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Résumé

Notre étude est consacrée a la recherche de nouveaux inhibiteurs de la xanthine oxydase
humaine (XOH) pour le traitement de la maladie de la goutte, un important probléme de santé
publique. L'objectif de ce travail est d'évaluer in silico I'effet d'inhibition de cing composés
phénoliques de la plante Atriplex hortensis L sur la XOH, par docking moléculaire en utilisant
les programmes AutoDock vina (ADV) et Discovery studio. Les inhibiteurs sélectionnés sont:
Scopolétine (moll), Scopoline (mol2), Méthoxycoumarine (mol3), Acacétine (mol4), et
Kaempferol (mol5). La prédiction des paramétres d'absorption, de distribution, de métabolisme,
d'excrétion et de toxicitt (ADMET) a été verifiée pour confirmer leurs profils
pharmacocinétiques en utilisant le serveur prée-ADMET, les inhibiteurs les mieux classés ont
été choisis en fonction de leur profil ADMET et de la valeur d'énergie la plus faible générée par
ADV, en résultat, le composé Scopoline (mol2) a enregistré la valeur d'énergie la plus faible de
-8,9 Kcal/mol avec le meilleur profil ADMET et se présente comme un nouvel inhibiteur
possible, les autres inhibiteurs ont été classés comme modérés par rapport a mol2. Ces résultats
pourraient étre importants pour la découverte de nouveaux médicaments, mais d'autres études
in vitro et in vivo sont nécessaires pour confirmer leur efficacité.

Mots clés : Goutte, Xanthine oxydase humaine, composés phénoliques, Atriplex hortensis L,

ADMET, Docking.



Abstract

Our study is devoted to the search for new inhibitors of human xanthine oxidase (XOH) for
the treatment of gout disease, an important public health problem. The objective of this work is
to evaluate in silico the inhibition effect of five phenolic compounds from the plant Atriplex
hortensis L on XOH, by molecular docking using the AutoDock vina (ADV) and Discovery
studio programs. The selected inhibitors are: Scopoletin (moll), Scopolin (mol2),
Methoxycoumarin (mol3), Acacetin (mol4), and Kaempferol (mol5). The prediction of
absorption, distribution, metabolism, excretion, and toxicity (ADMET) parameters was
checked to confirm their pharmacokinetic profiles using the pre-ADMET server, the top ranked
inhibitors were chosen based on their ADMET profile and the lowest energy value generated
by ADV, as a result, the compound Scopoline (mol2) recorded the lowest energy value of -8.9
Kcal/mol with the best ADMET profile and presents itself as a possible new inhibitor, the other
inhibitors were classified as moderate compared to mol2. These results could be important for
new drug discovery; however, further in vitro and in vivo studies are needed to confirm their
effectiveness.

Keywords: Gout, Human xanthine oxidase, Phenolic compound, Atriplex hortensis L,

ADMET, Docking.
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Introduction

Pendant tout I’histoire de I’humanité, les gens ont souffert de la goutte qui I’une des maladies
la plus anciennement décrites. Depuis 1’antiquité en 2640 avant JC, elle était identifiée pour la
premiére fois par les égyptiens [1], et au cinquieme siecle avant JC elle était décrites podagra
par le médecin grec Hippocrate ce qui signifiée « pris par le pied », un terme engloba nombre
d’affections rhumatismales. Puis au moyen-age ce terme était remplacé par le terme "goutte"
qui designe les symptémes de cette pathologie plus spécifiquement [2]. Cependant I’explication
précise était par le médecin anglais qui est un patient goutteux Thomas Sydenham dans son
livre "De podagra et Hydrope 1683"et il la différenciée des autres formes d’arthrites [3].

Les études pour lutter contre cette affection n’arrétent pas la car elle peut également évoluer
et aboutir a des complications rénales et cardiovasculaires si elle n’est pas prise en charge : « la
goutte peut abimer de maniere permanente les articulations, mais elle consiste aussi un facteur
de risque cardiovasculaire, d’hypertension artérielle et d’insuffisance rénale, de mortalité
prématurées » selon Pr. Thomas [4].

L’incidence et la prévalence de la goutte sont en sans cesse augmentation. La prévalence
augmente avec 1’age, est plus important chez les individus de sexe masculin. Jusqu’a la
ménopause, les femmes sont moins touchées que les hommes du fait des cestrogenes [5]. Elle
peut aussi toucher rarement les enfants dans le cas de certaines maladies rares [6].
L’augmentation de prévalence ces dernieres décennies résulte, d’une part du vieillissement de
la population, d’autre part des changements d’habitude alimentaires [6].

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et de composés
naturels bioactifs, leurs utilisation en phytothérapie a recu un grand intérét dans la recherche
biomédicales par des stratégies sont souvent basées sur des approches ethnobotanique, mettant
en avant I’utilisation de ces plantes en médecine traditionnelle par les populations locales. C’est
pourquoi nous sommes intéressés a 1’étude de la plantes Atriplex hortensis pour réveéler des

nouvelles ressources en molécules bioactives contre la goutte [7].
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Introduction

La xanthine oxydase, ¢’est un sujet recherché a cause de leur hyperactivité qui est considerée
comme un agent provoquant la goutte. Donc dans cet axe plusieurs études ont été effectuées
dans notre département de Biologie, a savoir 5 mémoires de master, 2 theses de doctorat et 7
articles scientifiques publiés dans des revues renommées et avec un impact facteur élevé. Ces
études visent a chercher des molécules ayant un pouvoir inhibiteur contre XOH sans ou avec
moins d’effets indésirables [8].

L’objectif de cette étude est d’évaluer in silico l'effet inhibiteur de cing composés
phénoligques sur la xanthine oxydase en utilisant les programmes AutoDock vina, et Discovery
studio visualiser, ce travail est supporté par une étude des paramétres pharmacocinétiques a
I’aide du serveur pré-ADMET v2.0 [8].

