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Résume

La goutte est une forme d'arthrite inflammatoire causée par I'accumulation de cristaux
d'acide urique dans les articulations. Son traitement est basé sur Il'inhibition de la xanthine
oxydase, qui est une enzyme impliquée dans la formation d'acide urique a partir des purines.
L'inhibition de cette enzyme permet de réduire les taux éleves d’AU, ce qui est crucial dans le
traitement de la goutte. Notre objectif est d'évaluer in silico I'effet d'inhibition de cing alcaloides
marins comme la Spongothymidine (mol1l), la Spongouridine (mol2), la Mycalisine A (mol3),
I'Ascidiathiazone A (mol4) et la Methylsulfinyladenosine (mol5) sur la xanthine oxydase du
lait humain (XOH) comparé au contrdle (Febuxostat). La prédiction de I'activité biologique
(PASS) a eté effectuee pour filtrer les meilleurs inhibiteurs de XO, suivi par la vérification du
profil pharmacocinétique (PC) comme I'absorption, la distribution, le métabolisme et la toxicité
(ADMT), enfin l'amarrage moléculaire (AM) avec AutoDock vina (ADV), AutoDock Tools
(ADT), et Discovery Studio Visualizer (DSV) pour expliquer le mode d'action de ces
inhibiteurs. Les résultats montrent que moll était le meilleur modeéle d'inhibiteur pour XOH,
présentant un PASS et un profil ADMT validés, ainsi qu'une énergie de liaison le plus faible de
-8,1 kcal/mol par rapport au contréle, ce qui témoigne de sa remarquable affinité. En outre,
mol2, mol3 et mol5 ont été considérés comme des inhibiteurs modérés, tandis que mol4 a
présenté l'affinité de liaison la plus faible par rapport au contrble. Par ailleurs, tous les
inhibiteurs ont été identifiés comme des candidats potentiels pour la XOH, avec des profils
pharmacocinétiques approuvés. Ces résultats prometteurs justifient une exploration plus
poussée dans le développement de médicaments, y compris des essais cliniques, afin de
capitaliser sur leur potentielle efficacité.

Mots clés : Goutte, Xanthine oxydase, PASS, ADMT, amarrage moléculaire,
Spongothymidine.



Abstract

Gout is a form of inflammatory arthritis caused by the accumulation of uric acid crystals in
the joints, and its treatment depends on inhibiting xanthine oxidase, an enzyme involved in the
formation of uric acid from purines., Inhibition of this enzyme helps to reduce the high levels
of UA, which is crucial in the treatment of gout. We aim to evaluate in silico, the inhibition
effect of five marine alkaloids like Spongothymidine (moll), Spongouridine (mol2),
Mycalisine A (mol3), Ascidiathiazone A (mol4), and Methylsulfinyladenosine (mol5) to human
milk xanthine oxidase (HXO) compared to the control (Febuxostat). Prediction of biological
activity (PASS) was performed to filter the best XO inhibitors, followed by checking the
pharmacokinetics (PK) profile like absorption, distribution, metabolism, and toxicity (ADMT),
finally molecular docking (MD) with AutoDock vina (ADV), AutoDock Tools (ADT), and
Discovery Studio Visualizer (DSV) was done to explain the mode of action of theses inhibitors.
The results show that mol1 was the best inhibitor model for HXO displaying a validated PASS
and ADMET profile, along with a lowest binding energy of -8.1 kcal/mol compared to the
control showing its remarkable affinity. In addition, mol2, mol3, and mol5 were considered as
moderate inhibitors, while Mol4 exhibited the weakest binding affinity compared to the control.
Notably, all inhibitors were identified as potential candidates for HXO, with approved
pharmacokinetic profiles. Consequently, these promising results warrant further exploration in
drug development, including clinical trials, to capitalize on their potential efficacy.
Keywords: Gout, Xanthine oxidase, PASS, ADMT, Molecular docking, Spongothymidine.
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Introduction

Historiquement, les premiéres preuves documentées de la goutte remontent & I'Egypte
ancienne [1]. En 2640 avant notre ére, les Egyptiens ont utilisé le terme "podagre™ pour décrire
les poussées de goutte de la premiere articulation métatarso-phalangienne. De plus, des preuves
archeologiques ont révélé la présence de cristaux d'urate dans les articulations de momies
égyptiennes [1]. Au 5e siécle avant J-C, du fait de son lien avec les aliments riches en purines
et la consommation excessive d'alcool, Hippocrate la qualifiait d'« arthrite des riches » et de «
maladie qui entrave la marche ». En raison de son association avec un mode de vie opulent, elle
était également désignée comme « la maladie des rois » [2].

L'histoire scientifique de la goutte a pris son départ en 1776, lorsque le chimiste Carl Wilhelm
Scheele a identifie I'acide urique (AU) présent dans les calculs rénaux. Plus tard, au cours du
XIXe siécle, Alfred Baring Garrod a mené des expériences démontrant que l'urate de soude
déposé n'est pas I'effet de I'inflammation goutteuse, mais bien sa cause [3].

La goutte, maladie inflammatoire, se caractérise par des épisodes douloureux, conséquence
d'une hyperuricémie favorisant la cristallisation d'urate de sodium au sein des articulations et
des tissus [4]. De plus, un taux d’acide urique anormal est associé a diverses pathologies, telles
que I'hypertension, les troubles lipidiques, les maladies cardiovasculaires et rénales chroniques.

Actuellement, le principal traitement de I’hyperuricémie dans la pratique clinique consiste a
réduire la production d'AU et a promouvoir I'excrétion d'/AU en tant que supplément. Par
conséquent, I'inhibition de la XO peut étre une méthode efficace pour réduire le niveau d'AU
[5].

Les patients se voient souvent prescrire des anti-inflammatoires non stéroidiens ou de la
colchicine pour améliorer les crises aigués. Mais l'utilisation prolongée de ces médicaments
peut entrainer des effets secondaires dangereux pour les patients. Ainsi, d'un point de vue
clinique, il est crucial d'étudier de nouvelles méthodes de traitement de la goutte [6]. Nous avons

choisi la pharmacognosie marine, soutenant une nouvelle stratégie utilisant des alcaloides

1| Page



Introduction

dérivés des spongiaires et tuniciers pour trouver un traitement efficace avec moins d'effets
secondaires. Ces derniers sont des invertébrés qui produisent des meétabolites secondaires
bioactifs agissant comme défenses chimiques contre les prédateurs et les organismes incrustants
[7]. lls ont montré un potentiel thérapeutique prometteur dans divers domaines, notamment le
traitement du cancer, en tant qu'antiviraux, antitumoraux, antifongiques et inhibiteurs
d'enzymes [8, 9].

Cette étude vise a identifier de nouveaux alcaloides antigoutteux en prédisant leur capacité
inhibitrice sur la xanthine oxydase humaine (XOH). Les sources étudiées sont les spongiaires
Tethya crypta et Mycale sp et les tuniciers Atriolum robustum et Apliuduim sp. Ce travail sera
réalisé par prédiction d'activité biologique (PASS) utilisant le serveur Way2Drug, évaluation
de leurs propriétés pharmacocinétiques telles que I'absorption, la distribution, la métabolisation
et la toxicité (ADMT) avec le serveur pre-ADMET 2.0, et prédiction de leur affinité de liaison
par amarrage moléculaire utilisant les programmes AutoDock Vina et AutoDock Tools.

