par des tests supplémentaires en laboratoire [3].
2.4.1.2, Rédunire les conts et les délais :

Pour les fabricants industriels, les importateurs et les utilisateurs de substances
chimiques. les tests in silico permettent déviter les couts ef les délais lids aux

expérimentations animales.
2.4.1.3. Permettre de tester un grand nombre de sithstances chimiques :

Pour les régulateurs et les citoyens, les méthodes in silico permetient de réduire les
couts et d’accroitre la faisabilité des tests poriant sur la grande quantité de substances

chimiques actuellement utilisées [3].
2.4.1.4. Augmenter la gualité des informations :

Les modeles par ordinateur ont la capacité d’intégrer simultanément les recherches in
vive et vifro et, & partir d°études de laboratoires. de produire une compréhension plus
sophistiquée et plus fiable sur la facon dont les substances chimiques pourraient affecter dans
le futur les humains et 'environnement. Ceei pourrait améliorer I'intelligence scientifique en
matiére de planification des substances chimiques, et permetire de réduire le nombre d’effets
toxiques non anficipes [3].

Les méthodes in silico évaluent la probabilité d'une maniére utile pour les
régulateurs évaluant le risque et U'incertitude. Les méthodes in yilico peuvent adresser certains
risques ou effets redoutés. en particulier ceux pour lesquels les tests sur les animaux ne sont
pas enfiérement accepies.

Les tests in silico se basent sur des modéles de calcul pour évaluer la sécurité des

substances chimigues telles que les nanomatériaux.
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Chapitre 11

A T'échelle cellulaire et moléculaire, les manoparticules sont réactives en vers

I"environnement cellulaire. Les conséquences de cette réactivité sont la facilité des NPs &

s'internaliser dans Uenvironnement cellulaire et la formation d'espéces radicalaires de

I"oxygéne (Igor, 2011).
1. Les acides nucléiques

Les acides nucléiques sont des macromolécules. ¢’est-a-dire de grosses molécules

relativement complexes. [ls entrent dans la famille des biomolécules puisqu’ils sont d*une trés,

grande importance dans le regne de la vie. « bio » signifiant vie en grec. Les acides nucléigues
sont des polymeres dont I"unité de base, ou monomere, est le nucléotide. Ces nucléotides soni

liés les ums aux autres par des liaisons phosphodiester |S].
1.1, Les différents types d'acide nucléique :

11 existe deux types d’acides nucléiques : l'acide désoxyribonucléique (ADN) et l'acide
ribonucléique (ARN). L'ADN contient 'information génétique. L’ARN quant A lui est la
copie de 'ADN (souvent en un senl brin alprs que I'ADN est une double hélice = deuy bring).
La différence entre I'ADN et 'ARN est que I'ADN contient le génome, tout ce qui est
nécessaire & la formation des protéines. mais ne peut sortir du noyau, donc 'ARN copie
Iinformation génélique de I'ADN el sort du noyau par les pores nueléaires pour fournir

I'information et permettre ainsi la synthése directe des protéines (Figure (5) (Bitam, 2008).
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Figure 05 : L'ARN ef I'ADN, des acides nucléiques existant dans la nature [6].
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1.2. La localisation :

On trouve des acides nucléiques (ADN ou ARN) dans les cellules de presque chaque
organisme. Toute cellule eucaryote ou procaryote, soit les cellules animales, les cellules
végétales, les bactéries. les myeétes (ou champignon) et méme les mitochondries el les
chloroplastes contiennenl les deux types d'acide nucléique. Toutefois, les virus pemvent
contenir de "ADN ou de I’ARN, mais jamais les deux en méme temps.

L’ADN se trouve dans le noyau cellulaire chez les eucaryotes. Il s'associe 3 des protéines
comme des hisiones, Cet agencement d*ADN et de protéines forme Ja chromatine que I’on
retrouve sous forme de chromosomes linéaires chez les eucaryotes (bien visibles durant la
mitose) et sous forme de chromosome hélicoidal unique chez les procaryotes. Pour sa part.

I"ARN se retrouve autant au niveau du noyau qu'au niveau du cytosol (Samia, 2008).

1.3. La Composition :

Les acides nucléigues sont des amas de nucléotides, Les nucléotides formant |"’ADN
sappellent  désoxyribo-nucléotides tandis que ceux formant I'ARN s'appellent
ribonucléotides. La composition de ces nucléotides varie selon quiils sont dans TADN ou
dans I"ARN. Toutefois, qu'ils se retrouvent dans I'un ou dans I'autre de ces acides nucléiques.
les nucléotides possédent foujours trois substances fondamentales : Un sucre, un groupe

phosphate et une base azotée (Samia, 2008).

1.4. Les Liaisons :

Pour soutenir de telles molécules et les maintenir « en un merceau ». des liaisons
chimigues sont nécessaires. Ces liaisons doivent étre fortes pour éviter les bris el pour rester
stable, mais doivent également éwe faibles dans une certaine mesure ol ¢es acides nucléiques
doivent constammeni étre manipulés par diverses protéines, entre autre des enzymes. dans des

processus comme la réplication, la franscription ou la traduction.

1.4.1. Les Liaisons phosphodiester :

Dans les acides nucléiques, les différents nucléotides sont placés bout 4 bout et liés les
uns aux aotres par des liens 3'- 57 (prononcé 3 prime — 5 prime) phosphodiester. Ces chiffres
donnent le sens de la liaison ; le phosphate se lie au carbone 3 du sucre du premier nucléotide
et an carbone 5 du sucre du nucléotide suivant. Les liaisons phosphodiester sont des liens
covalents, c'est-a-dire qu'il y a partage d'électrons enive les atomes. Le phosphate est done le

lien {ou e pont) entre chaque sucre.
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1.4.2. Les Liaisons covalentes ;

Les liaisons phosphodiester sont des liaisons covalentes. (On peut dire que toutes les
liaisons phosphodiester sont des liaisons covalentes. mais toutes les liaisons covalentes ne
sont pas des liaisons phosphodiester). Mis 4 part. les liaisons hydrogéne, gue l'on nomme

souvent interactions hydrogéne parce qu'en fait, il n'y a pas « liaison » proprement dit, toute

autre liaison présente dans les acides nucléiques sont des lizisons covalentes,

1.4.3. Les Liaisons hydrogéne :

Dans le cas de "ADN. les deux brins (les deux cordes) sont disposés de telle sorte que
toutes les bases azotées se retrouvent au centre de la structure, Cette structure appelée double
hélice est maintenue par des liaisons hydrogéne (liens faibles. qui retiennent peu) qui se
forment entre les bases azotées complémentaires, "adénine sassociant toujours avec la
thymine (dans I"ADN) ou T'uracile (dans I'ARN) & ["aide de deux liens hydrogéne ef la

guanine sassociant toujours avee la cytosing 4 1"aide de trois liens hydrogene (Bitam, 2008).

2. L'acide désoxyribonucléique :

Lracide désoxyribonucléigne ou ADN est une structure complexe caractéristique de
toute cellule; normale ou cancéreuse. Il contient I"information génétique pour [a fabrication de
toutes les molécules nécessaires & I"activité de chaque cellule : protéines, enzymes, hormones,
facteurs de croissance, etc. La majeure partie de PADN est contenue dans le noyau de la
cellule ot elle s*individualise en chromosomes lors de chaque division cellulaire (ou mitose)

(Figure 06).
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Figure 06 : La structure de PADN [6].

IADN est constitué de !"enchainement linéaire de bases azotées hées 4 un sucre. le
désoxyribose. Ces complexes base azotée-sucre, appelés nucléosides, sont liés entre eux par
des molécules dacide phosphorique. CUest la séquence des bases azotées qui constitue
Iinformation génétique de PADN. Quatre bases différentes seulement y sont rencontrées.

L’ information que porte ainsi I'ADN d'une cellule de mammifere peut étre comparée a une

phrase faite de 3 milliards de lettres venant d’un alphabel qui n’en comporte que guatre. Deux

chaines (brins) orientées en sens inverse sont associées |'une 4 "autre grice a ["atfinite qui
existe entre les bases azotées prises deux 4 deux, les deux chaines portent aingi la méme
information. Elles sont assocides en une structure hélicoidale popularisée sous le nom de «
double hélice ». L’ADN sert de mémoire et de matrice pour la fabrication (synthése) des

protéines (Samia, 2008).