Ce manuscrit commence par une introduction générale, suivi par rappels bibliographiques,
dans la troisiéme partie, nous avons cité le matériel et les méthodes utilisées, ensuite, nous
avons présenté les résultats avec leur discussion, nous terminons par une conclusion générale

et perspectives.
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Chapitre 1 Présentation de la maladie goutteuse

1. Définition

Le terme goutte est dérivé du mot latin "gutta". La goutte est une affection d’origine
métabolique [9], résulte d’une hyperuricémie, ce qui provoque 1’accumulation des cristaux
d’urate monosodique (UMS) entrainant de I’arthrite, des tophus, de néphrolithiase et une
néphropathie uratique [10].

L’arthrite goutteuse aigue est une crise de douleur, d’érythéme et de gonflement d’une ou de
quelques articulations des membres inférieurs (figure 1), alors que la goutte chronique survient

lorsqu’il existe une arthrite goutteuse persistante et des tophus [11].

Figure 1. Crise de goutte de gros orteil [12]

2. Diagnostique de la goutte

Bien que la goutte est une affection liée a un excés d’acide urique (AU) dans le sang,
I’existence d’une hyperuricémie n’est pas suffisante pour poser un diagnostic. En effet,
beaucoup plus d’individus atteints d’hyperuricémie sans présenter de crises de goutte [13].
Donc le diagnostic repose tout d’abord, sur un interrogatoire d’un médecin qui recherche

notamment les symptdmes, leurs fréquence d’apparition et leurs durée et leurs facteurs de
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Chapitre 1 Présentation de la maladie goutteuse

risques (I’age avancé, des antécédents familiaux de goutte, et des apports alimentaires riche en
purine) [11].
+ Le diagnostic peut étre confirmé par :

2.1 Examen physique

Le rhumatologue recherchera la présence des signes physique qui 1’aidant & poser le
diagnostic juste. Il examinera les articulations touchées pour rechercher un gonflement, une
rougeur et une chaleur [14].

2.2 Examen microscopique

La mise en évidence des cristaux d’UMS dans le liquide synovial aprés ponction d’une
articulation enflammée et observation au microscope a lumiére polarisée (figure 2) est I’'unique

critére permettant d’établir un diagnostic sir de la goutte, méme dans la forme chronique. Ces

cristaux consistent donc un critére pathognomonique [11].

Figure 2. Cristaux d’AU au microscope a lumiere polarisée [15]
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Chapitre 1 Présentation de la maladie goutteuse

2.3 Examen biologique
La mesure plasmatique du taux d’AU est I’une des premiers étapes dans le diagnostic de la
goutte. Mesure des signes biologiques de la réaction inflammatoire provoquée par les cristaux
UMS, en particulier la vitesse de sédimentation (VS), la protéine réactive C (CRP) qui sont
généralement augmentées ainsi que la présence d“une leucocytose a polynucléaires neutrophiles
[11].
2.4 Examen d’imagerie
Ce sont des examens pour visualiser les articulations atteintes : la radiographie, échographie,
scanner et finalement imagerie par résonance magnétique (IRM) [16].
» Laradiographie
Elle est peu utile pour le diagnostic de la phase aigle, les microcristaux étant radio-
transparents. En revanche elle est utile en phase chronique pour observer les Iésions goutteuses
(figure 3), comme une rupture corticale avec marge sclérotique et bord saillant qui forme
I'image en hallebarde, ou des lésions érosives marginales ou périarticulaires avec expansion

corticoperiostee [17].

Figure 3. Radiographie avec des Iésions osseuses [17]
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Chapitre 1 Présentation de la maladie goutteuse

» L’échographie
C'est un outil intéressant dans la prise en charge des patients goutteux. L’échographie
osteoarticulaire caractérisée par l'apparition de trois signes spécifiques de la goutte : les
agrégats, le double contour a la surface du cartilage d au dép6t des cristaux et les tophus (figure
4), elle a également permis de guider la ponction pour 1’analyse du liquide ou des matériels

contenant des cristaux d’UMS [18].

Figure 4. Aspect échographique des agrégats (A), des doubles contours(B) et des tophus
(C) [18]
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Chapitre 1 Présentation de la maladie goutteuse

» Lescanner

Egalement appelé tomodensitométrie (figure 5), est particulierement utilisé pour détecter des
Iésions difficilement visualisées par la radiographie standard [19].

Le Scanner double énergie a deux faisceaux (DECT) peut contribuer au diagnostic de goutte
dans les cas difficiles. C’est I'examen le plus sensible et le plus spécifique car il peut reconnaitre
les différences dans la composition des tissus (mettre en évidence les dépots d’urate en les
différenciant entre autre des dépdts calciques) par attribution de code couleur aux tissus
présentant des caractéristiques spécifiques. mais son utilisation est trés limitée par son co(t

[19].

Figure 5. Reconstruction 3D a partir d‘image obtenues avec un scanner double énergie, les

dépots d’urate sont représentés en vert et les depbts calciques en mauve [16]
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Chapitre 1 Présentation de la maladie goutteuse

2.5 Diagnostic différentielles
Comprend principalement :
» La pseudogoutte (chondrocalcinose)

Le diagnostic nécessite 1’identification, lors de la ponction articulaire, de cristaux de

pyrophosphate de calcium intracellulaire [20].
» L’arthrite septique

Est une infection causée par un germe au niveau d’une articulation. La clinique est également
proche de celle de la goutte, le liquide articulaire est inflammatoire [20].

La différence se fait sur I’absence de cristaux dans le liquide synovial ainsi que sur la mise
en culture de celui-ci [20].

3. Traitement de la goutte

Le traitement de la goutte comprend d’une part le traitement du crise aigiie d’autre part, le
traitement de 1’hypouricémiant qui permet a présent de guérir cette maladie ou moins de
diminuer la fréquence de crise, il doit étre entreprise précocement afin d’éviter 1’évolution de
cette maladie vers la forme chronique [21].

3.1 Traitement non pharmacologique
Ce traitement consiste de soulager la douleur par I’immobilisation de I’articulation touchée pour
éviter I’enraidissement [21] associée avec I’application de glace, qui est recommandée par le
comité d’experts de college américain de radiologie (ACR), il faut prend en consideration le
risque de lésion de la peau due au froid prolongé [12].