Le document était composé de trois parties principales, structurées comme suit :

+ La section initiale offre une revue littéraire concise, résumant les concepts clés
essentiels a cette étude. Initialement, nous définissons la goutte, ses causes, symptomes,
diagnostic et traitements disponibles. Ensuite, nous nous plongeons dans la XOH,
mettant en avant son importance en tant que cible thérapeutique. De plus, nous
explorons la taxonomie, la répartition et la morphologie des éponges marines utilisées
dans nos recherches.

+ La deuxieme section se concentre sur les procédures expérimentales, détaillant les
matériaux et méthodologies employées tout au long de la recherche. Cela est suivi par
une présentation des résultats obtenus, qui sont ensuite analysés et discutés.

La derniére partie du document est la conclusion et les perspectives.
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I. Lagoutte
1.1 Définition

La goutte est une arthrite inflammatoire caractérisée par I'accumulation de cristaux d'urate
monosodique dans les articulations et d'autres tissus conjonctifs [10]. L alcool et les aliments
riches en purines sont les causes directes de cette affection, car ils augmentent les taux sanguins
d'AU qui est un produit de dégradation des purines [11]. Les humains excrétent de I'acide urique
par voix rénale [12].

Lorsque les concentrations sériques d'acide urique dépassent les limites de solubilité (6,8
mg/dl & pH physiologique), cela entraine une hyperuricémie, qui, si elle n'est pas traitée, peut
causer des calculs rénaux, de I'arthrite aigué et d'autres effets indésirables [13]. C'est pourquoi,
chez les patients souffrant de goutte, les concentrations sériques d'acide urique doivent étre
réduites au moins a la moitié du niveau cible de 6 mg/dL (et méme a moins de 5 mg/dL chez

les patients atteints de goutte sévére) [14]. Exemple de dép6t de cristaux d'acide urique dans le

&EY

gros orteil illustré dans la figure 1.

Figure 1 : Dépot des cristaux d’acide urique dans le gros orteil.

1.2 Causes et facteurs
L'une des principales causes de goutte est I'hyperuricémie, caractérisée par une concentration
élevée d" AU dans le sang [15]. Mais d autres facteurs de risque ont egalement été identifiés.

On peut citer :
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

+ Les facteurs génétiques : Le niveau d"AU et la prévalence de la goutte sont associés a
la diversité genétique dans slc2a9, apcg?2 et slc17a3. Ces genes sont impliqués dans le
transport rénal de l'urine. Des différences génétiques au niveau de ces génes peuvent
entrainer un risque de goutte [16].

+« L'alimentation et I'alcool : Parmi les boissons alcoolisées, la biére est celle qui
représente le facteur de risque le plus élevé car elle a une haute teneur en purines [17].

+ L’Age et le sexe : Le risque de développer la goutte augmente avec ’age et sa prévalence
est plus elevée chez les hommes que chez les femmes, cette différence peut s'expliquer
par l'action uricosurique des estrogénes [18].

+ Obésité : L'obésité a été associée a I'hyperuricémie, qui peut induire une augmentation
sérique ou une diminution de I'excrétion rénale de I'acide urique [19].

+ L’hypertension : Le traitement de I'hypertension artérielle par des diurétiques favorise
I'nyperuricémie [20].

1.3 Symptomes

La crise de goutte se manifeste généralement en quelques heures, avec une rougeur, une
chaleur, une douleur et un gonflement de l'articulation a cause de cristaux d’AU. En général, la
crise de goutte affecte le gros orteil, mais elle peut parfois toucher plusieurs articulations. Celle
des chevilles, des genoux, des pieds et des poignets. Les attaques répétées peuvent provoquer
des dommages a l'articulation, ce qui peut conduire a une goutte chronique [21]. Les principaux
symptémes de la goutte chronique sont : les déformations articulaires, la formation de tophi
[15]. La douleur permanente, les signes d'usure articulaire et les atteintes rénales [22].

1.4 Diagnostic

En général, le diagnostic de la goutte se fait a partir d'une évaluation des antécédents
médicaux du patient et d'un examen physique. On peut effectuer des tests sanguins pour évaluer
les niveaux d'acide urique [21]. Si un diagnostic de goutte reste incertain ou incomplet il est
important de considérer I'aspiration articulaire et la microscopie du liquide synovial [23].
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Cependant, I'identification des cristaux d'urate monosodique peut étre difficile car I'aspiration
articulaire et I'analyse du liquide synovial nécessitent des compétences et des installations qui
ne sont pas toujours disponibles, en particulier dans les soins primaires. Ainsi, les techniques
d'imagerie jouent un réle important dans le diagnostic de la goutte, en particulier chez les

patients dont les diagnostics sont incertains [24]. Comme illustre dans la figure 2.
Patients de goutte
Diagnostic par

Analyse microscopique des cristaux d'urate monosodique présents dans le liquide synovial

Si la détection du liquide synovial n'était pas disponible

TDMDE &
TDM Spectrale IRM Echo TEMP/TDM RX
Détecter les Evaluer le Evaluer la Evaluer la
tophis. Lorsqu'il canal d.gg;r;?/ter gravité et la colonne
L - . : vertébrale et
est combiné avec rachidien, qui plusieurs distribution de les
. caractéristiques : :
un logiciel de est tres rare et de la gou(tqte l'arthrite artlcu_la_ltlons
. R . . sacro-iliaques
traitement difficile, car sa precoce a goutteuse et la et mesurer la
- . . . I'échographie densité des
d'image qui manifestation image détection de "
. ' tophi.
comprend un clinique et ses linflammation
algorithme de résultats aigueé.

décomposition du
matériau pour
coder l'urate en

couleur.

radiologiques
sont similaires
a ceux des

tumeurs.

Figure 2 : Un diagramme résumant les étapes de diagnostic de goutte [25].

1.5. Traitements de la goutte

Le traitement de la goutte comprend les inhibiteurs de xanthine oxydase, cette enzyme est la
principale cible thérapeutique pour traiter la goutte et I'nyperuricémie et réduire la production
d’AU [26]. Dans le traitement d'une crise de goutte, tout d'abord, il faut reposer l'articulation
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affectée, puis le médecin prescrira des médicaments pour I'inflammation. Les principaux

médicaments utilisés sont dans le tableau 1.

D autre part, il est essentiel de modifier le mode de vie des patients souffrant de goutte; en

évitant la consommation d'alcool et de réduire leur consommation d'aliments contenant une

grande quantité de purines, comme la viande blanche et rouge [27]. Les tableaux (let 2) ci-

dessous mentionnent certains médicaments de la goutte avec leurs dosages :

Tableau 1: Médicaments indiqués dans le traitement de la goutte aigué [28].

Les
. Dosage Remarques
médicaments
Exp : Indométacine (Indocine), Les AINS doivent étre évités ; en cas
Les AINS
une dose de 50 mg trois fois par jour. de maladie cardiovasculaire
1,2 mg au départ, puis 0,6 mg apres une heure, La colchicine doit étre évitée en cas de

Colchicine

puis 0,6 a 1,2 mg par jour

maladies rénales et hépatiques

Dosage variable, voies orale, intramusculaire ou intra
articulaire, (prednisone, 40 mg pour quatre jours, puis 20
Les corticoides

mg pendant quatre jours, puis 10 mg pendant quatre

jours)

Lors de l'arrét du traitement par
corticostéroide oral, il est recommandé
d'éviter les poussées de rebond en

effilant.

Apres avoir résolu la crise de goutte, il est possible de mettre en ceuvre un traitement préventif

pour éviter de nouvelles crises et de diminuer le taux d'acide urique dans le sang. On le

recommande surtout si le patient présente deux crises ou plus par an [29]. Parmi les

médicaments utilisés, on peut citer :

Tableau 2: Médicaments indiqués dans la prévention de la goutte chronique [28].