2.1, Les Bases azotées :

Quatre bases ont été identifiées : La thymine (T) ét la cytosine (C) sont de la famille des
pyrimidines. L'adénine (A) et la guanine (G) sont de la famille des purines. Un nucléotide est
formé par un groupe de phosphate, du désoxyribose el une base azotée. Par conséquent il

existe quatre mucléotides différents. Un « brin » d'ADN est formé par la répétition ordonnée
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de ces nucléotides. Les bases azotées sont complémentaires deux a deux : 'adénine s'associant

avec la thymine et la guanine avee la cytosine. Le second brdn d'ADN est donc

complémentaire au premuier et les bases azotées complémentaires sont reliées entre elles grace

a des liaisons hydrogéne |7].

2.2. Lerole de I'ADN :

L’ADN constitue information génétique et détermine ['identité biologigue de
I'organisime (plante, grenouille on humain). La préservation de cette information génétique se
fait grace une duplication des molécules d'ADN avant la mitose (création de deux cellules

filles identiques) (Bitam, 2008).

2.3. Les Dommages causés aux bases azotées ¢

L’ADN peut étre endommagé ou détruit par des [acteurs internes ou externes

(médicaments, Rayonnement UV-visible...), pouvant induire des mutations génétiques voire
la mort cellulaire. Parmi les principales Iésions de PADN figurent celles résultant de son
oxydation ; qui peut se produire localentenl mais aussi & distapce @ par lranslert de charge, de
proton et d*énergie le long de la double hélice selon des mécanismes, La molécule d’ADN
constitue une cible cellulaire importante pour les attaques radicalaires. Les modifications
observées aprés action du radical OH sont trés nomibreuses : conversion des résidus thymines

en thymine glycol et en S-hydroxyméthyluracile, de la guanine en 8-hydroxyguanine.

‘oxydation du déoxyribose entrainant une coupure des brins. Ces dénaturations peuvent aveir

de graves conséquences sur la réplication du génome (Samia, 2008).

2.4. La mutation (génétique) :

Le terme mutation est utilisé en génétique pour désigner une modification irréversible
de la séquence d'nn génome (ADN ou ARN). Les mutations peuvent étre dues 4 des erréirs
de copie du matériel génétique au cours de la division cellulaire, ou a I'exposition a des agents
nintagénes (radiations. agents chimiques, virus). Une trés grande partie des etreurs commises
au cours de la réplication du génome sont corrigées immédiatement par des mdéeanismes
complexes et efficaces de réparation de I'ADN, et seule une faible part de ces erreurs

deviennent des mutafions transmises aux cellules-filles.

Les mutations expliquent l'existence d'une variabilité entre les génes. Les mutations qui sont

le moins fayorables (délétéres) & la survie de lindividu qui les porte sont élimindes par le jeu
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de la sélection maturelle, alors que les mutations avantageuses fendent & s'accumuler. La
plupart des mutations sont dites neutres, elles n'influencent pas la valeur sélective et peuvent
se fixer ou disparaitre par le jeu de la dérive génétique. Les mutations spontandes,
généralement rares et aléatoires; constituent donc la prineipale sowrce de diversité génétique,

moteur de ['évolution. Les causes des mutations spontanées sont inconnues.

2.4.1. Agenis mufagéncs :

Dans certalnes circonstances, le taux de mutations peut étre augmenté
considérablement par des factewrs physiques ou chimigues, appelés agenis mutagénes. Les
ondes électromagnétiques (Rayon-X, Rayon Gamma, les rayons ultraviolets). Des substances
chimiques interagissant avec PADN (ou éveniuellement avec I'ARN) tels gue les
nanopatticules, dérivés de benzéne. solvants, pesticides. etc. Une modification du systdme de

réparation de I'ADN. qui cesse dlors de corriger les erreurs de réplications.

2,42, La Transmission des mutations

Si une mutation affecte les cellules germinales, elle est transmise aux descendants de
I'individu mutant. Dans certaing cas, cette mutation peut procurer un avantage sélectif ou an
contraire étre délétére, voire [€tale. Cest la base du processus de l'évolution. Il est cependant
admis que la plupart des mutalions inferviennent entre les genes. dans les infrons, ou a des
endroits ofi leur effet est minime (mutations svnonymes) ; la plupart des mutations sont done
probablement neutres, et ne sont conservées (ou éliminées) que par hasard (dérive génétique).
En revanche, comme ¢'ést le cas pour 1a plupart des mutations accidentelles (provoquées par
irradiation ou substances chimiques). si elle n'affecte que des cellules somatiques. la mutation
ne se transmel pas et n'‘affectera donc que le sujet l'ayant subie directement. Si les celhiles se

divisent activement. il y a possibilité de eréation d'une tumeur pouvant évoluer vers un cancer.

3 l'opposé, s7il n'y a pas de division I'effet est négligeable. (Bitam, 2008).

2.4.3. Les différents types de mutation :
Les mutations peuvent étre classées selon leurs modalités de modification du géne :

4+ Les mutations faux-sens ;
Cette mutation ponctuelle se traduit par le changement d'm nucléofide par un autre. Dans
certains cas. cette modification de nucléotide entraine une modification de 'acide aminé codé.
Le changement d'un acide aminé peut avoir ou non une répercussion en terme de fonction de

la protéine produite par le géne, dans le cas d'nn géne codant, ou d'une modification d'affinité
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pour un facteur de transeription, dans lé cas d'une zoné promotrice de I'ADN, On parle de
mutation de fransition (transition mutation) lorsqu’il v a substitution d’une base purique par
une aufre base purique (ou d'une base pyrimidique par une autre base pyrimidigue). Au
contraire une mutation de transversion (transversion mutation) est une mutation causée par la
substitution d*une base purique par une base pyrimidique (ou d"une base pyrimidique par une

base purique).

+ Les mutations non-sens :
Le changement d'un nucléotide provogue le remplacement d'un codon spécifiant un acide
aminé par un codon stop. Cela entraine la production d'une protéine tronquée.

+ Les mutations silencieuses :
Le changement d'un nucléotide mais le nouveau triplet code le méme acide aminé que le
triplet original, done cette mutation n'a aucune conséquence. Insertions et délétions.

4. Les nutations décalantes :
Une addition ou une délétion de nuciéotides non multiple de 3 provoguera un changement de
cadre de lectwe. Auv moment de la traduction, cela générera le plus souvent une protéine
tronquée par l'apparition d'un codon-stop prématuré. Elles peuveént également étre classées
selon leurs conséquences phénotypiques. La plupart des mutations ont de plus ou moins
importantes conséquences phénotypiques (certaines dentre elles peuvent avoir des
conséquences graves comme le cancer ou des maladies génétiques, car la modification d’un
seul acide aminé dans Ia chaine constituant une protéine peut modifier compléiement sa
structure spatiale, qui conditionne son fonctionnement). Les mutations neuires ne modifient
pas le fonctionnement de la protéine et n'omt pas de conséquence phénotypique
‘macroscopique ; les mutations silencieuses ou muettes n'entrainent auctm changement dans la
séquence d'acides aminés, ce qui est di aux nombreuses redondances dans le code génétique.
En effet, la troisiéme base d'un codon n'est en général pas codante (de fail, plusieurs codons

différents codent Je ménie acide aming).

2.5. Les sites réactifs de ’ADN ;

Les métabolites réactifs produits lors de ['activation d'un cancérigéne peuvent réagir a
plusieurs sites de 'ADN (figure 07). Les deux sites les plus souvent impliqués lors de
l'alkylation de I"ADN par des metabolites électrophiles sont les positions N7 et 10 de la
guanine., D'autres sites possibles sont la position ™35 de la guanine ainsi que certaines

positions de I'adénine (*V1-N3.N7), de la thymidine (43 ot (02-4), de la cytosing (W3 et O2) et
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des atomes d’oxygene du lien phosphodiester (Cloutier, 2001). La guanine CSH5N5SO est

une base purine, la plus facilement oxydable dans I'ADN.