Tout patient goutteux doit étre pleinement informé sur sa maladie et des régles d’hygiéne de
vie doivent étre expliquées : il faut conseiller un régime pauvre en purines (viandes, abats,
alcool...). Cependant il faut encourager la consommation des laitages a faible teneur en graisse

[22].
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Chapitre 1 Présentation de la maladie goutteuse

3.2 Traitement pharmacologique

Dépend du stade de maladie, lors du premier épisode de goutte aigue en cherchant de
soulager les douleurs et d’interrompre la réaction inflammatoire. Lors ce que la maladie devient
chronique ’objectif est de garder le taux d’AU dans les limites normales.

3.2.1 Traitement de la crise aigue

% Lacolchicine

Est un alcaloide du colchique (figure 6), agit a plusieurs niveaux. Elle est d’autant plus
efficace qu’elle est pris précocement des le début de la crise [16]. Recommandée par la ligue
européenne contre les rhumatismes (EULAR) en premier intention mais en faible doses du fait

de leur toxicité digestive en provoquant des diarrhées et des vomissements [23].

Figure 6. Structure chimique 2D de la colchicine
%  Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Tel que I’indométacine, I’ibuproféne ou la phénylbutazone présentent une activité anti-
inflammatoire puissante dans 1’acces goutteux, peuvent également traiter une crise de goutte en
particulier dans le cas d’intolérance ou contre-indication & la colchicine. Néanmoins elles
présentent des effets indésirables d’ordre digestif restent fréquents (douleurs gastriques ou

abdominales, diarrhées, ulcére gastrique ou duodénal, saignement digestif ...) [24].
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Chapitre 1 Présentation de la maladie goutteuse

3.2.2 Traitement hypouricémiant

Le but de ce traitement et de réduire la concentration d’AU soit en diminuant sa formation
par inhibition de la xanthine oxydase, soit en facilitant son élimination ou bien encore en
accélérant sa dégradation.

+ Allopurinol

Allopurinol ou le 1,5-dihydro-4H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-4-one est un analogue chimique
pyrimidine de I'nypoxanthine (figure 7), qui est a son tour un substrat de la xanthine oxydase
qui la métabolise en oxypurinol, molécule assure I’inhibition de cette enzyme [25]. Donc est un
inhibiteur compétitif cependant a des concentration élevees agit comme étant un inhibiteur non
compétitif [26].

A B C

O JI ﬁ
PO VPV,

Figure 7. Structure chimique 2D de I’allopurinol (A), la xanthine (B) et I’hypoxanthine (C)
#+  Fébuxostat
Est un nouvel inhibiteur non purinique (figure 8) plus puissant de I'uricosynthese. Il permet
d'abaisser l'uricémie en dessous de 60 mg/l. Il constitue une alternative intéressante a
I'allopurinol, sa demi-vie est de 6 heures et son métabolisme est essentiellement hépatique. Le

fébuxostat est déconseillé en cas d'insuffisance rénale ou hépatique sévére [22].
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Chapitre 1 Présentation de la maladie goutteuse

L/ \.

Figure 8. Structure chimique 2D de fébuxostat
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Chapitre 2 Généralité sur la plante

Depuis des temps immémoriaux, des botanistes ont entrepris de valoriser les espéces
végétales qui ont servi comme premiére source de médicaments [27], compris le genre Atriplex
est une dicotylédone qui appartient a la famille des chénopodiacées. 1l renferme plusieurs
espéces distinguables par leurs cycles de développement et par leurs morphologies, elles sont
reparties dans la plupart des régions du globe, leur nombre total est estimé a 400 especes [28].

1. Description botanique

Atriplex hortensis L aussi appelée arroche (figure 9) des jardins ou épinards de montage
(garden orache en anglais) [29]. Plante annuelle herbacée dépassant 1m a racine centrale
développé, tige dressé anguleuse et rameuse. Les feuilles sont pétiolés alternes, se forme de
fleche, un peu glauques ou parfois rougeatre. Les fleurs petites sans pétales, sa floraison est
entre le mois de juillet-septembre. Les graines sont plates et entourées d’une fine membrane

jaune claire [30, 31].

Figure 9. Photo représente Atriplex hortensis L [32]
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2. Taxonomie
Atriplex hortensis L appartient a la taxonomie suivante (figure 10) a partir de la flore

électronique de Tela Botanica [31] consulté le 08/04/2022.

Regne Végétal
Embranchement Spermatophyte
Classe Dicotylédones
Ordre Caryophyllales
Famille Chénopodiaceae / Amaranthaceae
Genre Atriplex

Figure 10. Classification de la plante Atriplex hortensis L

3. Répartition géographique

Les plantes du genre Atriplex sont présentent dans la plupart des régions du globe. En Algérie
I’Atriplex est spontané dans les étages bioclimatiques semi-arides et arides des plus grandes
superficies correspondant aux zones dites steppiques (Batna, Biskra, Boussadda, Djelfa, Saida,
M’sila, Tébessa, Tiaret) [33].

Atriplex hortensis L est une halophyte facultative présente en Asie et en Europe, qui est
I’avantage de pouvoir se développée sur une large gamme de salinité [34].

4. Principaux constituants

L’Atriplex hortensis L est considérée comme plante riche en minéraux, elle contient
principalement des flavonoides, des acides aminés (AA) et aussi des fortes concentrations en
vitamines A et C, ses feuilles sont source des protéines [35].

5. Utilisation

L’arroche est une plante cultivée depuis 1’antiquité, utilisée dans I’industrie alimentaire, la

biothérapie et la médecine humaine [36].
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+ Elle peut étre une source potentielle de pigments alimentaires naturels due a la présence
des anthocyanes (bleu sombre) et des bétacyanines (rouge violacée) [37, 38].

% Cette plante considérée comme un légume sauvage utilisé dans différentes cuisines du
monde [39].

+ Elle utilisée contre les affections respiratoires, digestives, urinaires [35] et aussi comme
remede contre les morsures [40].

+ Elle a des propriétés hémostatiques [37] diurétiques, rafraichissante [35], et des activités
antioxydante [41].

Cependant les grecs n’encouragent pas la consommation excessive de cette plante car elle

est nocive pour 1’estomac [40].
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1. Matériels
1.1  Base de données utilisées
» Labanque de donneées sur les protéines ou (BDP)
La banque de données sur les protéines (figure 11) constitue la principale source de données
de biologie structurale contenant des expériences qui déterminent la structure 3D des protéines,

des acides nucléiques et d’autres macromolécules [42].

