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Résumeé

La goutte est caractérisée par des taux éleves d'acide urique (AU) dansle sang, ces niveaux
élevés d'AU sont associés a une ingestion et unemétabolisation accrues des purines et / ou a
une diminution de leur excrétion. Dans ce domaine, la xanthine oxydase (XO), en
convertissant I'hypoxanthine et la xanthine en AU, joue un role important dans le controle de
I'nyperuricémie. Sur la base des limites et des effets indésirables lies a l'utilisation de
I'allopurinol et du fébuxostat, les médicaments approuvés les plus connus a effet inhibiteur
de XO.Le but de cette étude est d’évaluerin vitro et in silico de I'activité inhibitrice par des
complexes organométalliques synthétises en Italie (Ce3 et La5), contre la xanthine oxydase
humaine (XOH), a l'aide de ’amarrage moléculaire et d'une méthode d'analyse innovante
basée sur la double détection enzymatique (DED). Les résultats montrent une inhibition
modérée de la XOH avec une ICso de261,1+9,91 pg/ml, 56,2+2,46 pg/ml ;pour Ce3 et
La5,respectivement.Une étude in silico basée sur l'amarrage moléculaire & I'aide du
programme GOLD a été réalisée pour étudier l'inhibition de XOH. Les résultats montrent
que les deux complexes organometalliques utilisés donnent un effet inhibiteur important
contre la XOH.

Mots clés : xanthine oxydase humaine, hyperuricémie, goutte, inhibition, lanthanides Il1I,
amarrage moléculaire.




Liste des abréviations

Ac : I’absorbance du contrdl
AINS: Anti-inflammatoires non stéroidiens

AE : I’absorbance de I’activité enzymatique en présence d’inhibiteur .

AU: Acide Urique

COX-2: cyclooxygénase-2

DCPS: Acide 2-4 Di chlorophenol sulfonate
DMSO : Di-Methyl Sulfoxide

EDTA : Ethylene Diamine Tétraacetic Acid
FAD: flavin adénine dinucléotide

FADH: : Flavine Adénine Dinucléotide Réduit
1 % . pourcentage d’inhibition

IC50 : concentration inhibitrice de 50 % de I’activité
KDa : Kilo Dalton

Mo: Molybdene

Mo-pt : molybdoptérine

NAD*: Nicotinamide adénine dinucléotide
NADH : Nicotinamide adénine dinucléotide réduit
PDB:Protein Data Bank

SH : sulthydriles

XO : Xanthine oxydase

XDH : Xanthine déshydrogénase

XOH : Xanthine oxydase Humain
XOR : xanthine oxydoréductase

4-AP : 4-amino phenasone
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Le mot médical «rhumatismal» est utilisé dans un sens trés général pour désigner
un groupe de maladies douloureuses invalidantes affectant avant tout le systeme
locomoteur.

La plupart des maladies rhumatismales sont chroniques, ¢’est-a-dire qu’elles persistent ou
tendent a récidiver, ainsi qu’a provoquer des modifications structurales ou fonctionnelles
de I'organisme, qui se traduisent en fin de compte par une altération permanente. Les
maladies rhumatismales regroupent diverses affections. Parmi elles, on trouve l'arthrose
(usure des articulations), ou certaines maladies inflammatoires touchant les articulations
comme I’arthrite, polyarthrite rhumatoide, et la goutte (Laribi etRabahi, 2017)

La goutte est une pathologie connue depuis I’ Antiquité sous sa forme aigue. Identifié¢e
pour la premiére fois par les égyptiens en 2640 avant J.C., la crise de goutte, touchant
prioritairement la premiére articulation métatarsophalangienne, fut renommée « podagra »
ce qui signifie « pris au piege par le pied » par les médecins grecs en raison de la
ressemblance du pied goutteux avec la patte d’un animal prise dans un piege. Plus tard, au
Veéme siecle avant J.C., Hippocrate décrit avec justesse certains aspects épidémiologiques
de la goutte comme sa prédisposition pour I’homme, sa rareté¢ chez I’enfant et la femme
non ménopausée et son lien avec une alimentation riche en exces.

Six siecles plus tard, Galien fut le premier a décrire des tophi, dépdts sous-cutanés de
cristaux d’acide urique apparaissant apres des années d’hyperuricémie. En plus de
I’association déja connue de la pathologie goutteuse avec un mode de vie de débauche et
d’intempérance, il reconnait le caractére héréditaire de la maladie.

Au IXeme siecle, le mot « goutte » voit le jour. En effet, un médecin grec integre le
rhumatisme (« rheuma ») dans la théorie antique des humeurs consistant & considérer le
corps humain en quatre éléments fondamentaux devant étre en équilibre pour étre en
bonne santé. Le rhumatisme est alors décrit comme un poison contenu dans les humeurs «
pénétrant goutte a goutte dans les jointures » d’ou le terme « goutte », dérivé du mot latin
gutta. Tout d’abord utilisé¢ pour désigner diverses pathologies rhumatologiques, ce n’est
qu’au XVeme siecle que le sens de ce mot ne se restreindra qu’a la pathologie goutteuse
se substituant ainsi au terme « podagra ».

Tout au long de I’histoire, la goutte a ét¢ associée a une alimentation trop riche et a une
consommation d’alcool immodérée. Et c’est parce qu’elle a été reliée a ce mode de vie
accessible, du moins par le passé, uniqguement aux personnes riches que cette maladie fut

renommée la « maladie des rois » (Rubino,2014)




Elle est caractérisée par un dépot de cristaux d'urate monosodique aigue et récidivante
susceptible de passer a la longue terme a la chronicité . L hyperuricémie est identifié¢e
comme le facteur de risque le plus important dans la survenue d’une goutte dont 1’acide
urique est le produit final du métabolisme des purines. Ces purines sont dégradées par une
série de réactions enzymatiques par 1’enzyme xanthine oxydase (XO). Les traitements
chimiques actuels de cette maladie sont basés sur 1’inhibition de la XO (Laribi etRabahi,
2017)

L’inhibition de la XO peut avoir un double réle en plus de lutter contre la maladie de la
goutte et toutes les pathologies qui lui sont associées, elle peut prévenir le stress oxydant
en réduisant les especes réactives oxygénées produites. L’allopurinol, est 'un des
puissantsinhibiteurs de la XO et le plus utilisé, néanmoins, ce dernier présente des effets
secondairessur la santé humaine ( Habib et Laidi,2013).