L’oxydation de Ia guanine en 8-hydroxyguanine (8-oxoGUA) entraine une coupure des brins

et I"apparition du Cancer (Elle a éié déja identifie comme une cible des carcinogéne et

récepteur des médicaments anticancéreux). (Bitam, 2008),
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Figure 07 : Les sites nucléophiles de I'ADN les plus réactifs aux agents alkylants (Bitam,
2008).
(En ronge, ce sont les deux sites les plus nucléophiles et en rose, ce sont d"autres sites
nucléophiles possibles pour une alkylation).

2.6. L effet mutagéne

Leés cancérogénes chimiques se lient 8 PADN pour former deux types d’adduits, les adduits
stables qui restent fixés a I"ADN 4 moins d’ére pris-en charge par les systémes de réparation
de PADN, et les adduits dépurinants qui seont relichés par déstabilisation de la Jiaison
glycosyl. Tes adduits stables sont formés sur les positions N6 de 1"adénine ou N2 de Ja
guanine, tandis que les adduits dépurinants sont obténus par les liaisons avec les positions N3
ou N7 de ’adénine et N7 et parfois C8 de la guanine. La perte de la guanine par dépurination
méne a la formation de sites apurinique ou abasiques qui peuvent générer des mutations, ainsi

que les erreurs produites lors de leur réparation. (Bitam, 2008).
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1. Matériel :

1.1 Choix de substances 2 tester :

Nous avons choisi deux ingrédients de médicameni. de cosmétigues, des additifs

alimentaires. La substance été sélectionnée sur deux critéres : leur présence persistante dans
notre environnement proche (alimentation, cosmétigues....) et les: risques mutagénes et/ ou
cancérigénes soupgomnds, principalement d’aprés des études réalisées (in vive et/ in vitro).

Cette application nous permettra de prédire le potentiel de génotoxicité, demutagénicité et de

cancérogénicité, pour deux composés non testé, qui sera la "cible" chimique.

1.2, Définition d’oxyde d*aluminiam :

L'alumine ou oxyde d'aluminium a pour formuie AlOj. lorsquelle est sous la forme
anhydre. On le trouve & I'état naturel dans la bauxite, sous forme hydratée, mélangée 4 de
Toxyde de fer. On le trouve aussi comme minerai sous forme de corindon (u-AlLO3).
L aluniine on oxyde d aluminium, est naturcllement présent dany la hauxife, Sa strictiure est
illustrée dans la (figure 08) [8],

Figure 08 : A gauche : Structure de I’alumine. A droite : Microbilles d’alumine [8].

Lalumine se retrouve dans des produits de l'industrie agroalimentaire, cosméfiques, des
médicaments (notamment des vaceins) et parfois méme dans I'sau du robinet qu'il permet de
rendre plus claire. Lalumine confient de I'aluminium, qui lorsqu'il est présent dans les

produits alimentaires ou les vaccins "est en principe éliminé par les reins, mais selon des
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études, 4 haute dose ou en cas de prédisposition génétique. il favoriserait la myofasciite a

macrophages” [9].

1.3.2. Propriétés physico-chimique de ’oxyde d’aluminium ;

‘Tableau03 : descriptif de nanoparticule de "oxyde d’aluminium [9].

Nom chimique L’oxyde d'aluminium
Formule chimique AlOs
Apparence b Poudre blanche et fine
Masse molaire 102 (g/mole)
T° fusion 2 072 °C
Masse volumique 3,9 (g/em’)
T ébullition | 2977 °C

1.4, Deéfinition de 1.oxyde de Zine @

L’oxyde de zinc et un composé inorganique de formule chimique ZnQ. il est sous
forme de poudre blanche ; 1a poudre est largement utilisé comme additif dans de nombreux
matériaux comme les céramiques, verre, ciment, les lubrifiants. les peintures, les adhésifs, les
mastics. les piles, les retardateurs de feu. L oxyde de zinc est présent dans la croute terrestre
comme un zincite minérale, mais la majorité d’oxyde de zinc utilisé dans I"industrie est

produil par synthése (Hernandezbattez, 2008).

1.5. Propriétés physice-chimique de Poxyde de zine ;

Tableau 04 : deseriptif de nanoparticule de Poxyde de zine (Hernandezbattez, 2008).

Nom chimigue L’oxyde d'aluminium |
Formule chimique Zn0O
Apparence Poudre blanche
Masse molaire 81.37(g/mole)
T° fusion 1975°C
Masse volemigue 5,606 g em™
T° ébullition 2360 °C
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2. Les méthodes de calcul :

Les tests in silico se basent sur des modéles de calcul pour évaluer la sécurité des

substances chimiques telles que les nanomatériaux.

Au sens large, la modélisation moléculaire implique & la fois I'utilisation :
% doutils informatiques spécialement dédiés & la représentation des molécules (ex :
logiciel (Gaussian 09)
% des méthodes de calculs théoriques permettant de déterminer leurs propriétés physico
chimiques.
Un logiciel de modélisation moléculaire comprend de manigre générale les modules suivants :
i Construction, visualisation et manipuldation des molécules.
ii.  Caleuls.
jii.  Sawvegarde des structures et gestion des fichiers.

wv.  Ftude des propriétés moléculaires.

2.1. Gaussian :

Gaussian 09 est un logiciel de chimie quantique permettant de réaliser des calculs irés
varies, 1 est utilisé par de nombreux chimistes, ingénleurs chimistes, biochimistes, physiciens
et autres pour une recherche dans des domaines connus, mais surtout pour faire émerger des
propriétés inconnues dans le domaine concerné.

Gaussinn 09 (Figure 09) est la demiére version de la série. I fournit des capacités de pointe

pour la modélisation de structure électronique (Samia, 2008).

2.1.1. Fonctionnalités :

Se basant sur les lois basiques de la mécanique quantique, Gaussian prédit les énergies,
les structures moléculaires et les friéquences de vibration des systémes moléculaires. en méme
temps que de nombreuses propriétes moléculaires. I peut étre utilisé pour étudier les
moiécules et réactions dans une large gamme de conditions, incluant & la fois les espéces
stables et les composés difficiles ou impossibles & observer expérimentalement, comme des
intermédiaires a courte durée de vie ou des états de transition, Voici guelques-unes de ses
fonctionnalités utilisées (Samia, 2008) :

- La modélisation d’énergies en utilisant un grand nombre de méthodes. incluant Hartree-

Fock. Théoriec Fonctionnelle de Ia Densité.
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- Geéométries d'équilibres ou d'états de transition (optimisée en coordonnées internes
redondantes pour la vitesse), incluant la recherche par structure de transition..

- Spectres de vibration, incluant TR, intensités Raman non résonnantes et Pré-résonance.
couplage de vibration-rotation.

- Propriétés magnétiques, incluant déplacements chimigues.

- Corrections au point Zéro : L’approximation Bom-Oppenheimer donne une énergie
inférieure a I'énergie réelle du systéme étudié et cela parce que le programme de caleul
négiigera les mouvements des noyaux. L'énergie ainsi obtenue doit étre corrigée en ajoutant a

cette valeur I"énergie du systéme au point zéro absolu définie comme suit : ZPE

- [Paffinité protonique (PA) est calcilée selon I"expression
PA =AH°; A) + AH (H) - AH®, (HA)

Figure 09 :L’interface de logiciel Gaussian,

2.1.2. Méthodes de calculs utilisées :
2.1.2.1. Semi-empirique (PM3) :

Les métbodes semi-empiriques plus rapide que les méthodes ab initio, elles permettent
de modeéliser les « gros » systémes moléculaires grice 4 deux Approximations. La premiére
consiste & ne prendre en compte que la couche de valence. La seconde consiste & négliger la
plupart des intégrales de répulsion électronique @ plusieurs centres. Elles utilisent des
paramétres ajusiés aux résulfats expérimentaux ou obtenus par des calculs ab fnirio. Elles ont
tendance & conduire & d’importantes erreurs dans le caleul des énergies totales des molécules,

Toutefois, on peut supposer que ces erreurs sont du méme ordre de grandeur lors de la
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comparaison de molécules de structures voisines. Ainsi que la Méthode PM3 (Parametric
Method 3) : proposée par Stewart en 1989. Elle utilise une procédure de paramétrisation

automatique & la cour des calculs (Méchachti, 2010).