Search ~

RCSB PDB  Deposit -

Visualize -~ Analyze - Download - Leamn -~ More - Documentation - Careers

~ PDB Archive @

A Structural View of Biology

This resource is powered by the Protein Data Bank archive-information about
the 3D shapes of proteins, nucleic acids, and complex assemblies that helps
students and all aspects of and
agriculture, from protein synthesis to health and disease

#» Deposit

As a member of the wwPDB, the RCSB PDB curates and annotates PDB
Q search data

The RCSB PDB builds upon the data by creating tools and resources for
Ca Visualize research and education in molecular biology, structural biology. computational
biology. and beyond

2 Analyze
COVID-19
CORONAVIRUS

# Download
Resources

Learn

&
Pyruvate Kinase M2

Figure 11. Interface d’accueil de la banque de données sur les protéines
» PubChem
PubChem est une banque de donnée chimique publique (figure 12) indispensable pour la

communauté de recherche biomédical englobe plusieurs millions de composé mis en ligne [43].

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Pub@hem About  Blog  Submit  Contact

Explore Chemistry

Quickly find chemical information from authoritative sources

Try covid-19 aspirin EGFR CoHB8O4 57-27-2 C1=CC=C(C=CNC=0 InChl=15/C3HE0/c1-3(2)4/h1-2H%

[ use Entrez

\J -
| =H

Draw Structure Upload ID List Browse Data Periodic Table

Figure 12. Interface d’accueil de la base de données PubChem
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> Pré-ADMET
C’est un outil web gratuit permet la prédiction des propriétés ADMET (figure 13). Mise en
place dans la plupart des sociétés pharmaceutique pour but d’éliminer les composes en phase
de découvert susceptibles d’échouer ultérieurement. Cette application permet la réduction du

temps et aussi les ressources [44].

Citations

The number of citations per a year

Figure 13. Représentation graphique statistiques de citation pré-ADMET par année [32]

1.2 Programmes utilisés
» Discovery Studio Visualiser
Est un logiciel de modélisation moléculaire gratuite (figure 14) et riche en fonctionnalités

pour visualiser et analyser les données des résultats d’amarrage moléculaire (AM) [45].

& Discovery Studio Visualiz - P4
View chmmy Structu nce Chart Scripts Tools Window Help

Wm Receptor-Ligand Interactions | Pharmacophores | Small Molecules | X-ray | My Tools | =Y

n EIDS\/\EWEE]

2
2PS BIOVIA | Discovery Studio 2017R2

Actions / Data Upgrade

My Recent Actions My Recent Files

> OpenURL. + mols pdb

v Studio? Unleash the power of
> Open. » mola pdb the

u Studio with the BIOVIA

*+ mol3.pdb Foundation
My Recent Tool Panels

» Search Side-Chain Rotamers

Show/ Hide Rotamer Interactiol

Figure 14. Interface du logiciel Discovery Studio Visualizer (version 20)
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» AutoDock Tools (ADT)
Est une interface utilisateur graphique permet la préparation des molécules d’encrages
(ligands) et la molécule cible (protéine) et aussi I’analyse des amarrages générés (figure 15) par

AutoDock vina [46]. Ce programme reconnue seulement les fichiers en format pdb [47].

74 AutoDockTools - >

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

REY LA NI E"e ek

ADT4.2 Ligand Flexible Residues Grid Docking Run  Analyze
<A

b

=
=

DashBoard | AniMol | Tools

Sel.: xljcvp x|
=

e Ys S B RS L

¥ All Molecules \5\\\\VV
Current Selection BH%h%NVV

Figure 15. Interface du logiciel ADT (version 1.5.6)
» AutoDock vina (ADV)

C’est un programme de docking disponible gratuitement, utilisé pour predire les affinités et
les poses de liaisons protéine-ligand, permet de générer un fichier de type « pdbqt » [48].

2. Meéthodes

2.1 Relation structure-activité (SAR)

Afin de comprendre le mécanisme d’inhibition et les interactions impliquées, nous avons
utilisé le logiciel ADV pour I’AM. Tout d’abord la structure cristalline de XOH a été obtenue
a partir de la base de données des protéines (PDB) (tableau 1), ensuite, les résultats de

I’amarrage ont été analysés par Discovery Studio Visualiser.
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Tableau 1. Les informations structurelles de la xanthine oxydase humaine

Code 2ckj
Nombre des chaines (A) (B) (C) (D)
Poids moleculaire 591,48kDa
Nombre des acides aminés 5119
Ligand ACY, FAD, FES, GL et PO4

Les inhibiteurs utilisés dans la présente étude (tableau 2) sont: Scopolétine (moll),

Scopoline (mol2), Méthoxycoumarine (mol3), Acacétine (mol4), et Kaempferol3-O-sulphate-

7-O-a-arabinopyranoside (mol5).

Tableau 2. Les structures 2D des inhibiteurs étudiés

Inhibiteurs Structure

_ HO. 0. 0
Scopolétine

(moll)

FB:Ci10H3sO4 A G

Scopoline O 0
(mol2) HO
FB:C16H1809

OH

Méthoxycoumarine
(mol3)

FB:C10HsO3 / /
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Acacétine HO.
(mol4)
FB:C16H1205

OH
Kaempferol
3-O-sulphate-7-O-a- NP O
arabinopyranoside ‘
(mol5)
0" OH (|)
gH OH 0 00— —0

FB : CyoH18013S

FB : formule brute
2.2 Parameétres de I’amarrage moléculairePréparation de la protéine

La structure 3D de la xanthine oxydase humaine non mutée (ID : 2CKJ) a été préparé en

trois étapes :

* 1 étape : Elimination des molécules d’eau, des solvants Co-cristallisés, de ligand et tous
les hétéroatomes.

+ 2¢Meétape : L ajout des hydrogénes polaires et des charges partielles en utilisant AutoDock
tools.