Médicaments Dosage

Remarques

Le dosage initial est 100 mg par jour, sauf chez les
Allopurinol patients avec dysfonctionnement rénal ; dosage efficace
(Zyloprim) commun est de 300 mg par jour, mais des doses plus

¢élevées peuvent Etre nécessaire

Il est recommandé de réaliser des tests
génétiques avant d'initier un traitement
chez les patients présentant un risque
de réaction cutanée d'hypersensibilité

sévere
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40 mg une fois quotidiennement, peut augmenter jusqu'a 11 est déconseillé chez les patients
Febuxostat
80 mg quotidiennement, si taux sérique d'acide urique traités avec de l'azathioprine (Imurane)
(Uloric)
est au-dela de 6 mg apres deux semaines et de la mercaptopurine

Il. Xanthine oxydase

La xanthine oxydase, également connue sous le nom de xanthine oxydoréductase XOR, est
une enzyme essentielle dans le processus de catabolisme des purines [30]. Historiquement,
I"enzyme a été isolée pour la premiére fois du lait bovin sous le nom d aldéhyde oxydase en
1902, puis il a été découvert en 1926 qu elle était identique a I'enzyme xanthine oxydase [31].

La xanthine oxydase (XO), une molybdo-flavo-protéine, est largement distribuée dans divers
types d organismes, des bactéries aux humains. Elle catalyse I"oxydation de I"hypoxanthine en
xanthine, puis en AU dans le métabolisme des purines [32].

Il existe deux formes inter-convertibles qui peuvent étres exprimer sous la forme
déshydrogénase en utilisant le NAD comme accepteur final d électrons du site flavine de
I"enzyme, mais elle peut également exister sous la forme d oxydase qui utilise I'O2 [33].

11.1. Structure

La xanthine oxydase est un homodimére de 290 kDa dont chaque monomere agit
indépendamment et posséde un centre de molybdene au niveau duquel I'hydroxylation
oxydative des substrats a lieu [34].

Chague monomeére de la XO se compose de trois domaines :
+ Le domaine C-terminal de 85 kDa contient un cofacteur de molybdoptérine (Moco)
contenant du molybdéne, qui permet I"hydroxylation oxydative des purines,
+ Le domaine intermédiaire de 40 kDa contient un cofacteur flavine adénine dinucléotide
(FAD),
+ Le domaine N-terminal de 20 kDa contenant deux clusters fer-soufre non identiques

(2Fe/2S) (Figure 3) [35].
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Figure 3 : La structure 3D de la xanthine oxydase humaine (XOH, pdb ID : 2ckj).
(A) : La XOH, (B) : La chaine A de la XOH, (C) : Zoom sur le site actif avec la flavine-
adénine dinucléotide (FAD).

11.2. Mécanisme réactionnel

La xanthine oxydase est une enzyme clé dans le métabolisme des purines. Elle utilise
I'oxygene pour réguler les deux derniéres étapes de la dégradation des purines (Figure 4):
I'oxydation de I'hypoxanthine en xanthine et I'oxydation de la xanthine en AU suivant ces
étapes [36]:

# Le substrat est oxydé au centre molybdéne (Mo) qui est réduit de MoY' a Mo' au
cours du processus [37], par deux électrons qui sont transférés du substrat a l'unité
molybdoptérine.

4+ La réoxydation du centre Mo et la réactivation de I'enzyme se produisent par le
transfert de deux électrons vers une molécule d'oxygene.

4+ Les deux électrons se déplacent du centre Mo vers le premier cluster fer-soufre appelé
Fe/S, puis vers le deuxieme cluster fer-soufre Fe/S I, ensuite transférés vers l'unité
FAD avant d'étre utilisés pour réduire les molécules d'oxygeéne, produisant des anions

superoxydes et du peroxyde d'hydrogéne comme produits finaux du processus [38].
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Figure 4 : Mécanisme réactionnel de la XO [36].

11.3. Les différentes formes de la XO

La xanthine oxydase existe sous deux formes : la XDH est la forme native, qui est
principalement présente a I'intérieur de la cellule, peut étre convertie en XO par oxydation des
groupes sulfhydriles ou protéolyse limitée. La forme XO est la plus courante dans les fluides
biologiques comme le plasma et le lait [39]. XDH préfere le NAD comme substrat d oxydation
(mais réagit également avec I'O2 alors que XO ne peut pas réagir avec le NAD et ne peut utiliser
que I'02 [34].

Il est intéressant de noter que seuls les mammiferes peuvent convertir la déshydrogénase en
oxydase ; les autres organismes, des poulets aux bactéries, ont des déshydrogénases nécessaires
qui ne peuvent pas étre converties en oxydases [31].

I1. Organismes marins étudiés

Les alcaloides sont utilisés sous forme d’extraits naturels, depuis de nombreuses années, en
raison de leurs propriétés biologiques et thérapeutiques intéressantes [40]. D’autre part, les mers
et les océans occupent environ 70 % de la surface de la terre, donc les chercheurs ont commencé
a les étudier de maniére systématique pour y trouver des produits pharmacologiques provenant
d’organismes marins [41]. On distingue les alcaloides marins qui sont une catégorie de
composés présentant différentes structures azotées qui peuvent étre étudiées comme des
composés bioactifs naturels potentiels, comme présentent dans : les tuniciers et les spongiaires
[42]. Nous avons sélectionné deux tuniciers : Apliuduim sp (Figure 5) et Atriolum robustum

(Figure 6), et deux éponges : Tethya crypta L (Figure 7) et Mycale sp (Figure 8), en fonction
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de leur potentiel en alcaloides. Leur taxonomie linnéenne et leurs répartitions géographiques

ont été obtenues le 20 avril 2024 a partir de (https://spongeguide.uncw.edu), guide de Florent's

To The Tropical Pacific Reefs, et du guide : Splendid sponges of Palau [43].
I11.1. Les tuniciers

Les tuniciers sont des organismes marins sessiles au corps mou, sont hermaphrodites dont le
corps varie du translucide au bleu, au vert, au jaune, au rouge et au brun, et ne vivent que de
deux mois a un an, appartenant a la famille des Ascidiacea. Les tuniciers produisent d’abondants
produits naturels marins, y compris des alcaloides. En raison de leurs puissants systémes de
défense, les tuniciers sont tres appréciés comme ressources medicamenteuses [44]. Dans ce
travail, nous avons étudié deux alcaloides provenant de tuniciers marins, a savoir la
méthylsulfinyladénosine isolée d'Atriolum robustum L [45], et I'ascidiathiazone A, isolée
d'Apliuduim sp L [45].

A. Apliuduim sp
Nom commun : Aplidium a doubles cercles Blancs.

A.1l. Taxonomie

Régne Animalia
Embranchement Chordata
Classe Ascidiacea
Ordre Enterogona
Famille Polyclinidae
Genre Aplidium
Espéce Aplidium sp L.

A.2. Repartition géographique et morphologie
Apliuduim sp est répartie dans les régions Méditerranée Nord-Occidentale [46], le nom
scientifique de cette Aplidium n'est pas encore connu, elle présente 6 points rouges autour du
siphon buccal entre deux cercles blancs (Figure 5). La tunique commune est extrémement
transparente, ce qui laisse voir un motif triangulaire a sommet arrondi qui semble représenter

ce qui doit étre la base du siphon cloacal de chaque zoide [47].
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Figure 5: Photo représente : Apliuduim sp (Obtenue le 20 avril 2024) [47].