2.1.2.2. Méthode de Hartree-Fock
La théorie Hartree-Fock uotilise le pnnecipe vibrationnel permettant daffirmer que

pour "état fondamental, et la valeur de |"énergie associée & n*importe quelle fonction d’onde

R

normalisée el antisymétrique sera toujours supérieure ou égale a I'énergie associde a la
fonction donde exacte qui représente la plus bagse valeur propre associée 4 la fonction propre
exacte.

L’énergie de la fonction d’onde exacte peut ainsi servir de borne limite inferieur 4 1*énergie
caleulée pour n’importe quelle autre fonetion d’onde antisymétrique normalisée. Ainsi, le
déterminant de Slater optimal est obtenu en cherchant le minimum énergétique. Les équations
d"HF sont trop complexes pour permetire une résolution directe par des techniques d analyse
numétique. Il est done néeessaire d'effectuer une transformation supplémentaire qui sera plus

adaptée, (Amraoui, 2011),

2.1.2.3. La Théorie Fonctionnelle de la Densité (DFT)

La DFT s’est développée autour du théoréme d'Hohenberg et Kohn établissant que
I"état fondamental d'un systeme électronigue est une fonctionnelle de la densité électronique.
La connaissance de cette fonctionnelle suffit pour caleuler 'ensemble des propriétés du
systeme.
La DFT est capable de détenminer avec précision les propriétés moléeulaires géométriques,
les énergies de liaisons et différents types de speetre pour des molécules aussi complexes gue
des composés de coordination (Méchachti, 2010). De plus. les surfaces d'énergie potentielle
des réactions chimiques prédites par les fonctionnelles corrigées par le gradient et/ou les
fonctionnelles hybrides sont auss) précises que celles prédites par les niveaux de théories ab

initio les plus sophistiqués.

2.1.3, Lies fonctions de hase
Le choix de la base d’orbitales est aussi un critére trés important pour une bonne

estimation des données. bien qu'il soit moins important pour la DET que pour les autves

27
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méthodes ab initio. en particulier post Hartree Fock. la base représente la description des

orbitales atomiques.

4 La base 6-31 G*:
Décrit une orbitale atomique par la combinaison de six fonctions gaussiennes par orbitale de
ceeur. de trois autres pour la description des électrons de valence et dune dernidre pour
description des é€lectrons de valence les plus gloignés du noyau (externe). La comparaison
entre grandeurs calculées et valeurs expérimentales nous permet de conclure que la base 6-
31G* donne pour ce type de molécules. le meilleur accord avec les  données expérimentales
(Méchachti, 2010).

4- La base B3LYP (Les fonctionnels hybrides) :
Ces fonetionnelles d"échanges sont combinées de fonctionnelles de corrélation, locale et/ou
de gradient généralisé. Les fonctionnels hybrides les plus populaires sont B3ILYPet B3PW91
(Amraoui, 2011),

2.1.4. Etude spectroscopique :

T Infrarouge (TR) concerne le nombre et le type de lizisons chimiques. Son domaine s'étend
de 400 & 4000 cm™ Chaque liaison d'une molécule vibre en permanence 4 une fréquence qui
dépend :

¥ Du type d'atomes de la liaison

v Du type de la liaison.

Seules les vibrations qui font varier le moment dipolaire de la molécule absorbent les
radiations infrarouges. (Pedro Lopes et al., 2012).

Et donc les molécules qui n'absorbent pas dans TR sont celles qui n'ont pas de moment
dipolaire permanent. Par ailleurs. dans la zone du proche infrarouge, les absorptions ne sont
pas dues aux vibrations fondamentales des moléctiles, mais aux vibrations harmoniques et aux
vibrations de combinaisons. Chaque pic d'absorption est donc caractéristique d'un certain type
de liaison et on distingue :

L Les vibrations de stretching, généralement intenses de 2000-4000 em™.

L Les vibrations de liaison de 1500-2000 cm™.

+ Larégion de 600-1500 em™! étant en général qualifiée d'empreinte digitale.

28'_.
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1. Résultats :

Les propriétés .géamémques el spectroscopiques des bases nucléigues onl été
intensément analysées aussi bien sur le plan expérimental que-sur le plan ihéovique, toutefois
les méthodes expérimentales manifestent des fois des ambiguités aw vite des conditions dans
lesquelles les expériences ont été faites, {'outil informarique demeure la seule solution pour

une bonne interpréation des résultats obtenus,

% Les sites de protonation :

Figure 10 : Les sites de protonation de I» Guanine (A : la forme én 2D, B : Ia forme en
3D).

La Figure 10 montre l'existence de trois sites susceptible d'étre protonées : N7, 010 et N5.
Des ¢tudes théoriques basées sur les caleuls in silico par la méthode de la théorie
Hartree-Fock (HF), sont effectuées pour 1'étude de différents sites de protonation de la
guarine (Sivanesan et af, 2001). Différents calculs om éié effectué suggerent que la
protonation de la guanine a lieu sur le site N7 (Cloutier, 2001). Pour sélectionner le site le
plus sensible et favorable, on a calculé les énergies et l'affinité protonique qui sont
mentionnés ci-dessous (Tableau 0S).
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Tableau 05 : Les énergies de la Guanine neutre et Guanine protonée.

i cal/Atal)

B
EL= Y

1 lkcal ol

Guanine GL;;'.}')"E Guaning(010)
10,1070 10,3495 27,4346
HE ‘Sf)’"G O | .3sas2e5 | -3sss1242 | -33879244
DFT(B3LYP) | -340460,66 | -34080,36 | -340780,03
PM3 81,526591 | 89,839202 89.580041
HF-‘G"pa)’G“* 77866331 | 96,055306 | 88129658
DFT(B3LYP) | 81,051567 | 94,917005 89.581296
PM3 g = —
HF (5‘5;13 ( - 235 88 232,70
p’ - L] Hl
DFT(B3LYP) — 229,68 244,09

Les résultats obtenus en 6-31G (d, p) sont en agrément avec les valeurs obtenues en

B3LYP/6-31G (d, p) : la protonation au niveau N7 est plus favorable que sur 010 avec un
écart énergétique vaux 339,69 Kcal/Mol et 319,36 Keal/Mol en introduisant la zéro point

énergie. L’intérét de I'étude des différents tautomeéres des bases d"ADN provieni des

tentatives d’explication du mécanisme des mutations spontanées de 1"ADN, pour ce fait, on a

choisi ici de faire une étude comparative entre deux formes tautornéries de la Guaning : la

forme Enol et la forme Cétone (figure 11).

Nous navons ciblé que les formes les plus

stables. puis on a réalisé une comparaison entre nos résultats théoriques et les résultats

‘expérimentaux qui sont déterminés par Janzen et al., 2001.

La forme cétonique de
fa Guanine en 3 D

U ,H
H I'El forme jngishis
. P \ /_H
oA i
& /:l/L ’ H‘:I/\ \Tm
\
1
T &
-~
H _/
L= forme célonigue de ut forme énoligué de Lz forme énaligue de
ta'Guanine en 2 I ‘ 1z Guanineen 30D s Guanineen 20D

Figure 11 : La forme tautomére de la Guanine (A ; 1a forme Cétone, B : la forme Enol)

(zaghlami er houyedda,2015).
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La figure 11 illustre Ia forme tautomérique telle que : Céto (C=0), Enol (C-OH), Amine (-
NH2) et Imino (-NH) aussi bien que les tautoméres prototypiques tels que N2H et N7H-N9H
(Figurel).

Aprés I"application de la réaction de protonation sur la Guanine, une mutation spontanée est
possible. En déduil donc un mésappariement qui va créer une mutation par substitution. de
fype transition GC—AT (lors de la premiere réplication, la Guanine va subir un changement
tautomérique vers la forme Enol rare (instable), elle est alors appari¢e avec la thymine
(Figure 12) (Christian, 2003)..