% 3éme étape : Détermination de boite de grille était par ADT et des points de grille séparés
de 1 A, positionnés au centre de la protéine (x =79,017 ; y =77,284 : z = 141,85). Les
parameétres par défaut ont été utilisés, a I'exception du nombre de conformations
résultantes défini par la valeur 1. Pour affecter ’amarrage moléculaire a 1’aide de

programme AutoDock vina. Le nombre des cycles a été fixé a 10 cycles, alors nous avons
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10 conformations. Toutes ont été bien traitées. Les conformations preférées étaient celles
de la plus faible énergie de fixation dans le site actif. Enfin ces résultats sont traitées par
le programme Discovery studio visualiser [8].
> Préparation des ligands
Tout d’abord, nous avons téléchargé les structures tridimensionnelles des ligands a partir de
la base de données PubChem sous forme SDF, par la suite ces ligands ont été enregistré en
formats pdb a I’aide de programme Discovery Studio Visualiser et finalement nous avons les
transformé en fichiers pdbqt par ADT pour les adapter a I’AM.
2.3 Analyse des parameétres ADMET
Les essais cliniques sont une étape importante dans le développement d'un médicament pour
garantir les propriétés pharmacocinétiques (PK) et éviter les échecs dans les derniéres phases.
Le profil ADMET a été choisi en fonction des parametres les plus utilisés pour les
médicaments :
» Absorption
Est le processus par lequel les molécules de principe actif passent dans la circulation
sanguine pour atteindre leur site d’action aprés 1’administration [49], il implique trois
parametres importants tels que :
# Caco-2 cell (nm/sec) ou (human colorectal carcinoma) : sont une lignée cellulaire de
carcinome épithélial du colon humain utilisé pour prédire I’absorption intestinale humaine
de médicament et d’autres composés [44].
# HIA (%)ou (absorption intestinale humaine) : indicateur important d’absorption
intestinale des médicaments administrés par voie orale pour suivre les cibles de transport
des médicaments [50].
% P-glycoprotéine inhibition : ¢’est une pompe d’efflux qui régule la distribution tissulaire

et 1’élimination biliaire [23]. L’inhibition de la fonction de transport de Pgp peut
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provoquer des interactions médicamenteuses cliniquement significatives et peut
également augmenter I’accumulation des médicaments dans le cerveau [51].
» Distribution
C’est le déplacement par diffusion d’un principe actif via la circulation sanguine dans
différentes tissus de I’organisme [52]. Elle implique trois parameétres importants tels que :

+ Blood-brain barrier : c’est une barriére formée par des cellules endothéliales qui sont
hautement spécialisées pour permettre un contréle précis des substances qui sortent ou
pénétrent dans le cerveau [53], ce parameétre est représenté par le rapport de la
concentration du médicament dans le cerveau sur la concentration du médicament dans
le sang [54].

# MDCK cell permeability (nm/sec) : ¢’est une lignée cellulaire dérivée de cellules rénales
canines Mandin Darby [55], a croissance rapide, ce systéeme de cellules peut étre utilisé
comme un bon outil pour le dépistage rapide de la perméabilité [56].

+ Liaison de protéines plasmatiques : c’est le pourcentage de fraction liées aux protéines
plasmatiques peut influencer la pharmacocinétique et la pharmacodynamique ou les deux
[57].

» Métabolisme

L'activité du cytochrome P450 (CYP) a été évaluée comme paramétre du métabolisme
puisque les CYP sont essentielles pour métaboliser 90 % des médicaments. Il intervient dans le
processus de biotransformation du principe actif qui sera plus facilement dissous dans les
milieux aqueux (bile, urine) pour étre éliminé par I'organisme [58]. Elles peuvent étre inhibées
par un principe actif ce qui bloque le cytochrome. Cependant le xénobiotique peut étre un
substrat donc il sera métabolisé par le cytochrome. Les isoenzymes 2D6 et 3A4 sont les deux
enzymes les plus importantes [59].

» Excrétion
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Afin d’éviter les phénoménes d’accumulation / toxicité, il faut veiller a ce que les composés
administrés, ainsi que leurs métabolites soient bien excrétes de 1’organisme par voie rénale
(urine), gastro-intestinale (feces) [60].

» Toxicité

Enfin, la toxicité aux premiers stades de la découverte de médicaments permet de gagner du
temps et de réduire les colts de développement. Le profil de toxicité résume les :

# Ames test: c’est un test pour déterminer la capacit¢ d’un produit chimique ou d’un
médicament a induire des mutations dans I’ADN [61].

+ HERG _inhibition ou (human ether related gene channel) : est un canal potassique
important, c¢’est-a-dire une protéine jouant le rdle de canal ionique responsable de la
modulation de la fonction cardiaque [62].

+ Test de carcinogénicité : la carcinogénicité est un critére d’effet toxicologique qui
concerne la capacité d’un produit chimique a provoquer le cancer chez les animaux ou les
étres humains. Ce test permet de détecter un éventuel pouvoir cancérigéne du composé (

test in vivo généralement sur les rats et les souris) [58].
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1. Relation structure-activité (SAR)

Résultats et discussion

Selon la valeur d’énergie la plus faible et le taux de répétition (TR) ; Scopoline et Acacétine

sont les meilleurs inhibiteurs parmi les autres testés de valeur de -8,9 et -8,6 Kcal/mol,

respectivement (tableau 3), les autres inhibiteurs sont rapportés comme satisfaisants a

I'exception de Kaempferol 3-O-sulphate-7-O-a-arabinopyranoside qui est classé comme le

modele d'inhibiteur le plus faible de I'enzyme avec une valeur d’énergie de -5,77 Kcal/mol.

Sinon, tous les résultats obtenus sont enregistrés avec un TR de 100%. Les résultats sont

résumés dans le tableau 3.