L'axe principal de ce travail, plus précisément dans la recherche et la découverte de
nouveaux médicaments pour les maladies chroniques comme la goutte par tester le
pouvoir d’inhiber de la xanthine oxydase humaine par deux complexes
orgonométallaques. L’inhibition de cette enzyme (XO) in vitro (dans le laboratoire de
transfusion de sang (CTS) dans 1’hdpital Ahmed Benadjila de Laghouat. Et in silico en

utilisant I’amarrage moléculaire (avec le logiciel GOLD)
Le manuscrit se présente de la maniere suivante :

e Dans une premiére partie Synthese bibliographique
e Dans un second parie matériels et méthodes, résultats et discussion

e et le troisieme une conclusion et perspectives.
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I. Goutte
I .1. Définition
La goutte est une maladie rhumatologique, inflammatoire et métabolique touchant une ou

plusieurs articulations (Https://www.creapharma.ch/goutte.htm,consulté le 19/03/2020).

Il se caractérise par le dépot de cristaux d’urate mono sodique dans les articulations et les
tissus .elle se caractérise par I’apparition de crises soudaines de douleurs articulaires, que
s’accompagnent de la rougeurs, d’un réchauffement et d’un gonflement de la région
touchée.

De fagcon générale ,une seule articulation est attaquée a la fois .c’est le gros orteil qui est
le plus souvent en cause mais d’autres articulations peuvent étre touchées comme celle du
pied ,genou , des doigts de la main, du coude, du poignet

,...etc.(Https://iwww.creapharma.ch/goutte.htm, consulté le 19/03/2020)(Figure 1).

La goutte est plus fréquente chez les hommes, en particulier ceux ages de plusde 40 ans,
mais peut aussi toucher des femmes surtout apres la  ménopause

(Https://www.creapharma.ch/goutte.htm, consulté le 19/03/2020).

Figure 1. Le dép6t de 1’acide urique dans plusieurs sites de 1’organisme humain

https://www.santeplusmag.com/3-boissons-puissantes-pour-traiter-larthrite-naturellement/

T
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https://www.santeplusmag.com/3-boissons-puissantes-pour-traiter-larthrite-naturellement/

| .2.Les causes et les facteurs favorisants

La goutte causée par une condition connue sous le nom d’hyperuricémie, ou il y a trop

d’acide urique dans le corps. corps fabrique de ’acide urique lorsqu’il décompose les

purines, qui se trouvent dans notre corps et les aliments que nous mangons. Lorsqu’il y a

trop d’acide urique dans le corps, des cristaux d’acide urique (urate mono-sodique)

peuvent s’accumuler dans les articulation, les fluides et les tissus du corps,

(https://www.cdc.gov/arthritis/basics /gout.htmlconsulté le 25/04/2020).

Il n’y a pas de goutte sans hyperuricémie mais une hyperuricémie n’implique pas

forcément I’apparition d’une goutte ce qui suppose 1’implication d’autres facteurs dans le

développement de la pathologie goutteuse (Rubino, 2014).

Parmi les quelles on peut citer :

HyperuricémiePlus 1’uricémie augmente, plus le risque de goutte est élevé,
particuliérement a partir d’une uricémie supérieure a 420 umol/L (soit 70 mg/L)
(Rubino,2014).

L’hérédité :1l existe une prédisposition con - génitale a la goutte. La plupart des
personnes souffrant de goutte présentent un défaut d’ex- crétion de 1’acide urique
d’origine génétique. Celui-ci se traduit inévitablement par une concentration

¢élevée d’acide urique dans le sang (hyperuricémie)(Frei etal.,2017).

Médicaments :Plusieurs médicaments couramment  prescrits  influencent
positivement ou négativement la concentration plasmatique d’acide urique. Ils
agissent plus souvent qu’autrement au niveau rénal en freinant ou en stimulant
I’excrétion de I’acide urique. Par exemple, 1’utilisation réguliere de diurétiques
provoque une augmentation de la concentration d’acide urique dans le
sang(LaribietRabahi,2017).

L’age et le sexe :Chez les hommes, le risque de goutte augmente régulierement
avec 1’age, mais chez les femmes, dont la prévalence de la goutte est inférieure a
celle des hommes a tous les ages, le risque augmente fortement aprés la
ménopause. La raison de la grande différence de risque de goutte entre les
hommes et les femmes pourrait étre liée en grande partie a lI'action uricosurique

des cestrogeénes(Kuoetal.,2015).



https://www.cdc.gov/arthritis/basics%20/gout.html

e Une alimentation riche en purines dans 1’organisme, les purines présentes dans
les aliments sont dégradées en acide urique. Les aliments riches en purines sont
notamment la viande (en particulier la viande rouge, les abats et la charcuterie), les
fruits de mer et des boissons sucrées avec du sucre de fruit (fructose).
(https://www.sante-sur-lenet.com/maladies/rhumatologie/goutte/,consulté
1e18/04/2020).

e Une consommation excessive d’alcool, qui réduit I’élimination de 1’acide urique
par les reins. (https://www.sante-sur-le-net.com/maladies/rhumatologie/goutte/
consulté 1e18/04/2020)

e Autre pathologies telles que 1’obésité, 1’arthrose, le syndrome métabolique,
I’hypertension, le diabéte, [I’hypercholestérolémie et [’athérosclérose
(https://lebonmedicament.org/goutte-symptome-
traitement/,consultéle30/04/2020)

1.3. les symptomes

La goutte se manifeste sous deux formes cliniques, 1’accés aigu, et la goutte chronique :

a) L’acces goutteux ou “la crise de la goutte ” typique
Consiste en une inflammation trés douloureuse d’une seule articulation du membre
inférieur. La premiére articulation du gros orteil est la plus fréqguemment touchée(Figure2.
(A)),mais la crise peut concerner celles du pied, de la cheville ou du genou . Elle survient
généralement de facon brutale. Les manifestations sont caractérisées par de trés fortes
douleurs articulaires, rendant insupportable jusqu’au poids d’un drap. L’articulation
apparait tuméfiée, gonflée, rouge-violine. Avec la résolution de la crise, en quelques
jours, la peau de I’orteil desquame et peut se détacher comme une pelure d’oignon(Laribi
et Rabahi, 2017).