Gl Ersean) Ly Re sanwoane
\ “emere B Td---
- - -
noe Saurvage So Rl e T e N
==PFg & Pgess ===M 'r P‘J_--- - "".- e !'IJ—-
A - T TEE ST RTE ME P U LSRR
tyos satvage typo liatant
- T
| |
_ -
trmsrcsteny B AT

Figure 12 : mutation spontanée par transition (Christian, 2005).
B Paramétres structuraux de la Guanine neutre et Guanine protonde :

Dans le but de comparer la déformation des composants de la guanine neutre (tableau 6),
(Figure 13): et de la guanine protonée (tableaux 7 et 8), (Figures 14, 15), les paramétres
géométriques sont calculés par les méthodes PM3, HF et DFT.

Tableau 06 : Les paramétres géométriques de Ia Guanine neutre.

Longuewr de lizlson (A°)
C(8)-N(7) 1.3298 | 1.3421 12775
N(7)-C(3) 1.3891 1,3976 1.3787
C@Kc() 1.4492 1,4139 13794
C(1)-0(10) 1.2201 1.216 1.1939
C(1)-N(2) 1.3275 1.4552 1.4165
Angles de fexion(®}

C(8)-N(7)-C(3) | 1045511 | 108.042 104.7308
C(1)-N(7)-C(3) 130.554 | 131.0855 1307704
C(3)-C(1}-0(10) | 121.9905 | 132.0321 131.3293
O(10)-C(1)}N(2) | 121.9979 | 1150892 | 118.95%0

31
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Figure 13 : L'aspect des différentes formes chimiques de Ia Guanine neuntre aprés
application des méthodes de ealcul (PM3, HF et DFT).

Tableau 07 : Les paramétres géoméfriques de la Guanine protonée (N7).

Les ltalsane PM2 HF
 longuewrdshalson®)
CB)-NE) 13200 | 14288 | 1418
N(7)-C(3) 1.3892 1.4369 1.4145
C(3)-C(1) | 1.4491 14386 1413 |
ooy | 122 | 12219 1200
(N 13205 | 14473 14153
NOHAT) | 13408 0.991 0.9978
I ¢ Angls ds ilaxjon(”) *
CEMNTIH(T) | 1248784 | 1180562 | 1159648
H(A7)-N(7)-C(3) | 129.278 | 117.8086 116.3532
N(-C@)-C(1) | 1305473 | 1302029 | 130.6168
| C(3)C(1)}0(10) | 1219995 | 1305563 | 130.530
O(10-C()IN@2) | 1219993 | 1161806 | 119,327

j,J
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application des méthodes de calcul (PM3, HF et DFT),

‘Tableaun 08 : Les paramétres géométrigues de la Guanine protonée (010).

A £ i
- Longuewr de lizison (&)
C(8)-N(7) 1.3329 1.3499 1.2909
N(7)-C(3) | 13801 1402 | 13794
~ CE) 144001 | 14485 | 14346
C(1)-0(10) 1.22 1.3573 1.3534
cipNE | 183 1.4394 1.4202
O(10)-H(17) 13553 | 09492 | o094tt
7 Angles de flexion{®} -
CEMNTICE) | 1045103 | 1077691 | 1046628
N(7)-C(3)}-C(1) | 1305401 | 1328689 | 1323947 |
C(3)-C(1)-0(10) | 1220035 | 121.899 126.6791
c()}-0(10)H(17) | 10s.0862 | 1089876 | 1122117
O(0}C(1\N@) | 1219978 | 1215499 | 1119015

Résultor ot Dise usston

Figure 14 : L’aspect des différentes formes chimiques de Ia Guanine protonée (N7) aprés

——3?:)
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Figure 15 : L’aspect des différentes formes chimiques de la Guanine protonée (010)
aprés application des méthodes de calcul (PM3, HF et DFT).

Au niveau des (tableaux 6, 7 et 8). on a présenté les valeurs concernant les liaisons ef les
&ugl@b La CULLpRERISULL des valews Jde o guanive neulve el la guanine prolonée vele le
changement des paramétres géométriques dans la zone de protonation.
Ce transfert de proton & travers [a liaison hvdrogéne posséde une importance dans les
processus physiques, chimiques et biochimiques, la raison est qu'il peut engendrer des points
de mutation dans la molécule tels que des changements géométriques (Bitam, 2008),
L’effet de la protanation du carbonyle se traduit par I’élongation de la liaison C-O (1.1939-
1.3573 AP) qui indique la perte de la donble liaison. Au méme temps on remargue que les
liaisons adjacentes C1-N2 et C1-C3 augmentent (1.4165 - 1.4292 A®), (1.3794 - 1.4346 A°)
respectivement, et par conséquence ; ['angle interne du C=0 croit de presque (7.2°).
La protonation du nitragerie (N7) se traduit par une petite €longation des liaisons adjacentes
C3-N7 (1.3787 - 1.4145 A®) et C8-N7 (1.2775 - 1.418 A®) de plus on remarque une
élongation concréie pour les autres liaisons du cycle pentagonale.
Ainsi. les résullats obtenus par les méthodes PM3, HF et DFT nous montrent gue la
protonation au niveau du site N7 est plus favorable que sur le site O10. En déduit I"existence
d*une compétition entre le N7 et I'O10 via "attraction du proton.
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B Ftude spectroscopique (IR) :

Les vibrations de la guanine neutre et protonée ont €té étudices dans la gamme S00 - 4000
em” . (Pedro Lopes et al., 2012).

Les fréquences vibrationnelles concernant la guanine neutre et les deux formes protonées
sonit obtenues au niveau de la base 6-31 G (d, p). Pour une éventuelle comparaison entre les
spectres expérimentaux (voir Anmexe 06), et nos résultats. on a présenté les specires

théoriques (figure 16, 17 ¢t 18).

IR Spectrum 1
2501 - l—'lﬂ{m )
! 800
2000 T
_ Eizon S
§ 1500+ ’11000 mé,
m ._.
S 5100 :800 2
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04 y .LALL_.—L.L.- |~ \E 0
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Figure 16 : Speetre IR de la Guanine neutre (Voir annexe 01).
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Figare 17 : Spectre IR de la Guanine profonée au niveau N7 (Voir annexe (2),
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Figure 18 : Spectre IR de la Guanine protonée au nivean Q10 (Voir annexe 03).

Pour les spectres IR simulés ; on souligne un petit décalage de la bande d’absorption. suite &

la réaction de protonation au niveau N7 et 010 (Figures 17,18).

4 Au niveau de site de fixation N7 ;
» On temarque I'apparition de nouvelles bandes vibrationnelles (1344, 1452, 1796 et 3083

em’') dans la région 500 - 4000 em™ ; caractérisent Iabsorption des liaisons (C1-C3),
(C6-N5), (C=0) et (C1-C3), (NH2) a cause de la proionation au niveau N7.

s On constate également un déplacement des bandes vibrationnelles qui caractérisent

I"absorption des liaisons (les fréquences expérimemtales par rapports aux fréquences

sumrulées) tablean ci-dessous :

‘Tablean 009 : Des fréguences expérimentales et simulées au niveau N7.

Les fréquencas

Lialsen
. simiéss | d'absomption

540 581 N5-C4-C3
644 655 C6-N2-C1
668 873 Cé-C1

721 737 C1-CaNT
B50 851 NZ-C6-N5
831 905 NTH

1475 1480 T C3NT
1552 1554 C=0

1562 1608 N2H
1672 1667 CoNZ

36
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L Au niveau de site de fixation 010 :

e On enregistre ['apparition de nouvelles bandes vibrationnelles (597-1500 - 1611-1620-
3652-3673-3788 - 3845 cm™) dans la région 500-4000 env’ ! ;caractérisent I"absorption
des liaisons (N5-C4-C3), (C=0) a cause de la protonation au niveau Q10

e On remarque également un déplacement des bandes vibrationnelles qui caractérisent

["absorption des liaisons tableau ci-dessous :

Tableau 10 : Des fréguences expérimentales et simulées au niveau 010,

. Leshéquences Les héguences

ghmulées

| pupérimentales

540 545 C1-N2-C6
772 734 C8-Ca-N7
850 821 N7H

949 929 N7-C8-N9
1043 1044 C6-N3

1120 113 CI-NZ
1261 | 1287 CaNT
1475 1484 C8-N7

8 Paramétres structuraux des complexes (Guanine-ALO; et Guanine-ZnQ) :
Dans le but de contrGler la déformation. certains paramétres géomémiques sont caleulés
(tableaux ci-dessous 11, 12 et 13).