Tableau 3. Résultats de I’amarrage moléculaire

. Energie TR AA Distance
Ligands Types. In Nbr. In
: (keal/mol) (%)  Impliquées P A)
" In. Hydrogéne 2,71 1
Scopolétine GLU803, ARG913 ’
Moll -6,9 100 MET1039, ALA1079 In. hydrophobe >3,4 5
In. sulfure 5,47 2
GLY798, PHE799
Sconoline GLY800, GLU803  In. Hydrogéne 2,28 7
N 89 100  PHE912, PHE915  In. hydrophobe >34 2
° MET1039, SER1083  |n. sulfure 3,58 1
GLU1262
. . In. Hydrogéne 3,14 1
Méthoxycoumarine CYS150, PHE799 '
Mol3 -6,54 100 ARGO13, MET1039 In. hydrophobe >3,4 4
In. sulfure 4,95 1
i~ CYS150, PHE799 In. Hydrogéne 1,83 4
Acﬁcﬁﬂne 86 100 GLY800, ARG913 In.hydrophobe >34 9
0 MET1039,GLN1195  In. sulfure 5,38 1
Kaempferol3-O- PHE799, ARG913
sulphate-7-O-a- 577 100 GLN1041, SER1081 In. Hydrogene 2,19 6
arabinoside ' ASP1085, LYS1258  In. hydrophobe >3,4 1
Mol5 VAL1260

AA : Acide Aminé TR : Taux de répetition In :

Interaction Nbr : Nombre
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Nous avons étudié le mécanisme d'action des composes phénoliques sur la XOH, notamment
le type d'interactions et les acides aminés impliques ; les résultats prédits montrent une
inhibition significative par certains ligands utilisés a I'intérieur de la cavité du site actif.

La scopoline (mol2) ou 7-(B-D-Glucopyranosyloxy)-6-méthoxy-2H-chroméne-2-one, est
une coumarine dont le cycle chromane est lié a un sucre et a un groupe méthoxy en C6. 1l a été
intégré dans la cavité du site actif par une forme L. Les résultats du docking montrent que cet
inhibiteur présente une trés bonne stabilité avec une énergie de -8,9 kcal/mol (Tableau 3), le
classant comme le meilleur inhibiteur. Toutefois, son affinité avec XOH est adéquate avec un
TR de 100%.

Pour les interactions établies, nous avons enregistré une interaction m-sulfure avec Met1039
et des interactions hydrophobes m-alkyle et n-n forme T entre le cycle chromane et Met1039 et
Phe799, respectivement, également 7 interactions hydrogenes ont été observées, les plus
proches sont : une avec le coté glycopyranose et Glu803 avec la plus petite distance de 2,28A,
l'autre avec la fonction cétone et Glu798 avec une distance de 3,31A. D'autre part, 5 autres
interactions hydrogenes ont été obtenues avec des distances différentes ; les plus proches sont
avec Glul262, et deux autres avec Phe912 avec les fonctions hydroxyles du groupe

glucopyranose dont la distance est de 3,14A, 2,53A et 3,28A, respectivement..

HE912
PHE915
“ G
y

Q

Scopolin
MET1039

Figure 16. Représentation de la meilleure position de la Scopoline
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Acacétine (mol4) ou 5,7-dihydroxy-2-(4-méthoxyphényle)-4H-chromene-4-one est un
flavonoide, son cycle chromane est lié a un groupe anisole et porte deux groupes hydroxyles
sur les carbones C5 et C7 et un groupe cétone sur C4, d'un point de vue structurelle. Il se trouve
bloqué verticalement dans le site actif avec un TR optimal égal a 100% et une bonne stabilité
avec une énergie gale a -8,6 Kcal/mol.

La conformation du cycle chromane obtenue permet a 1’ Acacétine de former des interactions
hydrogenes : deux interactions avec le groupe hydroxyle porté par C7 avec Cys150, et le groupe
hydroxyle porté par C5 avec GIn1195, ainsi Arg913 a formé deux autres interactions avec le
groupe cétone porté par C4, dont les distances sont : 3,29A et 2,83A.

Aussi nous enregistrons une interaction nt-sulfure et plusieurs interactions hydrophobes a
savoir m-alkyle et -1 empilées avec Cys150, Met1039 et Phe799. En outre, la partie anisole a
formé 5 interactions hydrophobes m-alkyle et 7-amide avec Arg913, Gly800, Phe915, Ala1080
et Ala1079. Ceci explique la valeur d'énergie trouvée, et la forme d'ancrage verticale, le cycle

anisole se trouvant a I'entrée du site actif face aux acides aminés hydrophobes.

YS$150

RG913

GLY800

Figure 17. Représentation de la meilleure position d’Acacétine
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La Scopolétine (moll) ou 7-hydroxy-6-méthoxy-2H-chromeéne-2-one, est une coumarine,
qui porte un groupe méthoxy en C6 et un groupe hydroxyle en C7. Elle a été intégrée dans la
cavité du site actif de fagon horizontale. Selon les résultats du docking, son affinité s'avére étre
élevée pour XOH avec une valeur TR de 100%, cependant, son énergie est moderée parmi les
autres inhibiteurs (Tableau 3). Nous avons observé une seule interaction hydrogene entre le
groupe hydroxyle C7 et Glu803, dont la distance est de 2,71A. De l'autre coté, nous observons
deux interactions m-sulfure et 05 interactions m-alkyl hydrophobes avec Met1039, Arg913 et
Alal079. Ces interactions hydrophobes ont influencé sa meilleure conformation dans le site
actif et par conséquent il a été trouvé au début du site actif et peut-étre son mode d'action est de

préférence en bloguant le site actif.

\ LUBO3
N
N\
A1079
ET1039

Scopoletin

ARG913

Figure 18. Représentation de la meilleure position de la Scopolétine

Méthoxycoumarine (mol3) ou 3-méthoxy-2H-chromene-2-one est une coumarine similaire
a la Scopolétine (mol1) en termes de structure, la différence est dans la position de méthylation,
mol3 a un groupe méthoxy en C3. Il a été amarré a l'intérieur du site actif de maniere inclinée.
Les résultats montrent que cet inhibiteur représente une stabilité modérée avec une énergie
d'interaction de -6.5 Kcal/mol et un TR optimal égal a 100%. Le cycle pyrane a été pointé vers
le site catalytique et a établi une seule interaction hydrogéne avec le résidu Arg913 d'une

distance égale a 3,15A, les autres interactions formées sont de type n-n-empilé et w-alkyle avec
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les acides aminés Phe799 et Metl1039. Une seule interaction m-sulfure avec Cysl150 a été
trouvée. La substitution en C3 et les interactions hydrophobes qui en résultent ont influence sa
meilleure conformation dans le site actif. Il a donc été trouvé au début du site actif et partage le

méme mode d'action que moll qui bloque le site actif.