b) La goutte tophacée chronique
Elle est de survenue tardive puisqu’elle se manifeste habituellement huit a dix ans apres le
premier accés goutteux . A plus ou moins long terme et en I’absence de traitement, cela
entrainant ’apparition des arthropathies chroniques, avec douleurs mécaniques
chroniques, particulieres par la présence de dép6ts uratiques visibles sous la peau, les
tophus(Figure2(B)). Unedestruction articulaire, un handicap fonctionnel important ainsi
quechez certains personnes,des calculs rénaux révelés par une crise de colique

néphrétique,voire une insuffisance rénal (Laribi et Rabahi, 2017).



https://www.sante-sur-lenet.com/maladies/rhumatologie/goutte/
https://www.sante-sur-le-net.com/maladies/rhumatologie/goutte/
https://lebonmedicament.org/goutte-symptome-traitement/
https://lebonmedicament.org/goutte-symptome-traitement/

Figure 2. (A) acces goutteux typique du gros orteil (Rubino,2014)
(B)Goutte chronique. Enormes dépdts d’acide urique(tophus)
(https://www.chu-toulouse.fr/-la-goutte-consulté 1e15/05/2020)

| .4.Diagnostic

Deux types d’examens permettent de diagnostiquer la goutte : un examen biologique et un
examen radiologique :

a) Examan biologique
La goutte est diagnostiquée avec un degré grand de confirmation et d'exactitude par
aspiration ou la suppression du liquide dans le joint affecté et I'examiner pour des cristaux
d'urate mono sodique (Figure 3).
Des cristaux d'urate sont également vus dans le tophi. L'infection doit étre exclue avant

que le diagnostic de la  goutte soit effectué  (https://www.news-
medical.net/health/Rheumatoid-Arthritis-and-Gout-(French).aspx, consulté le 03/05/2020).

Figure 3. Cristaux d'urate de monsodium sous microscopie a lumiére
polarisante(Delbeth,2016)

o



https://www.news-medical.net/health/Rheumatoid-Arthritis-and-Gout-(French).aspx
https://www.news-medical.net/health/Rheumatoid-Arthritis-and-Gout-(French).aspx

b) Examen radiologique
Au stade de la goutte aigué, la radiographie (Figure 4) des articulations touchées par les
crises de goutte est normale. Au stade de goutte chronique, la destruction articulaire

progressive est observée (https://www.chu-toulouse.fr/-la-goutte- consulté le 03/05/2020) .

Figure 4. Radiographie simple du pied d'un patient atteint de maladie chronique goutte
tophacée montrant des gonflements asymétriques des tissus mous cohérents avec tophi, et
perforé des changements «érosifs» autour du premier et du cinquiéme articulations
métatarsophalangiennes (fleches) situées loin de la marge commune.

I1. Xanthine oxydase
La xanthine oxydoréductase (XOR) est un nom commun utilisé pour englober deux

formes interconvertibles de la méme enzyme: la déshydrogénase (XDH) (EC 1.1.1.204) et
I'oxydase (XO) (EC 1.1.3.22)(Schimit,2019). est une molybdoflavoenzyme complexe, qui
est abondant dans le lait de vache. Il a été connu depuis plus d'un siécle(Lespadeet
al.,2010)les formes sont impliquées dans les deux derniéres étapes du catabolisme de
purines. Plus précisément, ils catalysent I'oxydation de I'hypoxanthine a la xanthine puis a
I'acide urique(Luna,2019).

L'enzyme augmente l'accumulation d'acide urique dans le sang, qui est la cause de
I'nyperuricémie, la goutte et les maladies cardiovasculaireset peut cause aussi une

dépression de la moelle osseuse, des troubles hematologiques et rénaux(Kim, 2019).



https://www.chu-toulouse.fr/-la-goutte-
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lespade+L&cauthor_id=20030406

I1. 1. Distribution et Localisation

La XO est largement distribuée dans la plus part des étres vivants , comme les bactéries,
I’homme, les levures, les insectes, certain nombre d’especes des plantes .

Chez les mammiferes notamment ’homme, la quantit¢ de XO varie suivant les organes
(Tableau 1) : elle est localisée au niveau de la glande mammaire, tres abadant dans le lait,
le cytoplasme et la membrane cellulaire et surtout dans les cellules hépatiques et
intestinale (I'intestin gréle) ou elle posséde une activité tres eélevée(Laribi et
Rabahi,2017)

Tableau 1. Localisation de la XOR dans les tissus humains (Habib et Laidi,2013)

Tissus | Localisation

Foie | Hépatocytes pré portaux, cellules kuppfer

Jéjunum | Enterocytes, cellules endothéliales des capillaires

Glandes mammaires | Quelques ascini dans les conduits terminaux, cellules

en non lactation | endothélialesdes capillaires et des artérioles

Glandes mammaires | Les ascini dans les conduits terminaux, dans les cellules des larges

en lactation | conduits, et dans les capillaires et les artérioles

Muscles o o ]
) Cellules endothéliales des capillaires et des venules
squelettiques

Rein, coeur, cerveau o o
Cellules endothéliales des capillaires
et paumon

I1. 2. Structure de la xanthine oxydase

La xanthine oxydase (XO) ayant un poids moléculaire d'environ 300 kDa est une enzyme
oxydoréductase représentée sous la forme d'un homodimeére. Les deux monomeéres de XO
sont presque identiques et chacun d'eux contient trois domaines a savoir (a) le domaine de
la molybdoptérine (Mo-pt) a I'extrémité C-terminale ayant 4 centres redox ou I'oxydation
a lieu (b) un domaine flavin adénine dinucléotide (FAD) au centre généralement
considéré comme domaine de site de liaison et (c) 2 [Fe — S] / domaine soufre fer a

I'extrémité N-terminale(Figure 5) (Maliket al ., 2019).
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Figure 5. Structure du XOR humain. (Kimiyoshi et al.,2012)

Le gene qui code pour la XOR humaine a plus de 60 kb, il est composé de 36
exons et 35 introns. Ce géne est localisé dans la bande p22 du chromosome 2. La
séquence de la XOR humaine est de 1333 acides aminés, elle est de 91% d'homologie
avec celle de la XOR de la souris et du rat(Adjadj,2009).

I1.3. Mécanismes d’action de la XOR
La xanthine oxydase est une enzyme indispensable au métabolisme des purines. Elle
catalyse I’oxydation de I’hypoxanthine en xanthine et de la xanthine en acideurique

comme le montre la figure6(Hamlaoui,2014).




=

=

NAD+ NADH HNAD* NADH
)\ /> )\ ‘ o
NAD

NAD" NADH
hypoxanthine xanthine Acide urique

Figure 6. Schéma réactionnel du processus enzymatique catalysé par la XO et XDH

Le mécanisme d’action s’effectue en deux étapes représentées dans la figure 7 :

v' La premiere étape est une demi-réaction de réduction qui a lieu au niveau ducentre
Mo. Elle est caractérisée par la réduction de Mo(VI) en Mo(IV) et 1’oxydation
dela xanthine en acide urique. Pour continuer sa fonction catalytique, le

molybdene perdles deux électrons.

v’ La deuxiéme est une demi-réaction d’oxydation qui se déroule au centre
FAD.Dans cette étape, si la réaction est catalysée par la XDH, FADH; transfere
les deux électrons au NAD™ pour donner NADH.Si elle est catalysée par la XO,
les électrons seront transférés a 1’oxygeéne moléculaire O2 pour produire le radical

superoxyde(O.")(Hamlaoui,2014).

Xanthine

H xanthine
Ypo Urate

Xanthine

0y HyO,
MNADH

NAD™

NADH 0,
NADY

Figure 7. Représentation du mécanisme réactionnel de la XO(Adjadj, 2009)




I1.4. La conversion de la XDH en XO

La XOR est présente dans la plupart des tissus des mammiféres sous forme
déshydrogénase (D),qui préfere le NAD+ comme accepteurfinal d’électrons, contrairement
a la forme oxydase (O) qui préfére la réduction de 1’0O>. La conversion de la forme D a la
forme O del'enzyme se fait par deux mécanismes enzymatiques : le traitement de la XOR
par desprotéases telles que la trypsine, la chymotrypsine, ou la pancréatine conduit a la
forme Oirréversible.La conversion réversible se produit par I'oxydation des groupements
sulfhydriles (SH) (Messili et Oulefki, 2013).

11.5. Codes PDB de la XO humaine :

Ils existent deux codesPDB d’enzyme humaine, I’'un correspond a la forme non
mutée(PDB ID : 2CKJ).mais I’autre, il correspond a la forme mutée (PDB ID : 2E1Q), le
tableau 2 représente les deux codes avec leurs ligands.

Tableau 2. Les codes PDB de la XO humaine ( données a partir de la PDBsum).

Nombre . .
. . Nombre de Acides aminés
Enzyme PDB ID Ligands des acides ~ .
o chaines catalytiques
aminés
FESx8
. Glu1262
Humanmilk FADx4
) 4 chaines Arg913
xanthine 2CKJ GOLx4 1264
) (A,B,C,D) GIn768
oxidoreductase ACY
Arg881
PO4
Crystal
BCT x4
structure of
FESx8 Glu1262
human
. FAD x4 4 chaines Arg913
xanthine 2E1Q 1307
) MTE-MOMx4 (A,B,C,D) GIn768
oxidoreductase
SALx4 Arg881
mutant,
CAx8
Glu803 Val

I11. Traitements de la goutte

Il existe des nombreux traitements de la goutte classés en deux catégories : les traitements

non pharmacologiques et les traitements pharmacologiques.




I11.1. Traitements non pharmacologiques
Traitement non médicamenteux consiste a la diminution de 1’apport en purine

pourdiminuer le taux de formation de I’AU (Messili et Oulefki,2013).

e Arrét d’un médicament en particulier les diurétiques ou ’aspirine a petite dose,
car elles provoquent une insuffisance rénale et par conséquence un effet
hyperuricémiant.

e Regles hygiéno-diététiques consiste en une perte e du poids et modification des
habitudesalimentaires ; en évitant de la biere, des alcools forts, et de sodas riches
en fructose ainsi que la diminution de la consommation des aliments riches en
purines (la viande, les abats, les poissons gras et les crustacés) (Messili et

Oulefki,2013).

111.2. Traitements pharmacologiques

La pharmacothérapie de la goutte est divisée en:

Traitement de la crise de goutte aigué

Il se fait par la prise de la colchicineetlesanti-inflammatoires non stéroidiens (AINS).

La colchicineest un alcaloide extrait du colchique d’automne (ou
Colchicumautumnale)(Figure 8). Son utilisation thérapeutique est essentiellement liée a
ses propriétés anti-inflammatoires, justifiant ses indications en prophylaxie et traitement
de I’acces aigu de la goutte. Elle inhibe la motilité des leucocytes, ce qui les empéche

d'affluer autour des cristaux d'acide urique (LaribietRabahi, 2017).

Figure 8. Structure 2D de la colchicine




Effets Secondaires
% Les premiers signes d'intoxication sont des troubles digestifs, surtout diarrhée,

nausées et vomissements et aussi :

X/
°e

Troubles hématologiques parfois mortels (agranulocytose, leucopeénie,

thrombopénie, anémie)

%

% Neuromyopathies réversibles a lI'arrét du traitement

X/
°e

Ces troubles sont favorisés par une insuffisance rénale.

X/
°e

Produit toxique qui pouvant entrainer la mort en cas de surdosage
important(Laribi et Rabahi, 2017).

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)ayant une action anti-inflammatoire plus
forte sont utilisés. 1ls procurent un soulagement en inhibant la synthese de prostaglandines
médiée par la cyclooxygénase-2 (COX-2) au site de la blessure .

Il existe également certains mécanismes supplémentaires concernant certains
médicaments. Les AINS procurent un soulagement symptomatique de la douleur et de
I'inflammation. De plus, ils sont également utilisés initialement comme traitement de
transition avec des inhibiteurs de la synthese de l'acide urique pour prévenir le
développement de symptémes de I'arthrite goutteuse aigué en raison de la mobilisation de
l'urate a partir des tissus. Les médicaments les plus utilisés sont le I’indométacine,
leNaproxéne, I’ibuproféne, le célécoxib et le diclofénac (Figure 10)(Sahai et al.,2019).
Effets Secondaires

les AINS sont responsables d’effets indésirables généralement digestifs et rénaux.

X Les effets indésirables digestifs sont les plus fréquents et peuvent étre de plusieurs
grades : intolérance digestive

<> Au niveau rénal, sous I’effet des AINS, la perfusion rénale est diminuée et il y a

donc un risque d’insuffisance rénale aigue.

X D’autres effets indésirables peuvent apparaitre :- des réactions d’hypersensibilité
(surtout a 1’aspirine). - respiratoires - effets anticoagulants - neurologiques (céphalées,

acouphenes)- hématologiques (Laribi et Rabahi, 2017).




celecoxib
(0]
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ibuprofen
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o
(0)
N
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indomethacin diclofenac sodium

Figure 9. Structure de quelques médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens




b) Traitement de la goutte chronique

favorisant 1’¢élimination ou la dégradation de I’AU, ou bien I’inhibition de la synthése de

I’AU via I’inhibition de la XO, en utilisant :

o L’allopurinol est un analogue de la purine (Figure 10)et un inhibiteur competitif
non spécifique de la xanthine oxydase (Rubino,2014), donc il empéché la synthése de
I’acide urique et diminue donc 1’uricémie et I’uraturie. (Hervé, 2016)Son analogie
structurale avec la xanthine et I’hypoxanthineluipermet d’étre un inhibiteur compétitif de
la XO. Lors de sa réaction avec la xanthineoxydase, il se transforme en oxypurinol
(alloxanthine)selon la réactionreprésentée sur la figurell, qui est métabolite actif agissant

lui-méme comme inhibiteur de la XO(Hamlaoui,2014).

HN

o
Figure 10. Structure 2D de I’allopurinol

H
= g N\
HM | /
o
Allopurinoel
OH
H 0
M
N \\ ”
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I\ Ve y/} : ‘ 4]
N '
Hypoxanthine o H H

) Uric acid
Analogie structurale Tic acid

Figure 11. Effet de I’allopurinol sur la réaction de la xanthine oxydase (Hamlaoui, 2014).




Effets indésirables

¢ intolérance cutanée: le plus fréqguemment de type éruption prurigineuse,

vesiculeuse ou bulleuse. Des réactions allergiques cutanées
¢ Des effets indésirables hématologiques : leucopénie, thrombopénie, anémie

s Des effets indésirables digestifs : nausee, diarrhée, épigastralgies(Rubino, 2014).
o Febuxostat(Adenuric®) acide 2-[3-cyano-4-(2-methylpropoxy)phenyl]-
4methylthiazole-5- Carboxylique(Figure 12),est un inhibiteur de la xanthine oxydase qui
a été approuvé pour le traitement de I'nyperuricémie dans la goutte, ayant I'avantage d'étre
plus puissant, sélectif, sans réduction de dose chez les patients atteints de maladie rénale,
et moins de chances de provoquer réactions allergiques.ll s'agit d'un inhibiteur non
purique de I'enzyme xanthine oxydase inhibant & la fois les formes réduites et oxydées de
I'enzyme (Sahaietal.,2019) .
Febuxostat est utilisé dans des conditions ou le patient est intolérant a I'allopurinol ou

lorsqu'il est contre-indiqué(Sahaietal.,2019) .

Effets indésirables
¢ Des effets indésirables le plus fréqguemment observé est une anomalie des tests de
la fonction hépatique
¢ Des effets indésirables digestifs : des nausées, diarrhées
¢+ des éruptions cutanées
o Autres effets : céphalées, troubles cardiaques et thyroidiens des douleurs
articulaires(Sahaietal.,2019) .

OH

Figure 12. Structure du Febuxostat




MATERIELS ET METHODES




. Matériels

I.1. Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé dans cette étude est le lait humain di a sa richesse de
I’enzyme et la facilité d’extraction. Il été obtenu a partir d’'une femme volontaire de 3a 15
jours aprés 1’accouchement (poids :55kg , age:34 ans et taille: 160 cm) ; son régime
alimentaire était principalement moyen en protéine, glucides et graisses saines, dans la
région de Laghouat, en Algérie .

les complexes organométalliques peut étre défini comme un compose dans lequel il existe
une liaison métal-carbone. e premier composé répondant a cette définition est un
complexe du platine appelé sel de Zeise obtenu par le pharmacien danois William C.
Zeise en 1827. Ce sel est préparé en faisant barboter de I'éthyléne dans une solution de
.tétrachloroplatinate (I1) de potassium(BOUKEBBOUS., 2009)

Le cis platine est une complexe de platine a avoir été utilisé enchimiothérapie
anticancéreusee (cancer de 1’ovaire, de la vessie, du col de I’utérus ainsi que du
testicule...etc) (MECHERNENE et BOUHASSOUN .2018)

Nous avons utilisé des complexes organométalliques, plus précisement des lanthanides
,(Ln), qu’on nomme souvent encore les terres rares (TR en y ajoutant le scandium
I’yttrium et le lanthane), méme si elles ne sont pas si rares que cela, représentent le groupe
des éléments composés entre les numéros atomiques 57 et 71. C’est-a-dire entre le
lanthane (57) et le lutécium (71). Dans ce travail, nous étudions I’effet inhibiteur de deux
nouveaux lanthanides : le complexe de Cerium Il (Ce3) et de lanthane 111 (La5) contre la

xanthine oxydase humaine afin de traiter la maladie de la goutte.

|.2.Réactifs et appareillage

e Réactifs chimiques et solvants
Plusieurs réactifs chimiques ont été utilisés dans cette expérimentation, parmi ces produits
. le tampon phosphate constituee de Di-hydrogenophosphate de potassium (KH2POa),et
di-potassium monohydrogene phosphate (Ko:HPOs) et chlorure de potassium
(KCI).etEthylene Diamine Tétraacétique (EDTA), Di-MethylSulfoxide (DMSO), le
réactif du dosage de I’acide urique de la marque SPIN REACT, le substrat (la xanthine).




e Appareillage
Centrifugeuse refrigérée (ROTANTA 460R), lecteur a microplaques elx800 BIOTEC-

Uv(universal microplaque reader) accompagné d’une imprimante Epson Lg-2070.




I1. Méthodes
I.1. Extraction de la xanthine oxydase du lait humain

Le procédé d’extraction de la xanthine oxydase du lait humain a été réalisé selon le
protocole d’extraction (Nakamura et Yamazaki, 1982) modifie par (Baghianiet al, 2003) et

Bou-Saleh etal., 2020) montre les étapes illustrées dans la figure suivante :

1.Le Lait maternel humain (950ml) a été centrifugé a 4000 rpm pendant 35 minutes a
4°C

NI

2.Récupération de la créme flottants qui a été dissoute dans un volume double d*un
tampon phosphate de potassium (0,2M K,HPO, avec 1ImM d'EDTA)

N\

3. Le mélange a été soumis a une agitation douce pendant 2 heures puis centrifugée a
4000 rpm pendant 40min a 4°C.

S

4. Le surnageant récupéré est distribué dans des tubes secs contenant notre enzyme (XO)
conservée a -30 C° jusqu’a son utilisation.

Figure 13. Protocole d’extraction de la xanthine oxydase (Bou-Saleh et al., 2020).
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I1.2. Test de ’activité de la xanthine oxydase (XO)

Nous avons testé l'activité de la XO par I'ajout d'un volumede 22.6 ul de I’enzyme dilué
dans le tampon phosphate a pH 7 (KH2PO4 (0,349), KCI (4,59) et K.HPO4 (0,435g) dans
d’eau distillée jusqu’a 500ml) avec un volume de 45,2 pl de tampon aprés une incubation
a 37 C° pendant 15 min puis ajout un volume 45,2 ul de xanthine comme substrat puis
une incubation a 37 C° pondent 30 min. Puis I’ajout d’un volume de 136l de réactif de
dosage d’acide urique de la marque SPIN REACT qui nous donne une coloration rose
indiquant la production de I’acide urique aprés une incubation a 37 C° pondent 30min la

lecture a double longueur d’onde est effectuée a 360 et 490 nm.

e Principe du réactif de dosage :

Chez I’étre humain, 1’acide urique est le produit principal du catabolisme des nucléosides
puriques, adénosine et guanosine. Les principales causes d’hyper uricémie sont la goutte
primaire (hyperproduction métabolique des purines ou trouble de I'uricoélimination
rénale), ou la goutte secondaire dont la cause peut étre une maladie rénale ou
I’administration de médicaments (diurétique, chimiothérapie...). L hyper uricémie peut
aussi étre attribuée a une défectuosité d’une des enzymes impliquées dans le métabolisme
de purines ou a une hémopathie. L’hypouricémie est beaucoup moins courante que
I’hyperuricémie(Tietzet al.,1999).

L’uricase agit sur 1’acide urique pour produire de I’allantoine, du dioxyde de carbone et
du péroxyde d’hydrogeéne (Figurel4). En présence de peroxydase, le peroxyde
d’hydrogéne réagit avec un chromogene (dichloro-hydroxy benzéne sulfonates et amino-
antipyrine) pour former une quinonéimine, complexe de couleur rouge. L’absorbance
mesurée a 490nm, est proportionnelle & la quantité d’acide urique dans le spécimen

(Tietzet al., 1999).

JI% 4 %\J&%

URICASE

Acide urique Allontoine

Figure 14. Schéma réactionnel du processus enzymatique catalysé par ’uricase




e Principe de la méthode de détection des doubles enzymes (DED)

Pour trouver un moyen efficace et nouveau de tracer le produit fabriqué parHXO et BXO
puisque l'acide urique (cible du produit) n'a pas de couleur & la fin de la réaction. Nous
avons proposé l'utilisation d'un réactif spécifique pour détecterl'acide urique sous forme
de quinoneimine colorée en violet (Wu et al., 2015), nous avons donc utilisé le réactif
commun pour la détermination quantitative de I'acide urique (SPINREACT LAB) qui se
compose de troisbouteilles. La premiere est composée de deux enzymes, l'uricase (120
U/l) et peroxydase (450 U/l), ainsi que I'hexacyanoferrate (II) de potassium (42 pmol/L)
avec I'amino-antipyrine (0,150 mmol/) nommeée réactif 1.Le second est la solution tampon
avec un pH7,4 a 25 °C (50 mmol/L) avec le réactif nommé dicholorohydroxybenzéne
sulfonate (2 mmol/L). Le troisiéme constitue le produit, qui est I'acide urique avec une
concentration de 100 mg/1 (595 umol/L).

L'uricase agit sur l'acide urique produit a partir de HXO et de BXO pour produire de
I'allantoine, du dioxyde de carbone et du peroxyde d'’hydrogene. Hydrogéne peroxyde en
présence de peroxydase réagit avec un chromogéne (aminoantipyrine et le dichloro-
hydroxy benzéne sulfonate) pour donner de la quinoneimine, un complexe de couleur
violette. L'absorbance mesurée alors a510 nm (490-530) est proportionnelle a la quantité

d'acide urique dans le spécimen (Bousaleh et al., 2020).

11.3. Test de P’activité inhibitrice de la réaction catalysé par la XO

L’effet inhibiteur des composés organométalliques sur 1’activité de la XO est étudié a
I’aide d’un lecteur a microplaque de 96 puits, apres plusieurs essais afin de déterminer les
concentrations nécessaires de 1’inhibiteur.

Un volume de 22,6 pl de I’extrait enzymatique brut est ajouté a 45,2 ul de ’inhibiteur
(solubilisé dans un pourcentage bien déterminé de DMSO, donc 1’objectif est de s’assurer
la solubilité totale) avec 8 concentrations croissantes, ce mélange est pre-incubé pendant
15min a 37°C.

La réaction enzymatique est déclenché par 1’ajout d’un volume 452ul du
substrat(xanthine de 0,06g/l), le milieu est incubé a 37°C pendant 30 min. Apres
I’incubation, on ajoute 136l du réactif de dosage de I’acide urique dont le volume final
du milieu réactionnel est égale a 250ul, le milieu est incubé a température ambiante (37
°C) pendant 30min, la lecture a double longueur d’onde est effectuée a 360 et 490 nm en

utilisant le lecteur de microplaque.




Sachant que :
e Le blanc de la plaque est dépourvu du substrat et de 1’inhibiteur.
e Le blanc de I’extrait est dépourvu de substrat.

e Le control est dépourvu de I’inhibiteur.

Les wvaleurs de I'ICso (la concentration inhibitrice nécessaire pour inhiber
I’activitéenzymatique a la moitie 50%) ont été déterminées a partir de la représentation

graphique I % = f (c) exprimée en pourcentage d“inhibition (I %) calculé ainsi:

(Ac- Ak)
1% = |———| x 100
Ac

- 1% : le pourcentage d’inhibition.
- A; : I’absorbance de I’activité enzymatique en présence d’inhibiteur.

- Ac : ’absorbance de I’activité enzymatique en absence d’inhibiteur.

L’ICso  calculée a partir de I’équation qui détermine le pourcentage d’inhibition
enfonction de la concentration de I’inhibiteur (Y = a X + b). Elle a été exprimée en
pg/ml.Le parametre 1Csoest la concentration inhibitrice médiane. Elle mesure la quantité
d’une substance (inhibiteur) qu’elle est nécessaire pour inhiber I’activité enzymatique a la

moitie 50%.

I11. Amarrage moléculaire :
L’amarrage ou docking est une technique informatique qui permet de prédire les
interactions probables entre des ligands (substrat, activateur ou inhibiteur) et les acides
aminés composant la structure d’une protéine, et optimiser aussi des molécules ayant déja
une activité avec le récepteur. 1l se déroule en deux étapes distinctes :
e Dans un premier temps une étape de positionnement du ligand dans le site choisi
de la protéine.
e Puis dans un second temps, une étape d’évaluation des interactions énergétiques
potentielles entre le ligand et la protéine(Laribi et Rabahi,2017).
Nous avons choisi d'utiliser GOLD (Genetic Optimisation Ligand Docking) parmi plus de

30 logiciels de docking qui sont actuellement disponibles car il est le plus approprié pour




la reconnaissance des métaux. Ce logiciel a prouvé son efficacité et sa précision dans le
docking d’un seul ou plusieurs ligands. GOLD considere le ligand comme flexible alors
que la protéine est maintenue fixe sauf pour les groupements hydroxyles de certains
résidus a savoir Tyrosine, Serine et Thréonine. Ce logiciel a été paramétré avec un jeu de
données de 314 complexes issus de la PDB (Protein Data Bank, http://www.pdb.org), et la
conclusion de ces tests est que GOLD prédit une solution similaire a la structure
cristallographique dans 70-80% des cas(Benarous, 2014).

Le GOLD est constitué de trois principals parties:

- La fonction du score « scoring function » pour classer les différents modes de liaison

- Le mécanisme d’installation du ligand dans le site actif de la protéine, GOLD utilise une
seule méthode basée sur I’ajustement de points « fitting points ».

- Un algoritme de recherche pour explorer les modes de liaisons possible, GOLD utilise
I’algoritme génétique.

Dans ce travail, nous avons chosi la xanthine oxydase humaine de code PDB : 2CKJ et le
ligand choisi est celui d’une valeur ICsq la plus faible représenteé ici par le complexe Lab.
Sachant que le site actif de I’enzyme (2CKJ) est constitué de quatre acides aminés
catalytiques tels que Glu1262, Arg913, GIn768 et Arg881.




RESULTATS ET DISCUSSION




. Rendement d’extraction de I’enzyme
Aprés I’extraction, nous avons obtenu un liquide de couleur transparante represente
I’extrait enzymatique brut d’un volume de 50 ml (obtenu a partir d’un volume de 950 ml

de lait humain), donc le rendement d’extraction est égale a 5,26%.

I1. Inhibition de la réaction catalysée par la xanthine oxydase :

Les résultats d'inhibition de la XOH par les 2 complexes organométalliques ont été
résumés dans le tableau 3, ou l'inhibition de cette enzyme est exprimée en ICso qui est
obtenu a partir de la représentation graphique de la variation du pourcentage d’inhibition
(I %) en fonction de concentrations des inhibiteurs (en pg/ml), les courbes sont

représentées dans la figurelb.

Tableau 3. Les valeurs d’ICso des inhibiteurs

Inhibiteurs 1Cs0 (ng/ml)
Ce3 261,1+9,91
La5 56,2+2,46

Les résultats obtenus montrent que les deux complexes organométalliques que nous avons
testés ont uneactivité inhibitrice modérée contre la xanthine oxydase avec des valeurs des
ICso pour le Ce3 de 261,1+9,91 et Lab de 56,2+2,46 pg/ml. Cette activité est nettement
inférieure de 652 et 160 fois, respectivement a celle présenté par le médicament

Oxypurinol (0,43 pg/ml).

Dans le but de traiter la maladie de la goutte, beaucoup des études scientifiques ontété
réalisées pour évaluer les effets antihyperurécimie et anti-goutte, des molécules
puresetdes extraits des plantes médicinales sur ’activité de la xanthine oxydase. Afin de
trouverunnouveau médicament que ce soit naturel ou synthétique contre ces maladies
avec moins ousans effets secondaires. Dans ce travail, nous voulons comparer nos
résultats avec ces étudesantérieurs.Les activités inhibitrices de cette enzyme

sontregroupées dans le tableau 4.




Tableau 4. Les valeurs des ICso des inhibiteurs de la XOH a partir de la littérature

. Références
Inhibiteur IC50 (pg/ml)
. ( Chine et Ben saidane
Oxypurinol 0,43 2019)
. ( Chine et Ben saidane
Amflutizole 0,14 2019)
Foenlculu-mvulgare 3,89 (Bousaleh et al ,2019)
Mill
Pimpinellaanisum L. 2,37 (Bousaleh et al ,2019)
. ( Chine et Ben saidane
Indométacine 0,29 2019)
c ( Chine et Ben saidane
Célécoxib 1,28 2019)
Diclofénac de 143 ( Chine et Ben saidane
sodium ’ ,2019)
\ . ( Chine et Ben saidane
Naproxene sodique 2,19 2019)
. ( Chine et Ben saidane
Ibuprofene 2,92 2019)
Carum carvi L. 3,43 (Bousaleh et al ,2019)

Nous avons remarqué que les lanthanides étudiés sont des inhibiteurs modérés en
les comprant avec les huiles essentielles des épices publié par Bou-Saleh et al., 2020 et
les médicaments anti-inflammatoires non steroidiens publié par Chine et Bensaidane,
2019.

Sachant que ce type de complexes a été déja étudié par Kostova et al., 2005 pour
leurs activités cytotoxiques, ils ont montré une activité anti-cancéreuse importante contre

deux lignés cellulaires humaines (pour le cancer de sang).

Cette comparaison resterelative,dont 1’objectif est de connaitre ’efficacité de nos

inhibiteurs par rapport aux inhibiteurs de référence de la XO. Sachant que nous n’avons




pas trouvé des valeurs des ICso d’inhibition de cette enzyme humaine avec notre méthode

de détection d’inhibition, d’ou I’originalité de ce travail.
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Figure 15. Représentations graphiques de I’inhibition de ’activité enzymatique de la

XHO par les deux complexes

I11. Amarrage moléculaire

Afin de définir la nature des interactions entre inhibiteur-enzyme, nous avons réalisé des

expériences sur I’amarrage du meilleur complexe inhibiteur (La5) dans le site actif de

I’enzyme (2CKJ) avec le programme GOLD. Nous avons sélectionné la meilleure pose

d'amarrage, lié au score obtenu par le logiciel et du type d'interaction existant dans les

solutions générés.A travers cette étude, nous détaillerons le type d'interactions pour le

complexe La5 et I’allopurinol (Figure 16).

Le complexe La5, 591 g/mol;constitué de La*" et le ligand bis(4-hydroxy-2-oxo-

2H-chromen-3-yl)-(1H-pyrazol-3-yl)-methane, est composé de groupes benzene, indole et




carboxyle. Le mode de fixation adopté par cette molécule permet aux groupes benzene et
indole de se déposer dans une cavité limité de résidus d'acides aminés hydrophobes
représentés par Alal084, Met1039, Val1260 et Phe799.Ces groupes interagissent avec les
interactions hydrophobes =-alkyle et m-m stacked.Nous avons enregistré une liaison
hydrogene, située entre 1’atome d’oxygéne de Lab avec I'atome d'hydrogene de GIn1041
d’une distance de 2,30A".

ARGY13

Figure 16. La meilleure pose de docking pour le complexe Lab

o



CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

.



En conclusion, ce travail met en évidence I’importance de la prise en charge de la
pathologie goutteuse souvent banalisée par la recherche de nouveaux inhibiteurs de la
Xanthine Oxydase.

La xanthine oxydase qui aprés dégradation des nucléotides (AMP, GMP) agit sur
les résidus résultants pour former 1’acide urique. Elle est a 1’origine de I’hyperuricémie,
et une autre pathologie connue sous le nom de la goutte.

Notre étude propose de traiter cette maladie, via I’inhibition de la XO par deux
complexes organometalliques de la famille des lanthanides in vitro et in silico.

Les résultats obtenus in vitroa travers ces tests montrent que les deux compolexes
possédent une activité inhibitrice modérée ce qui est confirmé par les valeurs des ICsode
56,2 et 261,1ug/mlpour La5 et Ce3, respectivement.

Les résultats de cette étude suggerent que la méthode de la detection de double enzymes
(DED) est exacte,précise et reproductible.

Les personnes souffrant de la goutte devraient consommer beaucoup de Iégumes et de
salades fruits de mer. Elles ne doivent pas manger d’abats ni de foie, qu’ils soient de porc,
de beeuf ou de veau. De maniére générale, elles doivent consommer de petites portions de
viande (100 g) et privilégier les viandes pauvres en purines, telles que les escalopes de
dinde, la poitrine de beeuf, avec ces recommendations :

e Plus de produits laitiers
e Beaucoup de Iégumes
e (Gare au sucre

e Boire de I’eau

e Perdre du poids

Nous envisageons a travers les études prochaines de tester d’autre complexes
organomeétalliques pour déterminer leurs pouvoir anti-xanthine oxydase et leurs possiblité
de les utiliser comme des futurs médicaments efficaces et avec moins d’effets
secondaires.
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Résumé

La goutte est caractérisée par des taux élevés d'acide urique (AU) dans le sang, ces niveaux élevés d'AU
sont associés & une ingestion et une métabolisation accrues des purines et / ou & une diminution de leur
excrétion. Dans ce domaine, la xanthine oxydase (XO), en convertissant I'nypoxanthine et la xanthine en
AU, joue un role important dans le contréle de I'nyperuricémie. Sur la base des limites et des effets
indésirables liés a l'utilisation de l'allopurinol et du fébuxostat, les médicaments approuvés les plus connus a
effet inhibiteur de XO. Le but de cette étude est d’évaluer in vitro et in silico de l'activité inhibitrice par des
complexes organométalliques synthétisés en Italie (Ce3 et La5), contre la xanthine oxydase humaine
(XOH), a l'aide de I’amarrage moléculaire et d'une méthode d'analyse innovante basée sur la double
détection enzymatique (DED). Les résultats montrent une inhibition modérée de la XOH avec une 1C50 de
261,1£9,91 pg/ml, 56,2+2,46 pg/ml ; pour Ce3 et La5, respectivement. Une étude in silico basée sur
I'amarrage moléculaire a l'aide du programme GOLD a été réalisée pour étudier I'inhibition de XOH. Les
résultats montrent que les deux complexes organometalliques utilisés donnent un effet inhibiteur important
contre la XOH.

Mots clés : xanthine oxydase humaine, goutte, inhibition, complexes organometalliques, amarrage
moléculaire.

Abstract

Gout is characterized by high levels of uric acid (UA) in the blood. These high levels of UA are associated
with increased purine ingestion and metabolism and/or a decrease in their excretion. In this area, xanthine
oxidase (XO), by converting hypoxanthine and xanthine to AU, plays an important role in the control of
hyperuricemia. Based on the limitations and adverse effects associated with the use of allopurinol and
febuxostat, the most well known approved drugs with an inhibitory effect on XO.The aim of this study is to
evaluate in vitro and in silico the inhibitory activity of organometallic complexes synthesized in Italy,
against human xanthine oxidase (HXO), using molecular docking and an innovative analytical method
based on double enzyme detection (DED). The results show a moderate inhibition to HXO with an 1C50
0f261.1£ 9.91 pg/ml, 56.2 + 2.457 pg/ml ;for Ce3 &La5, respectively.An in silico study based on molecular
docking using GOLD software have been realized to study the HXO inhibition. The results show that both
complexes gave intersting inhibitory effect against HXO.

Key words:gout, Human xanthine oxidase, organometallic complexes, enzyme inhibition, docking
molecular
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