Tableaull : Les énergies de la Guanine-Al,O; et Guanine-Zn0O,

poprle
Kealiiol

| Guanine-Al,03 [ Guanine-ZnQ
[ s A AT1230 | 4722335259
| ;')F (B-31C©. | g0o5384 | -1453536.256
[oFreaLve) | ases7ago | -14sessss
PM3 96,070366 | 081262
HE@I1GM | yopgee1e0 |  se274711
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DFT(B3LYP) | 92204283 74,43825
PM3 -16,33 -

HF (6';16 @ 20 46 1,253

DFT(BLYP) _ 9,035

C(8)-N(7) 1.3329 1:4149 1.3895
N(-C(3) 1.3891 | 1.36921 1.4309
C(3)-C(1) 1.4492 1.4097 1.3471
C(1)-0(10) 1.22 1.2586 1.2676
C)yN@) | 13274 | 14473 1.3936
N(-AI(1T) | 17076 | Z.0102 _—
- .";II_gll'.S de I‘Iéxiun["}
C(8)-N(T)-Al(17) | 159.5164 | 159.8668 102.9799
AL(17)-N(T)-C3) | 95.9733 | 94.9499 151.7463
C(B)-N(T)-C(3) | 104.5503 | 105.1833 102.9799
N(7-C3)-C(1) | 130.5401 | 130.0489 123.2213
C(3)-C(1)-0(10) | 122,0035 | 131.7732 119.4909
0(10)-C(1)-N(2) | 121.9978 | 113.9982 113.9877
C(5) 0(10) AI(17) | 92.6393 = 108.0697

Risnltor ot Discpssing
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Figure 19 : L’aspect des différentes formes chimiques de la Guanine-AL O3 aprés

Tableau 13 : Les paramétres géométrigues de la Guanine- Oxyde de zinc.

Reévieltat o Disdassion

application des méthodes de caleul (PM3, HF et DFT).

Les Tiaisnns

VR

Longecor delwisou A
C(8)-N(7) 1,2667 1.3648 1.3035
N(7)-C(3) 14205 | 14345 | 13884
C(3)-C(1) 17341 | 14105 1.3726
C(1)-0(10) 13353 | 13155 1.2688
CC)NE@) | 14234 | 13936 1.3509
 N(M-Zn(17) | 18955 | 2.0084 + 19858 |

- C(B)-N(T)-Zn(17) | 160.4956 | 158.1634 | 160.267
Zn(ITNT)-C3) | — | 957812 | 958153
C8)-N(-C(3) | 120.8052 | 106.054 | 103.9177
N()-C@)-C1) | 127.2641 | 126.9593 | 1262721
C(3)-CO)-0(10) | 1255069 | 121011 | 120.5014
0(10)-C(1)-N(2) | 129.0631 | 122.8025 | 125.7874

| €(5) 0(10) Zn(17) - 102.1084 104.35



http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

—
———1)

]_lll I'.q_lm'_p_ fa Tyl

Lo maur 2t . M7

Figure 20 : L’aspect des différentes formes chimiques de la Guanine-ZuQ aprés
application des méthodes de calcul (PM3, HF et DFT).

Les nanostructures (ALO;, ZnO) utilisées me possédent pas les mémes propnetes
géometriques, puisque on enregistre un changement géométrique considérable au niveau de la
zone de profonation (tableaux 06, 12 et 13), (Figures 13, 19 et 20), ce qui explique
I'instabilité des deux complexes (Guanine-Al 03, Guanine-Zn0), avec la guanine, mais elle
leur donne une instabilité par la formation d’un cycle benzénique cationique de la guanine.

La comparaison des paramétres géométriques ci-dessus (tableaux 06, 12 et 13), avec celles
citées dans le méme chapitre de notre base neutre nous permet de déterminer les différents
changements sur les liaisons et les angles, d’ou on remarque d’une part : élongation de la
liaison €1-010 de (1,1939 A°- 1,2676 A°), (1,1939 A°- 1,2688 A®), ce qui signifie que

'I“Qxygéng 2 une tendance a arracher le proton, Dautre part - on remarque une ¢longation de

C 3-N7 de (1,3787 A°-1,4309 A®), (1,3787 A°- 1,4345 A°), et une dimipution de I"angle C3-
N7-C8 de (108,042°- 105,1833°), (108,042° 106,054°) ce qui signifie que N7 a aussi une
tendance & arracher le proton. Ce qui nous rameéne & faire une analyse des coefficients des
arbitales atomiques de la HOMO et de la LUMO de chaque complexe.
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Figure 21 : La visualisation des orbitales LUMO et HOMO pour : (Guanine neutre,
Guanine-ALO; et Goanine-AlLOj3).

B LEtude Spectroscopique des complexes (Guanine-ZnO ef Guanine-ALOs3)
L étude spectroscopique de nos complexes nous montre qu'il ¥ a un décalage des bandes
vibrationnelles. & cause de la présence d'oxyde d’aluminium et d’oxyde de zine (figures 16,
22 ¢t 23). (Pedro Lopes et al., 2012),

[ - IR Spectrum

| 30005 ~ 2500
2501 — .-zmu.?.
2000 e

S - 1500 &

—

% 1500 : o

(=M v
& 1500 T
500 ' L -500 3
il 3

o] AL s g

0 500 I00C 1500 2000 2500 3060 3500 4000
Frequency {cm ™)

Figure 22 : Spectre IR du complexe Guanine Oxyde d’aluminium (Voir annexe 04).
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Figure 23 : Spectre IR du complexe Guanine Oxyde du Zinc (Voir annexe 05).

4+ Complexe Guanine-Al:03:

« L’apparition de nouvelles bandes vibrationnelles (607-616-929-1026-1399-1467-1578 ,
1614-1653-1661-3305-3646-3655-3782 cm™) dans la région 500 - 4000 cm™;
caractérisent 1’absorption des liaisons du complexe guanine-Oxyde d’aluminium (C8-
N7), (N7-C3), (N7-C8), (N7-N9), (C6N2), (C3-N7), (C6-N5), (C=0), (C6-N2),
(C=0).

* On remarque également un déplacement des bandes vibrationnelles qui caraciérisent

I"absorption des liaisons. tableau ci-dessous :

Tableau 14 : Des fréquences expérimentales et simulées du Compléxe Guanine-

AL O;.
- Lesfraquences ‘ Les fréquencas | [ 7 Lidison
gaperimantales | simulées | d'absarption

503 510 N2C1C3
604 566 C8N7C3
1150 1172 NH2
1334 1354 C1C3
1417 1419 NH2

4 Complexe Guanine —Zn0O :
s L’apparition de nouvelles bandes vibrationnelles (587, 701, 978, 1350 1442, 1513,
1693, 1723, 3230, 3543, 3568, 3572, 3694 cm™') dans la région 500 - 4000 em™

<)
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caractérisent 1'absorption des liaisons du complexe Guanine-ZnO (C6-N3 ), (N5-C4),
(N2-C1), (C1=0), (N7-C8 ), (C8-N9), (C1-C3), (N2H), (C=0).
* On enregistre également un déplacement des bandes vibrationnelles qui caractérisent

*absorption des liaisons. tableau ci-dessous :

Tableau 15 ¢ Des fréquences expérimentales et simulées dn Complexe Guanine-ZnO.

- Leslrdquences ‘ Les r'ﬁuéﬂrimH_ » % m
! .d'absarptian

__expérimentales simulées
540 560 C6-N2-C1
604 610 C8-N7-C3
688 693 N11-H13
779 747 NH2
1373 1379 C3-N7
1417 1437 C1-C3
1607 1683 C6-N2

2. Discussion @

L'utilisation des méthodes de calcul facilite I"interprétation des résultats expérimentanx ¢’est

ce quon & essayé de le montrer lors de Ianalyse géométrique lors de I'évaluation de
I"influence de la complication sur les géoméiries de deux molécules étudides et de prédire
I’état de transition formé par le transfert du proton.