MET1039

Methoxycoumarin

Figure 19. Représentation de la meilleure position de la Méthoxycoumarine

Kaempferol (mol5) est un flavonoide sulfaté en C3, lié & un sucre en C7, et a un groupe
hydroxyle en C5. Il est amarré dans la cavité du site actif de XOH sous forme verticale avec un
TR optimal de 100%, son énergie a été classée la plus faible parmi tous les ligands testés avec
une valeur de -5,77 Kcal/mol (Tableau 3).

Afin de bien comprendre son mode d'action, nous avons localisé la fonction la plus réactive
dans sa structure, il s'agit du cycle pyrane sulfaté, qui a été pointé vers le site catalytique et
forme 02 interactions hydrogenes importantes : avec Arg913 et Phe799, d'autres interactions
hydrogenes ont été trouveées entre le groupe hydroxyle sur C5 et GIn1041 et trois autres avec
les groupes hydroxyles du sucre avec : Val1260, Asp1085 et Lys1258 dont les distances sont
respectivement : 3,094, 2,32A, 2,19A. Néanmoins nous n'avons enregistré qu'une seule
interaction w-alkyl hydrophobe entre le cycle hydroxyphényle et Arg913. Il semble que la
glycosylation par le sucre arabinose a influencé la stabilité du mol5 ce qui refléte la valeur

d'énergie trouvée, car la plupart des interactions en nombre de 05 ont été trouvees avec le coté
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hydrophile du site actif avec Lys, Asp, et Ser. La fonction sulfate en C3 a été plongée dans le

site catalytique cependant, le reste du cycle chromane est trouvé loin du site actif.

ASP1085

LYS1258

/%mom

ARG913
PHE799

Figure 20. Représentation de la meilleure position de la Kaempferol

2. Analyses ADMET
Les parametres ADMET ont été calculés et leur qualification a été vérifiée par rapport a leurs
intervalles standards.

Tableau 4. Les principaux parameétres ADMET

Pharmacocinétique Moll Mol2 Mol3 Mol4 Mol5

Absorption

Caco-2 cell permeability
(nm/sec) 0,277 11,356 40,786 12,79 5,128

>20

Absorption intestinale
humaine

93,923 53,81 99,135 93,0427 23,06
(AIH %)
80 a100 %
Inhibition de
P-glycoprotéine
Ne doit pas inhiber. Non Non Non Non Non

Un substrat de celui-ci
indique des niveaux
élevés d'absorption
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Distribution
Pénétration de la barriére
hémato-encéphalique
(C. cerveau/C. sang)
>2 0,644 0,028 1,667 0,15 0,0317
Traverser facilement la
barriére hémato-
encéphalique
MDCK cell permeability
- (mhs) 67,459 0,593 331,33 20,23 0,5678
Faible (< 10 nm/s)
Elevé (> 10 nm/s)
Liaison des protéines
plasmatiques
(%)
80 4 100 % est 29,418 41,843 45,838 90,917
considéré comme élevé,
50 a 80 % (modéré),
<50 % (faible)
Meétabolisme
inhibition du Non Non Non Non Non
Cytochrome P450 2D6
P450 2D6
Inhibition du Non Non Non Inhibiteur Inhibiteur
Cytochrome P450 3A4
Substrat du Cytochrome Non Faiblement Non Non Faiblement
P450 3A4
Excrétion
Urine + + + + Indisponible
Féces + - - + Indisponible
Toxicité
Test d’Ames Mutagene Non-mutagéne Mutagene  Mutagene  Mutagéne
Carcinogénicité (souris) Négative Positive Positive Négative Négative
Carcinogénicité (Rat) Positive Négative Positive Positive Négative
Inhibition de HERG Risque faible Risque faible Indisponible

Caco-2: Human colorectal carcinoma CYP450: Cytochrome P450 HERG: Human Ether Related

Gene channel MDCK: Mandin Darby Canine Kidney
Vert: Retenu

Modéré Rouge: Risque
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* Scopolétine
Les paramétres ADMET prédits (Tableau 4) de la Scopolétine (moll) montrent que sa
pénétration dans la barriere hémato-encéphalique est faible, mais que son absorption intestinale
est meilleure. D'autre part, ce composé ne peut étre ni un substrat ni un inhibiteur des
isoenzymes 2D6 et 3A4 du cytochrome P450, mais il peut inhiber d'autres cytochromes P450,
a savoir 2C19 et 2C9. Le profil de toxicité montre une mutagénicité dans le test d’/Ames, mais
le risque d'inhibition du HERG est faible. L'excrétion de ce dernier se fait par voie urinaire et
fécale [63, 64].
# Scopoline
Les paramétres ADMET prédits (tableau 4) de la Scopoline (mol2) montrent que sa
pénétration dans la barriere hémato-encéphalique est trés faible par rapport aux autres composés
et qu'elle présente également une absorption intestinale moyenne. En outre, elle n'a pas inhibé
I'inhibition de la glycoprotéine P, ainsi son transport sera facile dans la circulation sanguine,
son profil de toxicité ne montre pas de mutagénicité dans les tests d'’Ames, avec un faible risque
d'inhibition des canaux ioniques (HERG). Il peut étre excrété dans l'urine [65, 66].
+ Méthoxycoumarine
La perméabilité aux cellules MDCK et I'absorption intestinale de la Méthoxycoumarine
(mol3) prennent une valeur considérable par rapport aux autres composés. Le résultat élevé de
MDCK révéle une perméabilité rénale élevée. Cependant, la pénétration a la barriere hémato-
encéphalique est faible, aussi, nous avons enregistré un résultat positif et mutagene pour les
tests de toxicité, ce qui confirme sa capacité a provoquer le cancer et a induire des mutations
dans I'ADN. Son élimination se fait uniquement par voie urinaire [67, 68].
% Acacétine
Les résultats ADMET du composé Acacetine (mol4) montrent que sa pénétration dans la

barriere hémato-encéphalique est faible, contrairement a I'absorption intestinale qui est
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importante. Cependant il inhibe le cytochrome P450 3A4. En outre, le profil de toxicité montre
qu'il existe des résultats positifs et mutagenes pour les tests de toxicité, avec un risque moyen
pour I'inhibition de HERG, ce qui peut étre dangereux pour les patients souffrant de maladies
cardiovasculaires. L'excrétion de ce dernier se fait par voie urinaire et fécale. [69, 70].
* Kaempferol 3-O-sulphate-7-O-a-arabinopyranoside

Nous signalons que le Kaempferol3-O-sulphate-7-O-a-arabinopyranoside (mol5) pénetre
faiblement la barriére hémato-encéphalique et également peu absorbé par le systéme intestinal
et peu distribué dans la circulation sanguine. Parallelement, il inhibe le cytochrome P450 3A4
et provoque des mutations (test d’/Ames +) avec un risque indéterminé d'inhibition des canaux
ioniques cardiaques. Dans ce cas, il peut étre dangereux pour les patients souffrant de maladies

cardiovasculaires.
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Conclusion

A travers de ce travail, nous avons montré I'importance fondamentale des deux méthodes
discutées, a savoir le docking moléculaire et la prédiction ADMET, la découverte et
I'investigation de nouveaux inhibiteurs naturels par le domaine in silico est I'une des stratégies
prometteuses pour accélérer le processus de développement de médicaments, surtout dans les
premiéres phases.

La goutte est une maladie trés ancienne, son traitement est connu, mais basé sur des
traitements forts qui provoquent des effets secondaires, I'utilisation des plantes médicinales
reste encore le choix le plus sécurisé, dans ce travail, nous avons montré l'importance des
flavonoides et des coumarines de I'Atriplex comme source d'inhibiteur potentiel contre la goutte.

Les résultats du docking moléculaire ont montré que les ligands Scopoline (mol2) et
Acacétine (mol4) sont les meilleurs inhibiteurs de la xanthine oxydase humaine, avec des
énergies minimales de -8,9 et -8,6 kcal/mol, respectivement, avec l'identification de plusieurs
interactions importantes dans le site actif, tandis que le Kaempferol3-O-sulphate-7-O-a-
arabinopyranoside (mol5) montre la valeur d'énergie la plus basse avec -5,77 kcal/mol et il est
classé comme faible par rapport a tous les ligands étudiés dans ce travail.

Les résultats de la prédiction ADMET des ligands ont qualifié un inhibiteur convenable, a
savoir Scopoline (mol2) et des inhibiteurs non convenables tels que : Scopolétine (moll),
Méthoxycoumarine  (mol3), Acacétine (mol4) et Kaempferol3-O-sulphate-7-O-a-
arabinopyranoside (mol5), ces derniers peuvent présenter un risque cardiaque et des mutations
dans I’ADN dans ce cas ils doivent étre prescrits avec prudence car ils sont dangereux pour les
personnes atteintes de maladies chroniques.

Finalement, il serait souhaitable de consacrer cette étude, pour tester I'activité inhibitrice des

meilleurs ligands trouvés in vitro et in vivo pour confirmer les résultats obtenus.
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Annexe 1. Les interactions 2D de la Scopoline obtenues avec la meilleure position
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Annexe 2. Les interactions 2D d’ Acacétine obtenues avec la meilleure position
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Annexe 3. La structure 2D de la Scopolétine obtenu avec la meilleure position
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Annexe 4. Les interactions 2D de la Méthoxycoumarine obtenues avec la meilleure position
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Annexe 5. Les interactions 2D du Kaempferol obtenues avec la meilleure position
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Résumé

Notre étude est consacrée a la recherche de nouveaux inhibiteurs de la xanthine oxydase humaine (XOH) pour le
traitement de la maladie de la goutte, un important probleme de santé publique. L'objectif de ce travail est d'évaluer
in silico I'effet d'inhibition de cing composés phénoliques de la plante Atriplex hortensis L sur la XOH, par docking
moléculaire en utilisant les programmes AutoDock vina (ADV) et Discovery studio. Les inhibiteurs sélectionnés
sont: Scopolétine (moll), Scopoline (mol2), Méthoxycoumarine (mol3), Acacétine (mol4), et Kaempferol (mol5).
La prédiction des paramétres d'absorption, de distribution, de métabolisme, d'excrétion et de toxicité (ADMET) a été
veérifiée pour confirmer leurs profils pharmacocinétiques en utilisant le serveur pré-ADMET, les inhibiteurs les mieux
classés ont été choisis en fonction de leur profil ADMET et de la valeur d'énergie la plus faible générée par ADV, en
résultat, le composé Scopoline (mol2) a enregistré la valeur d'énergie la plus faible de -8,9 Kcal/mol avec le meilleur
profil ADMET et se présente comme un nouvel inhibiteur possible, les autres inhibiteurs ont été classés comme
modérés par rapport a mol2. Ces résultats pourraient étre importants pour la découverte de nouveaux méedicaments,
mais d'autres études in vitro et in vivo sont nécessaires pour confirmer leur efficacité.

Mots clés : Goutte, Xanthine oxydase humaine, composés phénoliques, Atriplex hortensis L, ADMET, Docking

Abstract

Our study is devoted to the search for new inhibitors of human xanthine oxidase (XOH) for the treatment of gout
disease, an important public health problem. The objective of this work is to evaluate in silico the inhibition effect of
five phenolic compounds from the plant Atriplex hortensis L on XOH, by molecular docking using the AutoDock
vina (ADV) and Discovery studio programs. The selected inhibitors are: Scopoletin (moll), Scopolin (mol2),
Methoxycoumarin (mol3), Acacetin (mol4), and Kaempferol (mol5). The prediction of absorption, distribution,
metabolism, excretion, and toxicity (ADMET) parameters was checked to confirm their pharmacokinetic profiles
using the pre-ADMET server, the top ranked inhibitors were chosen based on their ADMET profile and the lowest
energy value generated by ADV, as a result, the compound Scopoline (mol2) recorded the lowest energy value of -
8.9 Kcal/mol with the best ADMET profile and presents itself as a possible new inhibitor, the other inhibitors were
classified as moderate compared to mol2. These results could be important for new drug discovery; however, further
in vitro and in vivo studies are needed to confirm their effectiveness.

Keywords: Gout, Human xanthine oxidase, Phenolic compound, Atriplex hortensis L, ADMET, Docking.
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