B. Atriolum robustum
Nom Commun : Petite synascidie-urne.
B.1. Taxonomie

Régne
Embranchement
Classe
Ordre
Famille
Genre

Espece

Animalia
Chordata
Ascidiacea
Aplousobranchia
Didemnidae
Atriolum

Atriolum robustum L.

B.2. Répartition géographique et morphologie

Atriolum Robustum est présent a des profondeurs de 12 a 300 m dans la région tropicale de

I"ouest et du centre de I'Indopacifique, son aire de répartition s'étend de Madagascar a I'Australie

et a la Papouasie-Nouvelle-Guinée, en passant par la Réunion et Mayotte [48]. Les colonies se

composent de plusieurs petites urnes contigués (Figure 6) et de forme ovoide allongée mesurant

chacune au maximum 15 mm de hauteur reliées entre elles par une base encrolitante commune,

colonies de consistance ferme au toucher. Chaque lobe érigé de la colonie montre une grande
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cavité avec une ouverture apicale, les cotés de chaque urne présentent des petits trous, Elle est

de coloration presque vert-jaune a I’ensemble de la colonie [49].

Figure 6 : Photo représente : Atriolum Robustum (Obtenues du guide : Florent's Guide To
The Tropical Pacific Reefs) [50].

I11.2. Les spongiaires

Les éponges, également connues sous le nom de spongiaires, sont des animaux marins de
forme, de taille et de couleurs trés variée. Il existe environ 10 000 espéces, considérées comme
des animaux multicellulaires, qui sont parmi les plus simples et les plus anciennes connues [51].
Dans ce travail, nous avons étudié trois alcaloides provenant d’éponges marins, a savoir la
spongothymidine, la spongouridine isolée de Tethya crypta et la mycalisine A isolée de Mycale
sp [52, 53].

A. Tethya crypta L
Nom Commun : Cryptotheca crypta.

A.l. Taxonomie

Regne Animalia
Embranchement Porifera
Classe Demospongiae
Ordre Tethyida
Famille Tethyidae
Genre Tethya
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Espéce Tethya crypta L.

A.2. Répartition géographique et morphologie

Tethya crypta L est répartie dans les zones récifales situées sur des substrats plus mous tels
que le sable ou la boue dans le Sud de la Floride et Caraibes (Floride, Bahamas, République
Dominicaine, Jamaique, et Belize) [54] et dans 1’ Atlantique Centre-Ouest : Etats-Unis et Cuba
[55]. Elle est vert olive foncé (Figure 7) de la taille d'un poing, la couche externe visible de
I'animal présente des tubercules plats d'environ 3 a 5 mm de diametre et une épaisse couche de
sédiments, on trouve a la surface de l'animal des mégascleres, qui sont des structures
rayonnantes et se ramifiant vers l'extérieur. Les rayons ont des extrémités arrondies ; les
micrasters ont un diametre compris entre 8 et 12 um. L'éponge se distingue par des ostiums qui

sortent de sa caviteé corporelle et qui peuvent s‘ouvrir ou se refermer brusquement [56].
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Figure 7: Photo représente : Tethya crypta L (Obtenue du guide : The Sponge Guide) [57].

B. Mycale sp

Nom commun : Arenochalina

B.1. Taxonomie

Régne Animalia
Embranchement Porifera
Classe Demospongiae
Ordre Poecilosclerida
Famille Mycalidae
Genre Mycale
Espeéce Mycale sp L.

B.2. Répartition géographique et morphologie
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Mycale sp est répartie dans des récifs peu profonds jusqu'a 45m aussi en Indonésie, en
Australie occidentale, aux Seychelles, a Oman, a Zanzibar, a Madagascar et en Inde [58] cette
Mycale est de couleur beige-grisatre (Figure 8), avec une forme branches ramifiées,
anastomosées, érigées ou étalées. La surface présente des alvéoles et des conules épineuses. On
peut parfois observer les pores inhalant dans les trous de la surface. La taille des oscules varie,
ils sont irrégulierement répartis sur les branches. Le corps est constitué de fibres avec des

pointes a la surface. Il y a des spicules : téte arrondie et extrémité marquée [59].

A e e e e e e e e

71

Figure 8 : Photo représente : Mycale (Arenochalina) setosa [59].
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e Logiciels, bases de données et serveurs web

1. Les bases de données

v Protein Data Bank (PDB) : Il s'agit de la premiere source de données en libre acces en
biologie et constitue un référentiel mondial unique pour les informations structurelles
en 3D. Il offre une accessibilité libre des plusieurs structures expérimentalement
déterminées de protéines, d'’ADN, d'’ARN et de leurs complexes avec des médicaments

et/ou d'autres petites molécules (Figure 9) [60].

RCSB PDB  Deposit ~ Search ~ Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Leam ~ About » Documentalion ~ Careers COVID-19 MyPDE ~ ‘ ‘ Contactus |

B 218,500 Structures from the PDB
= ~ 3D Stuctures @ Enter search term(s). Entry ID(s, sequence Inciude CSM @
PROTEIN DATA X a 1,068,577 Computed Structure
Models (CSM A aarch | E PSR
Advanced Searct 0 Annotations Help
RIS SPDE 20k ?B,NAKB 18 e @ PDB-Dev m

1 orga ns
RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB) enables breakthroughs in April Molecule of the Month
science and education by providing access and tools for exploration

visualization, and analysis of

#™ Deposit B Experimentally-determined 3D structures from the Protein Data
Bank (PDB) archive

Q Search a Computed Structure Models (CSM) from AlphaFold DB and
ModelArchive

Eal Visualize These data can be explored in context of external annotations providing

a structural view of biology.

i Analyze

PRE

P
ﬁ a "./QE“ PDB-101
p— s sss Trainina

Figure 9 : L'interface principale de la base de données PDB.

v' Pubchem : est un agrégateur de données qui regroupe des informations chimiques

provenant de centaines de sources de données (Figure 10) [61].

BE  An official website of the United States government Here

m) National Library of Medicine
Nat

Pub@hem About Docs Submit Contact

Explore Chemistry

Quickly find chemical information from authoritative sources

Try covid-19 aspinn EGFR C9H804 57-27-2 C1=CC=C(C=C1)C=0 InChl=15/C3H60/c1-3(2)4/h1-2H3

[ use Entrez

Figure 10 : L'interface principale du Pubchem.
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v" AutoDock Tools 1.5.7 (ADT) : Il s'agit d'une interface utilisateur visuelle qui permet de
préparer, d'exécuter et d'analyser les ancrages généreés a partir de I'AutoDock Vina. Cette
interface permet de réaliser des opérations telles que I'ajout d’hydrogenes, I'ajout de
charges atomiques, la préparation du ligand et de la cible au format pdbqt compatible
avec I'AutoDock Vina, la création de grilles et de fichiers de parametres d'ancrage, ainsi

que la visualisation interactive des résultats d'ancrage (Figure 11) [62].

‘74 AutoDockTools - X

File 3D Graphics Edit Select Display Color Hydrogen Bonds Compute Grid3D Help

AEEY LA Eme sk D

[
e

D142 Ligand _Flexible Residues  Grid _Docking _Run _Analyze
| Dashboard | Scenaio |  Tools |
rlcvp x|

] | LB CRMSLCI
5 A~ St onEl

All Molecules QLODOOVY
Current Selection SO0V

Figure 11 : L'interface principale de logiciel AutoDock Tools [62].

v" AutoDock Vina (ADV) est I'un des programmes d'amarrage moléculaire open source
les plus répandus, spécialement congu pour prédire avec précision les interactions entre
les proteines et les ligands. Il utilise un algorithme de recherche hybride combinant des
algorithmes génetiques avec une fonction de notation basée sur des données empiriques
d'affinité de liaison. Grace a cette approche, ADV peut explorer efficacement I'espace
conformationnel des ligands dans le site de liaison d'une protéine, identifier les modes

de liaison les plus favorables energétiquement et évaluer les affinités de liaison [63].
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v Discovery studio visualizer (DSV) : DSV est un outil d'analyse et de visualisation
moléculaire gratuit. Il permet de représenter en 3D une grande variété de biomolécules
telles que les protéines, les glucides, les lipides et les acides nucléiques. Cet outil offre
également la possibilité d'importer et d'exploiter les données générées par d'autres
logiciels. Grace a DSV, il est possible de visualiser les interactions et liaisons
intramoléculaires, de calculer les distances entre atomes, d'éditer des structures
moléculaires et des séquences génétiques. Cet outil est particulierement utile pour
analyser les résultats d'amarrage moléculaire,

en permettant de représenter

graphiquement les interactions entre un ligand et son récepteur (Figure 12) [64].
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Figure 12 : L'interface principale de logiciel DSV [64].
Serveurs web

Serveur Way2Drug : est un outil puissant (https://www.way2drug.com/passonline/)

permettant de prédire les activités biologiques de maniere précise. En fournissant la
structure 2D d'un composé chimique, il apporte une liste exhaustive d'activités
biologiques associées a des probabilités de découverte. Avec une capacité de prédiction

de plus de 4000 types d'activités biologiques (Figure 13). Way2Drug couvre un large
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éventail de phénomeénes, allant des effets pharmacologiques et des mécanismes d'action
aux effets toxiques et indesirables, ainsi qu'a linteraction avec les enzymes

métaboliques et les transporteurs, et méme a lI'influence sur I'expression des genes [65].

Way2Drug ==~

» Home » Definitions » Products » Services » FAQ » Contacts

Better solutions for your research and development
| o

It is easy to use

Get more information
about biological potential of your compounds.

PASS Online predicts over 4000 kinds of biological activity. including pharmacological effects, mechanisms of
action, toxic and adverse effects, interaction with metabolic enzymes and transporters. influence on gene
expression, etc.

Figure 13 : L'interface principale du serveur Way2Drug.
v Serveur PreADEMT : Ce serveur web est concu pour fournir des prédictions rapides et
préliminaires des propriétés clés de la pharmacocinétique, notamment l'absorption, la
distribution, le métabolisme, I'excrétion et la toxicité (ADMET), ainsi que pour analyser

les avantages et les inconvénients associés a ces propriétés (Figure 14) [66].
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— Tt Phem sl —_— 2008710 Mew release nf PreADMFT

Figure 14 : L'interface principale du serveur PreADMET.
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4. Etude PASS

L'étude PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances) a été mise a contribution afin
de prédire, les activités biologiques potentielles de quelques alcaloides sur la base de leur
structure chimique, en particulier celles liées au traitement de la goutte et a I'inhibition de la
XO. Les résultats PASS pour un composé donné se présentent sous la forme de deux
probabilités : I'activité probable (Pa) et I'inactivité probable (Pi). Ces deux valeurs, exprimeées
en pourcentage, varient entre 0 et 1 et permettent d'estimer la probabilité que le composé
présente ou non l'activité biologique considérée [67]. Nous avons utilisé le serveur Way2Drug
pour prédire les activités biologiques de nos molécules vis-a-vis de I'XOH.

Cing alcaloides ont été sélectionnés pour cette étude : Spongothymidine (moll),
Spongouridine  (mol2), Mycalisine A (mol3), Ascidiathiazone A (mol4) et
Methylsulfinyladenosine (mol5). Par rapport au contréle Febuxostat. Les propriétés chimiques
de ces composés sont résumées dans le tableau 3.

Tableau 3: Les composés étudiés avec leurs propriétés chimiques.

Poids moléculaire

Ligands Nom IUPAC Formule brute
(g/mol)
2-[3-cyano-4-(2-
Febuxostat
(Contrdle) 316,4 g/mol methylpropoxy)phenyl]-4-methyl- CisHisN2O3S

1,3-thiazole-5-carboxylic acid

1-[(2R,3S,4S,5R)-3,4-dihydroxy-

Spongothymidine 258,23g/mol 5-(hydroxymethyl)oxolan-2-yl]-5- Ci10H14N204
(moll) L .
methylpyrimidine-2,4-dione
Sponeouridine 1-[(2R,3S,4S,5R)-3,4-dihydroxy-
pong 244.2g/mol 5-(hydroxymethyl)oxolan-2- CoH2N,06
(mol2) Lo .
yl]pyrimidine-2,4-dione
4-amino-7-[(2R,3R,4S)-3-
.. hydroxy-4-methoxy-5-
My(clz:ll;i;r)le A 287,27g/mol methylideneoxolan-2- C13H13N503
yl]pyrrolo[2,3-d]pyrimidine-5-
carbonitrile
Cre e 1,1,5,10-tetraoxo-3,4-dihydro-2H-
Ascidiathiazone A 308,27g/mol pyrido[2,3-g][1,4]benzothiazine-7- C1oHgN2O6S

(mol4) carboxylic acid

(2S,3R,4S,5R)-2-(6-aminopurin-9-
329,34g/mol yl)-5-(hydroxymethyl)-2- C11Hi15N505S
methylsulfinyloxolane-3,4-diol

Methylsulfinyladenosine
(mol5)
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5. L’analyse d’Absorption, Distribution, Métabolisme et toxicité (ADMT)

L’analyse d’Absorption, Distribution, Métabolisme, et Toxicité (ADMT) aide a comprendre
le devenir du nouveau compose dans l'organisme et a prédire leur comportement apres leur
administration. Les données ADMT jouent un role dans le développement et I'évaluation des
médicaments présentant des propriétés souhaitables afin de garantir leurs propriétés
pharmacocinétiques (PC), car elles déterminent si les médicaments candidats seront
développés, suspendus ou abandonnés [68].

Dans notre étude, nous avons utilisé le serveur Pre-ADMET v2.0

(https://preadmet.webservice.bmdrc.org/adme/) reconnu comme une ressource puissante et

citée dans la littérature [69]. Avec le médicament de contrble, Febuxostat. Les parametres

utilisés sont mentionnés dans le tableau 4.

Tableau 4: Les parameétres utilisés pour I'étude ADMT.

Paramétres Description Normes Référence
Absorption
Perméabilité des cellules Permet d'évaluer la perméabilité > 20 (mieux) [70]
Caco-2 (nm/sec) intestinale d'un composé chimique, c'est-a-
T ] dire sa capacité a traverser la paroi
Absorption intestinale intestinale. entre (80-100) % [71]
humaine (AIH %) sont mieux
L'une des paramétres les plus importantes
des composés qui permet d'évaluer le Plus arand
Solubilité dans I'eau (mg/1) comportement de solubilisation du (migux) [72]
composé au cours du processus de
digestion intestinale
I?hclg'tlfg?éidneelg La glycoprotéine P (P-gp) protége les Inhibiteur [73]
glycop cellules des toxines et des xénobiotiques. (mauvais) ou pas
Distribution
Pénétration de la barriére Est une barriére physique qui contréle Normes > 2
hémato-encéphalique étroitement les échanges entre le sang et le (mieux) [74]
C.cerveau/C.san compartiment cérébral.
g p
Pernl\w/fglz:l:zttzr?ri&;;il)l ules Les cellules MDCK sont utilisées pour Plus grand [75]
étudier la distribution des xénobiotiques (mieux)
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Evaluer la liaison aux protéines

Liaison aux protéines plasmatiques principales a savoir Plus faible [76]
plasmatiques (%) I'albumine, l'alphal-glycoprotéine, les (mieux)
lipoprotéines et les globulines
Perméabilité pour la peau Comprendr,e la permeabll!te f:t{tanee des Normes [77]
(logKp, cm/heure) composés présente un intérét pour <25
' I'administration transdermique '
Métabolisme
Inhibition du cytochrome Mauvais
P450 3A4 . ibi
Evaluer le métabolisme de 90% des (Inhibiteur) [78]
Substrat du cytochrome xénobiotiques. Bon
P450 3A4 (Substrat)
Toxicité
, Le test d'’Ames est utilisé comme test de Doit étre Non-
Test d"Ames risque pour déterminer les effets mutagéne [7]
mutagenes des xénobiotiques.
Carcinogénicité souris/ rat Evaluer le pqtent!el cancérogene des Dqlt etre [80]
Xénobiotiques. Négative
Evaluer I’inhibition du canal de potassium Doit étre
Inhibition de la HERG dans le ceeur (responsable de battement). impérativement [81]
Négative

6. Amarrage moléculaire

L'amarrage moléculaire (AM), également connu sous le nom Docking moléculaire (Figure
15) est un outil puissant qui permet aux chercheurs d'explorer les interactions entre les
molécules, facilitant la découverte de médicaments et l'identification de composés
thérapeutiques potentiels, Ces derniéres années, I’AM est devenu un aspect essentiel du
développement de médicaments in silico. Cette technique consiste a prédire I'interaction entre

une petite molécule (ligand) et une protéine (récepteur) au niveau atomique [82].

Ligand .
2CKJ g 2CKJ+ligand

Figure 15 : Image illustrant les étapes du Docking.
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Nous avons effectué I’AM pour étudier la fonction principale du XOH avec les cing
alcaloides moll, mol2, mol3, mol4, et mol5 comme inhibiteurs possibles pour identifier le
mécanisme d'inhibition et les interactions impliquées. Les composés utilisés ont €té obtenus a
partir de la base de données PubChem [83]. Ensuite ont été enregistrées au format SDF. Elles
ont ensuite été converties au format PDB a 'aide de DSV. Les fichiers PDB ont ét¢ transformeés
au format PDBQT grace au programme ADT pour préparer les ligands a I'AM. Aucune étude
antérieure n'a été menée sur les effets anti-goutte des composés sélectionnés. Cette étude est
donc originale.

Initialement, la structure cristalline de la xanthine oxydase humaine (PDB ID : 2ckj) a été
obtenue a partir de la PDB, qui représente la XOH ; nous avons utilis¢ une chaine
polypeptidique unique nommée (A) qui contient cinq hétéroatomes : flavine adénine di-
nucléotide (NAD), Fe2/S2 (inorganique) cluster (FES), glycérol (GOL), acide acétique (ACY),
et ’ion phosphate (PO4), aucun substrat ou inhibiteur n'a été¢ trouvé dans le site actif. Le
fébuxostat a été utilis¢é comme contrdle positif pour la validation de I'AM de cette cible. Le
systeme a été validé afin d'augmenter l'enrichissement en ligands, ce qui est nécessaire dans le
processus de ’AM.

L'AM a été défini comme un type d'amarrage spécifique étant donné la flexibilité totale de
l'inhibiteur et la flexibilité du site catalytique du récepteur. La préparation de la protéine se fait
en trois étapes :

+ La premiére étape (1) consiste a éliminer les substances inutiles, notamment les
molécules d'eau, les hétéroatomes, les ligands et les co-ligands, a 1'exception de celles
qui sont nécessaires dans le site actif.

+ La deuxiéme étape (2) consiste a ajouter des hydrogénes polaires et des charges

partielles a la structure de 'enzyme, ce qui a été fait a I'aide du programme ADT.
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+ La troisiéme étape (3) consiste a définir la taille et le centre de la boite (CB) a I'aide du
programme ADT (avec les coordonnées X, y et z). Le CB est déterminé avec les valeurs
(x=79,017, y=77,284 et z= 141,85) et la taille (x=22, y=22 et z=22). Apres avoir défini

le CB, nous avons effectué I’AM en utilisant 'ADV.
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Résultats Et Discussion

1. Etude PASS

Les résultats de I'analyse PASS pour les inhibiteurs sélectionnés sont resumés dans le tableau
5. Les résultats initiaux montrent des valeurs de Pa significatives pour le traitement de la goutte
et I'inhibition de la XO. Les valeurs de Pa pour mol 1, mol2, mol3 et mol5 sont modérées, allant
de 0,346 a 0,399, tandis que la valeur Pa pour mol4 atteint le score le plus élevé avec 0,769.
Moll et mol2 partagent presque le méme résultat. Febuxostat, utilisé comme contréle, a été
identifié comme un inhibiteur de la XO avec une valeur Pa de 0,892. Finalement, tous les
composés ont été prédits comme des inhibiteurs potentiels de la XOH.

Tableau 5: Les résultats de I'étude PASS.

Valeur  Pubchem .A(.:ti.Vit.é s
Composé Pa ID inhibitrice 2D Structure Référence
du PASS
ibi )\/0
Inhibiteur
Febuxostat de la
(Controle) 0,892 134018 xanthine 3 [84]
oxydase N& \
N / OH
H 0
OYN
. Traitement N A
Spongothymidine 375 g50ag de la 0 [85]
(moll)
goutte
HO K OH
HO
H
0o
OYN
Spongouridine Traitement ! /
(mol2) 0,346 18323 de la 0 [86]
goutte
HO H oOX
HO
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()\
O,
. Traitement $ OH
Mycalisine A 0399 176826  dela N 1871
(mol3)
goutte |
N
N
O o o0
\V/
Ascidiathiazone A 0769 11673049 raitement Z
(mol4) ' de la [45]
goutte HO X
N N
H
o} 0
NH,
DD
Methylsulfinyladenosine Traitement ‘\ G
0,392 137321343 de la N
(mol5)
goutte

oW z

[45]
0
HO

II/I//// / \
HO

2. L’analyse d’Absorption, Distribution, Métabolisme et toxicité (ADMT)
Les parametres ADMT prédits pour tous les composés sont présentés dans le tableau 6. Les

résultats indiquent une faible perméabilité des cellules Caco-2, variant de 0,43 nm/sec a 9,09
nm/sec, pour moll, mol2, mol4, mol5 et le contrdle, ce qui suggere des difficultés a traverser
cette membrane restrictive. En revanche, mol3 montre une perméabilité moderée.
D'un autre coté, mol3, mol4 et le contrdle présentent une absorption intestinale humaine
élevée, allant de 80 a 85 %, a I'exception de moll, mol2 et mol5 ont faibles valeurs variant de
35 a 42 %. Cela suggere des propriétés d'absorption bénéfiques pour les mol3 et mol4. D'autre

part, les composés présentent une solubilité différente dans I'eau. En outre, tous les composés
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n'ont pas montré d'inhibition de la glycoprotéine P a I'exception du contrdle, ce qui permet
d'éliminer ces composeés des cellules en cas d'effets négatifs [88].

Le profil de distribution de nos composés prédits présente des difficultés de passage par la
barriére hémato-encéphalique (BHE) avec des scores variant de 0,052 a 0,42. Ces resultats sont
faibles par rapport aux valeurs standard (>2, indiquant un passage facile de la BHE). Par
conséquent, leurs effets neurologiques potentiels sont réduits, car ils sont moins susceptibles de
franchir cette barriere [89]. Les valeurs de perméabilité pour les différents composes a travers
les cellules MDCK sont faibles allant de 0,32 a 0,94, ce qui indique des difficultés de la
distribution [90]. A I'exception de mol3 qui a obtenu une valeur modérée de 1,19.

Toutes les molécules présentaient un faible pourcentage de liaison aux protéines
plasmatiques, a I'exception du contrdle qui présente un fort pourcentage de 97,47. Cela indique
gue nos composés ont de faibles interactions avec ces derniers. Cela nécessite des doses plus
faibles pour atteindre leurs cibles [91]. Cependant, toutes les molécules ont la capacité de
traverser facilement la peau.

Le profil métabolique est jugé favorable et il a été démontré que moll, mol2, mol4 et mol5
n'inhibent que le CYP3A4, tandis que le contrble de cette étude inhibe le CYP 2C9 seulement.
En outre, tous les composes ne sont ni des substrats ni des inhibiteurs du reste de cytochrome.
Ces résultats fournissent des informations précieuses sur le métabolisme des inhibiteurs étudiés.
IIs pourront guider les prochaines étapes de développement de ces composés en tant que
candidats médicaments potentiels.

Le profil de toxicité des composés montre des résultats de mutagénicité cohérents dans le
test d'/Ames (Tableau 6). Bien que tous les composés aient montré une cancérogénicité négative
chez la souris, il en va de méme pour la cancérogénicité chez le rat, a I'exception de mol4 qui a

un résultat positif. Et puisque les rats sont plus proches des genes humains, cela suggére un
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potentiel élevé de cancérogénicité, notamment a des doses élevées et en cas d'exposition
prolongée [79, 89].

L'inhibition de canal de potassium (HREG) présentait un faible risque, sauf pour mol3 qui
présentait un risque modéré. Il est donc indispensable d'adapter les doses, les voies
d'administration et la durée du traitement.

Tableau 6: Les propriétés ADMT des molécules utilisées.

Parametres

L Moll Mol2 Mol3 Mol4 Mol5  Contréle
Pharmacocinétiques
Absorption
Perméabilité des cellules Caco-2 463 8,87 20.42 0,54 043 9,09
(nm/sec) > 20
Absorption intestinale humaine
. 38,22 35,28 85,06 80,46 42,20 93,01
(% AIH) 80 a 100
Solubilité dans I'eau (mg/l) 2817,46 30735,6 84,43 35681,6 1186,4 17229,8

Inhibition de la glycoprotéine P

un substrat de cette protéine indique Non Non Non Non Non Inhibiteur
des niveaux élevés d'absorption

Distribution

Pénétration de la barriére hémato-
encéphalique

(C.cerveau/C.sang) 0,25 0,36 0,094 0,057 0,052 0,42

> 2 traverse facilement la barriére
hémato-encéphalique

Perméabilité des cellules MDCK
(nm/sec)

. L 0,52 0,52 0,56 0,94 0,32
Faible (< 1 nm/s), modérée (1-10
nm/s) et élevée (>10 nm/s)
Liaison aux protéines plasmatiques
(%)
80 & 100 % est considéré comme 9,34 8,08 16,56 97,47
élevé, 50 a 80 % (modéreé), <50 %
(faible)
Perméabilité de la peau
(logkp, cm/heure) 5,12 5,15 -3,97 -5,03 -3,35
< -2,5 considéré comme trés
perméable
Métabolisme
Inhibition du cytochrome P450 2C19 Non Non Non Non Non
Inhibition du cytochrome P450 2C9 Non Non Non Non Inhibiteur
Inhibition du cytochrome P450 2D6 Non Non Non Non Non Non
Substrat du cytochrome P450 2D6 Non Non Non Non Non Non
Inhibition du cytochrome P450 3A4 Inhibiteur Inhibiteur Inhibiteur  Inhibiteur Non
Substrat du cytochrome P450 3A4 Faible Faible Non Faible Non
Toxicité
Test d'Ames Mutagene Mutagene Mutagene Mutagene  Mutagéne Mutagene
Carcinogénicité (souris) Négative Négative Négative Négative Négative Négative
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Positive

Cancérogénicité (Rat) Négative Négative Négative Négative Négative
Inhibition de HERG lialble F_alble l‘:_alble Falble Ifalble
risque risque risque risque risque

HERG: Human ether related gene channel, MDCK: Mandin Darby Canine Kidney, Caco-2: Human colorectal carcinoma, Kp: skin

permeability constant ( constante de perméabilité de la peau ).

3. Amarrage moléculaire

L'analyse des résultats de I'AM pour nos cing ligands montre des résultats significatifs bases
sur I'énergie de liaison la plus faible, qui se situe entre -7,5 et -8,1 Kcal/mol. Mol1 était le
meilleur inhibiteur parmi les autres alcaloides testés, avec une valeur de -8,1 kcal/mol par
rapport au contrble. En outre, les taux de répétition pour tous les alcaloides étaient de 100 %.

Tous les résultats sont résumés dans le tableau 7.

Tableau 7: Analyse des résultats de I'AM, les acides aminés catalytiques sont colorés

en vert.
. Taux de . - Liaison
gna (S paon  (semne e e
(%) A)
Liaison
Febuxostat 79 100 Arg913, Met1039, Leul043, hydrogéne Lys1046 (3,25)
(Controle) ' Lys1046, Ala1084, Gly1261 conventionnelle, Gly1261 (3,31)
Alkyl, ©-Alkyl.
h;&?é;%r;]e GIn768 (2,70)
Spongothymidine 81 100 GIn768, Phe799, GIlu803, conventionnelle Glug03 (2,41)
(Mol1) : Arg913, Thr1078 : Arg913 (3,14)
m -alkyl, mon Thr1078 (2,98)
Stacked '
Liaison
Spongouridine 76 100 Phe799, Arg913, Met1039, hydrogene Gly1040 (2,29)
(Mol2) ' Gly1040 conventionnelle, Arg913 (3,22)
= -alkyl,
Liaison
hydrogene
Mycalisine A 75 100 Cys150, Met1039, Ala1079, conventionnelle, Ser1081 (2,97)
(Mol3) ' Ser1081, Gly1261 n -alkyl, Liaison Alal079 (2,31)
hydrogéne
carbone
Liaison
hydrogéne
Ascidiathiazone conventionnelle, Thr1078 (2,67)
A 6,9 100 G'”722;1%;3”31033’12221078' Liaison Ser1083 (2,58 / 3,09)
(Mol4) Gl hydrogéne GIn1041 (3 ,32)
carbone, -
Sigma.
Liaison
hydrogéne
Methylsulfinylade conventionnelle,
Tosine. 75 100 GIn768, Argo13, Met1039, Liaison Glu1262 (2,31)
Alal079, Glu1262 |
(Mol5) hydrogéne
carbone, 7t-

Soufre, m-Alkyl.
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La xanthine oxydase est une oxydoréductase molybdo-flavine [92] dont le cofacteur est le
NAD, le FAD ou le NADP [93]. On la trouve principalement dans le foie et l'intestin [94]. La
XO joue un role important dans le métabolisme des purines [95] en favorisant leur oxydation
en AU [96]. Son hyperactivité entraine une hyperuricémie et la goutte [97].

La structure cristalline de la XO a été trouvée sans substrat ni inhibiteur comme mentionné
précédemment. La validation de I’AM avec le febuxostat (Figurel6) révéle que ce dernier se
lie au site actif par sa partie aliphatique (isopentane) et établit principalement des interactions
hydrophobes de type Alkyle et Pi-Alkyle avec Arg913, I'un des acides aminés catalytiques, ainsi
qu'avec Alal084, Met1039 et la Leul043. De plus, le febuxostat forme des liaisons hydrogene
conventionnelles avec deux autres résidus, la Lys1046 et la Gly1261. Ces interactions clés sont
principalement médiées par le motif 4-méthylthiazole-5-carboxylique du febuxostat, qui joue

un 10le essentiel dans son mécanisme d'inhibition.

MET1039

EU1043

ALA1084

LYS1046 ARGH13
IVIE'I'9
A:103
ARG
z ALA
L4 A084 Aok
6LY1261 LEU
/\ A:1043
Interactions
Febuxostat

Conventional Hydrogen Bond Pi-Alkyl
Alkyl

Figure 16 : les acides aminés impliqués dans les interactions du Febuxostat avec la XOH.
Moll est un alcaloide nucléosidique composé de deux hétérocycles attachés a une
méthylpyrimidine et un ribose (Figure 17). Parmi les composés ciblant la XO, mol1 présente la

plus faible valeur d'énergie de liaison (tableau 7), ce qui suggére une forte affinité et en fait un
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modele potentiellement intéressant pour le développement d'inhibiteurs de la XO. Mol1l se lie
a la XO par I'intermédiaire d'une liaison hydrogene conventionnelle cruciale avec les résidus
GIn768 et Arg913, qui sont des acides amineés catalytiques, ainsi qu'avec Glu803 et Thr1078.
De plus, mol1l établit des interactions hydrophobes de type Pi-Pi Stacked avec Phe799 et Pi-
Alkyle avec Arg913. Parmi ces interactions, le c6té hydroxyméthylfurane de moll semble jouer

un réle clé dans la formation de ces interactions.

GLU803

M—‘ PAE799

768 ;
GLU THR
A:803 A:1078

TPR1078

Interactions

Conventional Hydrogen Bond Pi-Alkyl

Spongothymidine

Pi-Pi Stacked

Figure 17 : Les acides aminés impliqués dans les interactions du Spongothymidine (mol1)
avec la XOH.

Mol2, mol3, et mol5 sont des alcaloides nucléosidiques ont présenté des valeurs d’énergie
presque identiques (Tableau 7). Parmi eux, mol2 (Figure 18 : (A)) a obtenu la deuxieéme place
parmi tous les composés avec une valeur d’énergie de -7,6. Mol2 a enregistré une liaison
hydrogéne conventionnelle importante et une interaction hydrophobe type Pi-Alkyl avec
Arg913. En se basant sur les liaisons et interactions formé avec les acides aminés catalytiques
nous avons classé mol5 (figure 18 : (B)) en troisieme position meilleur par rapport a mol3
(figure 18 : (C)) qui est classée quatrieme. Mol5 a positionner profondément dans le site actif
et a enregistré une liaison hydrogene carbone cruciale avec GIn768 et une liaison hydrogéne

conventionnelle avec Glu1262 et a une interaction hydrophobe de type Pi-alkyle avec Arg913.
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Ces trois résidus constituent un role important dans le mécanisme d’inhibition. Le cycle purine

de mol5 lui confere un avantage structural, renforcant son affinité pour XO.

:10:
LY1040 >
V4 2
MET1039
o—=
MET Y
ARG913 4
A:1039 ARG
A:913
Interactions
Spongouridine
Conventional Hydrogen Bond Pi-Alkyl
ARG
¥ GLU
ALA1079 4913 1262
GLN768
/ Y et ¢
l ARG913
y G % ALA
0// A:1079
GLU1262
GLN
A:768
MET
A:1039
Interactions
Conventional Hydrogen Bond Pi-Alkyl
Methylsulfinyladenosine
Carbon Hydrogen Bond Pi-Sulfur
GLY
A:1261
SER
GLY1261 s
SER1081 s
ALAN . ..---
A:1079
CYS150
: Al163
ALA1079
MET1039 Interactions
Mycalisine A Conventional Hydrogen Bond Pi-Alkyl

Carbon Hydrogen Bond
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Figure 18: (A) : Les acides aminés impliqués dans les interactions du Spongouridine
(mol2) avec la XOH. (B): Les acides aminés impliqués dans les interactions du
Methylsulfinyladenosine(mol5) avec la XOH. (C) : Les acides aminés impliqués dans les
interactions du Mycalisine A (mol3) avec la XOH.

Mol4 est un alcaloide quinoléine-quinone contenant des thiazines (figure 19). Son énergie
est la plus elevée par rapport aux autres composés (tableau 7), ce qui refléte sa faible affinite de
liaison. Mol4 a enregistré deux liaisons hydrogene de type carbone avec GIn768 et Gly1261 et

de type conventionnel avec Thr1078, Ser1083 et GIn1041, ce dernier enregistré une liaison

hydrophobe de type Pi-sigma.

GLY
THR1078 A1261

SER1083

GLN

GLN768

GLN
A:768

GLY1261 THR SER

GLN1041 & L 4
Interactions
ASCIdlathlazone A Conventional Hydrogen Bond l Pi-Sigma

Carbon Hydrogen Bond

Figure 19 : Les acides aminés impliqués dans les interactions de 1’ Ascidiathiazone A
(mol 4) avec la XOH.
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La goutte est considérée comme l'une des arthrites inflammatoires les plus répandues dans
le monde. Elle se caractérise par une augmentation continue de I'acide urique dans le sang,
entrainant la précipitation de cristaux d'urate monosodique dans les articulations et provoquant
des douleurs.

La xanthine oxydase est une enzyme clé qui convertit les purines en acide urique. Le
traitement de la goutte repose souvent sur des medicaments qui inhibent la xanthine oxydase
afin de réduire la production d'acide urique. Par conséquent, l'objectif de cette étude était
d'examiner, in silico, I'effet inhibiteur de cing alcaloides marins provenant de tuniciers et
d'éponges apres les avoir filtrés parmi plusieurs alcaloides.

Les résultats obtenus montrent que tous les alcaloides étudiés ont été prédits comme étant
des inhibiteurs de la XO ou des candidats au traitement de la goutte grace a I'étude PASS. Nous
avons déduit que mol1 est prédit comme un inhibiteur modéle avec un profil ADMT intéressant
et une affinité élevée pour la XO sur la base de I'étude d'amarrage moléculaire par rapport au
controle.

Ces résultats suggerent que moll, par sa structure unique et ses interactions spécifiques avec
des résidus clés du site actif de la XO, pourrait constituer un point de départ intéressant pour le
développement d'un inhibiteur efficace avec des applications potentielles dans le traitement de
la goutte.

En outre, mol2, mol3 et mol5 ont obtenu des résultats similaires, avec un profil ADMT
également intéressant et une affinité modérée pour la XO. En revanche, mol5 est classé dernier
dans cette étude d'apres I'amarrage moléculaire.

Gréce a cette étude in silico, il est essentiel de mener d'autres études sur ces alcaloides, telles
que des études in vitro et in vivo, afin de développer des médicaments contre la goutte avec

moins d'effets secondaires.
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Annexe 1 : Représentation du code, nom et structure 3D des ligands étudiés.

Code Nom Structure 3D

(Contrdéle) Febuxostat
(moll) Spongothymidine
(mol2) Spongouridine
(mol3) Mycalisine A
(mol4) Ascidiathiazone A
(mol5) Methylsulfinyladenosin
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Annexe 2 : Informations structurelles sur la XO humaine disponibles dans la PDB.

Code PDB Ligands Résolution Références
FES, FAD, GOL,
2CKJ 3,59 A [98]
ACY, PO4
BCT, FES, FAD,
2E1Q MTE, MOM, 2,6 A [99]
SAL, CA
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