Lors de notre étude, de I'évolution du transfert du proton entre les nanoparticules
sélectionnées et la guanine : on a identifi¢ le site le plus susceptible d’étre protonée (N7)
conformément & ce qui a ét€ trouvé expérimentalement (Sivanesan et al., 2001,Cloutier,
2001). En suite, on a calculé I'énergie. ’analyse des orbitales frontidres el 1'étude
spectroscopigue (JR) qui nous a donné une idée sur I'effet mutagéne causé par les

nanoparticules (Al;0z ZNO) lors de leurs interactions avec la guanine.

Etant du méme ordre de grandeur que les molécules d'ADN, les nanomatériaux peuvent

intéragir directement avec I'ADN pour induire des dommages (Pan ef al, 2007, 2009;

Alkilany er al., 2009). La toxicité causée par l'interaction directe des nanomatériaux avec

I'ADN est appel¢ génotoxicilé primaire (Arora er al, 2012), La génofoxicité secondaire st
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induite par les effets des ERO formés lors de I'intersiction des nanomatériaux avec le systéme
eeliulaire ou directement par I'action catalytique des nanomatériaux-(Shukla ef al, 2011).

Les sous-produits de 1'oxvdation cellulaire. comme la 8-OHGua penvent également entrainer
une génotoxiciié par leur action mutagénique (Sajous ef al., 2008). Ce demicr présente un
potentie] mutationnel important car les ADN polymérases peuvent incorporer le
monophosphate de désexyadénosine (AAMP) en face de Ia guanine modifiée; ce qui entraine
une transversion GC — TA (tautomérisation) (Christian, 2005). En définifive. Ja tantomérie,
est le premier pas dans la mutation et 'endommagement de TARN engendrés par I’éxposition
aux nanosiructures,

Ces eifets sont le résultat d'une altération de l'intégrité structurelle de 'ADN ¢! sont de bons
indicateurs des effets génotoxiques des nanomatériaux (Singh ef of., 2009).
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Cuastelnsion

Dans ce PFE nous avons présenté les opportunités offertes par ['intégration
d’informations obtenues i vitro dans un modéle Gaussian afin de prédire la toxicodynamique
in silico des nanoparticules. I'espoir pour ces méthodes est d'obtenir des niveaux de
prédiction des dangers identiques & ceux des tests in vive sur animaux, voire d’obtenir des
niveaux de prédiction meilleurs en utilisant des tests ou modéles développés spécifiques

pour I"homme et ainsi éviter les extrapolations inferespéces.

L'avantage d'une telle méthodelogie serait de réduire les expérimentations animales et les
couts financiers liés 4 de telles études tout en gardant un méme niveau de confiance dans les

évaluations de danger ou de risque.

Cependant, i veste & évalver les méthodes de calculs (PM3, HF et DFT) sur un large panel de
molécnles, notamment pour les substances émergentés (nanoparticules) ou pour celles pour

lesquelles peu d’informations sont disponibles.

Quant 3 la modélisation par Gaussian, celle-ci souffre du manque de données disponible (les
valeurs expérimentales). Il est donc nécessaire de créer des bases de données conséguentes
intégrant de nombreuses familles chimiques afin de permettre le développement des méthodes

de calculs ayant des domaines de validité élargis.

Lapproche intégrative «la chimie quantique et activité biologiques est extrémement
prometteuse pour répondre aux exigences de la directive REACH. Cetle approche devrait
aussi devenir un outil privilégié en évaluation du risque des nanoparticules, pour lesquels

I"industrie ne peut désormais plus fonder ses évaluations sur des tests animaux.
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Résume

A l'aube du XXIéme siécle, les nanostiences et nanotechnologies promettent des
progrés remarquables dans de nombreux domaines, mais soulévent aussi de pombreuses
inquiétudes en particulier au sujet de leurs effets sur la santé humaine et ['environnement.
Cette étude a pour objectf d'apporter des éléments de réponse & la compréhension de
I'interaction entre une base purique (guanine) et des nanoparticules (Al,Os, ZnO), par des
méthodes de calculs (PM3, HF ¢t DFT) pour décrite les propriétés €nergétiques,
géométrique et speciroscopique (IR), pour la mise en évidence d’effets de |"environnement
moléculaire. Dans ce PFE nous avons présenté les opportunités offertes par ['intégration
d’informations obtenues in vitro dans un modeéle Gaussian afin de prédire la toxicodynamigue
in silico des nanoparticules. D autre part, I'environnement semble susceptible de fragiliser
certaines liaisons intramolécnlaires comme [Millustré IPapparition de nouvelles bandes
vibrationnelles, des déformations géométriques et isomérisation de guanine (fautomérisation).
Les résultats obtenus nous ont permis de prédire I’état de transition formé par le transfert du
proton et la formation des deux complexes : qui nous donne & priori une idée sur le potentiel

mutationnel qui pourrdit &tre provoqué par les nanostruciures.

Mots clés : étude in silico, Guanine. nanoparticules (Al,Os, ZnO), Gaussian,
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Abstraet ;

At the early turning of this of century, » Nanoscience and Nanotechnologies have
reached significant progress in many areas, but many important issues and concerns are raised
with regard to their harmful effects on both the environment and human health. This study
aims to provide answers to make an understanding of the interaction between a Purine Base
(guanine) and partial nanoparticles (Al;Os, Zn0), by methods of calculations (PM3, HF and
DFT) to describe energy properties, geometric and spectroscopic (IR). for the detection of
effects of the molecular on the environement. In this PFE we present the opportunities offered

by the integration of information obtained in Vifro in a Gaussian model to predict i Silico

‘Toxicodynamics Nanoparticles. On the other hand. the environment seems likely to weaken
‘some intramolecular bonds as illustrated by the emergence of new vibrational bands,

geometric deformations and guanine isomerization (tauwtomerization). The results obtained

ultimately have allowed us to predict the fransition state formed by proton fransfer and
training of two complexes; which give us prior idea on the mutational potential that could be

caused by nanostructures,

Keywords: In Silico Study. Nanoparticles (Al;03 ar7d Zno) Guanine, Guassian.
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Annexe 1 ; Les fréquences vibrationnelles de la Guanine,

Ies Irdguences vibratinnnelles
!

| -46,4642 137.9003 203.7429 325.082 394.4926 396,9352
530.2089 598.0881 654.2527 709.7789 731.2899
7416353 7425463 7783166 8455182 884.2128
913.7987 9439872 990.5483 1041.6797 1087.8574
ST RE | 11594523 1243.6475 1293.296 1334.9256 1348.4995
| 1392.2353 1557.7117 1576,3922 1592.8266 1636.8135
1709.0985 1791.963 1832.4605 1905.5921 1931.1852
1995.3742 33394937 3623.6571 3670.5793 3688.3118
3753.2783 N

200.1838 2454906 320.8895 350.6767 366.0189
380.5042 442,625 503.6295 562.0018 567.5967 6329631
679.079 702.4233 710.125 766.6815 820.9045 857.4282
861,1257 932.2662 1013.5873 1022.2909 10462798
1067.6811 1096.7662 1138.8061 1207.5323 1303.2606
13494539 1401.0075 1424.6552 1461.748 1520.6035
1586.5682 1640.3099 1668.9787 1807.0352 1895.6747
32230248 3828 4204 38A0,9526 3076,6787 4014 4468 |

124.6379 140.5748 213.3338 325.2394 364.1196
398.9234 403.567 537.9735 582.5804 633.031 688.3124
696.3469 722.3676 7305403 785.7952 819.3539
£59.3966 911.6018 944.4178 1028.0976 1055.1182
1152.0933 1186.3338 1198.7539 1265.6485 1296.7376
1458.6463 1489.3362 1530.0772 1549.8437 1598.5063
1723.9913 1756.8104 1799.1934 1823.5113 1853.1725
| 2035.3313 3419.9336 3841.0756 3854.6405 3903.5915
| 3993.9266
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Annexe 2 : Les fréquences vibrationnelles de [a Guanine- N7.

| Mathode Les Iréquences vibratinnnelles

[ 299.1882 304.421 334.1579 350.3457 368.7281 493.6096
513.555 562.8923 628.7831 678.0461 709.36 753.3861

1064.9691 1132.859 11475574 1165978 1246.5326
13452969 1384.452 1426.1665 14972977 1521844
1566.2804 1594.9491 1607.2357 1657.2678 1673.2016
1840.1164 1861,3525 24754633 3794.029 3837.7048
3884.5532 3909.2257 39353358 4448.0004

790.967 806.9077 860.3907 906.1545 924.9082 1018.2869

-168.9737 73.6606 148.4233 231.8343 287.3842 347.1416
356.5615 413.2368 527.8583 538.2378 587.49935 653.1947
689.7808 699.8574 713.3216 732.7404 788.9917 816.9934
890.3566 917.765 983.5207 1146.8186 1173.8994 1189.6321
1206.6068 1248.3465 1277.0043 1318.0527 1343.4679
14782133 1516.6354 1530742 1594.875 1649.465]
| 1662.0056 1747.7728 1809.0154 1817.3522 1833.3919
18620302 19963553 28392353 3256.5179 3804.7121
3814.9953 3841.7946 3893.2456 3940.9491

121051 143.4228 207.9232 279.2662 3092579 369.9655
373.3637 $30.736 573.136 589.2603 640.5283 680.3956
693.555 716.1245 744.7651 760.8481 827.9637 873.3012
| 925.6325 948.5105 978.6341 1112.7733 1126451 1185.2179
| 12184316 12424545 12641992 1303.3449 1316.1088
| 1443.05 14884783 1537.8417 1566.0938 1608.6443
1669.9661 1718.85 1757.5469 1767.9942 1816.4331
1860.9251 1881.3823 2843.1566 3121.4675 3619.5399
| 3646.9009 36524762 3709.4841 3733.391
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Annexe 3 : Les fréquences vibrationnelles de 1a Guanine-010.

813.6756 895,1219 916.586 946.1198 1075.4781
1100.8699 113092 1155.7613 1202.3129
1296.0718 1434.952 1508.6773 15434214
1594.5318  1762.5074 1898.2362 1947.9799
20834711 2815.6722 2963.3513 3166.7563
3226.0393 3279.7501 3548.09 3736.9232

256.9622 3213875 335 8979 430 2505_ 4;53 9044 4934043
545.1598 579.4877 604.5961 645.4394 704.0461 776.7343

| Mérhode : l_,(:s. fn_que-uﬂs fu:raugngu_ﬂlg_f_ii

1081.9711
1255.5798
1550.5399
2048.7365
3188.4209

933.8885 992.2951 1009.1806 1022.3713
1138.8819 1207.7167 1319.0515 1355.8213
1514.9915 1527.8888 15672585 1640.3791
1758.2897 1843.4088 19054278 1965.9755

3237.2025 3286.4371 3561.3608 3738.3016

-479.7869 -294.9941 -250.4211 -214.6247 166.3881 269.0372
304.4333 365.0319 418.9133 532.1431 596.9926 626.4689
689.5415 703.8155 745.6594 767.2893 815.644 §51.4029

21013744 21711 2197.6685 2887.1559 3184.7938 3211.6211

1078:3973 |
1447.7856
1676.9378
2019.0232

1100.6721 1130.889 11558254 1202.4875
1296.0831 14349869 1508.7451 1543.3717
1594.5148 1762.5880 1898.3196 19480236
20835031 2813.3959 2963.3241 3166.9994
3225.3923 3279.8893 3548,5094 3737.1446

<722.027 -537.239 -461.1062 -262.2589 100.3035 183.2183
2569187 3214381 386.9097 430.188 465.9197 493.3374
545.1093 579.5063 604.6159 6454156 704.0308 776.7468
813.5175 R95.138 916.5968 946.0755 1075.4325 1082.0634

12555994
1550.5424
2048.8014
31889848
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Annexe 4 : Les fréquences vibrationnelles de la Guanine-ALO3.

Les l‘m;nencd t':urnlmnmlleq

| -444.509 -176.2379 91.8843 14835108 1954274 2091798
260.251 301.2533 3784086 390.1446 412.1615 484.6619
522.2744 3538.6724 612.7428 6493318 713.0109 727.2647
752.1-677 755.9584 819.9154 871.675 882.0539 901.1581
| 996.5162 1005.323 1091.211 1104.0376 1127.1655 1174.4758
| 1187.9302 1261.0969 1266.763 1354.3425 1375.7902 1421.207
1553.0677 1580.1056 1593.5334 1670.636 1728.8674 1751.6284
18242778 18825285  [904.1092 2061.4803 2236.9056
22469229 2893.8175 2919.7511 3188.7303 3237.8713
3287.3987 3656.6452 B
-546.8316 -516.6488 -454,1214 -373.4687 -233.5072 -50.7028 -
| 145807 113.5383 3360044 3484364 394.0441 443.9983
488.7654 517.0147 590.1662 601.394 629.6424 (685.9593
727.3131 761.8077 7762953 924.6641 932.4148 1040.2502
1081.5619 1090.1206 1178.2669 1178.7674  1244.6563
1291.0369 1373.3095 1482.3312 1503.5331  1306.8698
15604523  1681.1891 17252853 17668952 18218454
1929.6429 2022.6088 20519439 2090.6266 2236.8639
22433723 22924112 24914908 2829.8955 2835.3829
| 28742475 3184.8564 3215.2438 3242.9718 3285.681

-381.0698 -328.2313 -193.3795 -62.7611 96.4906 153.7356
240.8347 278.1743 379.196 414.0775 524.3949 545.7675
617.9072 640.9838 663.1642 688.7214 709.4891 772.0769
| 708.9835 802.376 8463328 851.1936 923.2154 9590822
1032.2182  1092.0737 1120.9862 1195.7832 1207.470)
1300.0199 1321.9786 1395.2176 1453.9 1497.3529 16217723
1708.7442 1842.0317 1873.5467 1969.658 1980.4949 20494135
21534589 2173.5301 2223.6221 2237.1229  2259.0036
30434896 3139.3231 3190.4257 3217.9416 3290.2336
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Annexe 5 : Les fréquences vibrationnelles de la Guanine-ZnO

———— = — — e — =

" Les fréquences sibrationnelies

2309291 -154.5497 95.8634 134.4058 222.8258 270.8972
327.7784 343.0148 410.7194 468.1849 486,1527 525.9749
549.0126 579.0305 664.1333 6824195 719.0194 809,2434
872.2432 888.505 912.5305 951.5643 1011.0269 1028.5868
1057.5199 1164.9471 1188.7098 1209.3238 1308.3416 1412.4037
1471.8177 1571.9797 1762.3428 1795.8086 1900.6917 2008.5031
2154.2116 2232.684 2828.7528 2851.0634 2856.5971 2867.8164
2982.2889 3118.6927 3180.244

-1440.9371 -915.4673 -885.8984 -545.9621 -457.2573 -365.0027 -
265,663 -239.8097 -168.5144 78.5013 275.1452 329.1753
436.9404 509.2933 573.9744 617.4861 636.84 701.9332 795.7241
804.1308 805.1277 843.6223 916.663 993.0725 1035.5294
11644069 1178.8765 1236.5079 1513.0383 1575.0625 1639.5653
1697.1156 1723.4045 1856.6827 1946.3868 1985.3415 2112.9557
| 2162.4014 2677.4143 3163.5487 3241.6751 3402.9892 3470.8046
36065172 4445 27

-706.2167 -680.8923 ~467.978 -426.2587 -310.7467 -242.4439 -
230.9291 -154.5497 95.8634 1344058 222.8258 270.8972
3277784 3430148 410.7194 468.1849 486.1527 525.9749
| 549.0126 579.0305 664.1333 6824195 7100194 8092434
| 8722432 888.505 912.5305 951.5643 1011.0269 [028.5868
1057.5199 1164.9471 1188.7098 1209.3238 1308.3416 1412.4037
1471.8177 1571.9797 1762.3428 1795.8086 1900.6917 2008.5031

21542116 2232.684 2828.7528 2851.0634 2856.5971 2867.8164
| 2982.2889 3118.6927 3180.244



http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu



