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RESUME

Les Xanthines oxydases, sont des enzymes qui appartiennent a la classe des
oxydoréductases, ils sont responsables de la conversion de ’hypoxanthine en xanthine, et
la xanthine en acide urique. Ce dernier représente plus de la moiti¢ de Dactivité
antioxydante. Cependant, 1’élévation de son niveau dans le sang engendre une
hyperuricémie qui peut s’aggraver et générer d’autres maladies telles que la goutte.
L’objectif principal de cette étude est de tester la capacité d’inhibition de Dactivité
enzymatique de la xanthine oxydase du lait bovin par des extraits des graines de Lepidium
sativum et des molécules pures comme les composés phénoliques et de mieux comprendre
le mécanisme d’inhibition ainsi de savoir la nature des interactions entre ces inhibiteurs et
la xanthine oxydases en utilisant le docking moléculaire avec le logiciel GOLD. Les
résultats obtenus montrent que ces molécules ont un pouvoir inhibiteur important avec des
valeurs des 1C50 varient entre 0,012 mg/ml et 0,051 mg/ml contre la xanthine oxydase, ce
qui est confirme par les résultats du docking moléculaire. Nous proposons que ces

molécules puissent étre employées dans le traitement de la goutte apres les tests in vivo.

Mots clés: Xanthine oxydase de lait bovin, Lepidium sativum, inhibition, composes

phénoliques, alcaloides, docking moléculaire, goutte.
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INTRODUCTION GENERALE




Les plantes médicinales ont été employées pendant des siecles comme remedes
pour les maladies humaines (Nostro et al.,2000) ,parce qu’elles contiennent des
composants de valeur thérapeutique (Nostro et al., 2000),ses propriétés particuliéres
bénéfiques pour la santé humainequi peuvent guérir les malades avec moins d’effets
secondaires ,parmi ces composés bioactifs on a les polyphénoles.Ces derniers possédent un

pouvoir inhibiteur de plusieurs enzymes (Van Hoorn et al. 2002).

La goutte est 'une des maladies les plus anciennes du monde animal, comme le
montre le célebre squelette de Sue (Tyrannosaures rex) avec des lésions osseuses
caractéristiques. En outre, ’arthrite goutteuse a été parmi les premieres maladies a étre
reconnu comme une entité clinique. D’abord identifiée par les Egyptiens a 2640 av. J.-C. ;
elle a été reconnue plus tard par Hippocrate dans le Ve siecle avant J.-C. et, six siecles plus
tard, par Galien (Nuki et Simkin, 2006 ; Punzi et al.,2012).

La goutte est une maladie chronique fréquente liée au métabolisme de I’acide
urique, dont la manifestation clinique la plus caractéristique est une mono-arthrite aigtie de
gros orteil. Elle est associée, bien que de fagon inconstante, a une augmentation du taux
circulant d’acide urique, 1’acide urique est le dernier produit du méetabolisme des composés
puriniques dont 1’¢limination se fait par voie rénale. Il représente la moiti¢ de la capacité
antioxydant chez ’Homme. Cependant, son accumulation dans le sang induit une hype-
ruricémie, facteur de risque de plusieurs maladies (Kaur et Halliwel, 1990).dont la
goutte.Son évolution sans traitement se fait vers le dépdt de 1’acide urique dans plusieurs
sites de l’organisme humain avec une prédilection pour les articulations (arthrite
goutteuse),la peau (tophus) et les reins (néphropathie uratique )conduisant au maximum de

destruction articulaire et une insuffisance rénale potentiellement fatale.

La thérapeutique de la goutte se réalise par deux traitements : le traitement de la
crise de goutte aigué et le traitement hypo-uricémiant. Le premier traitement se fait par la
prise de la colchicine, les anti-inflammatoires non stéroidiens, ou les deux a la fois, alors le
second se fait par prise de médicaments hypo-uricémiants favorisant 1’élimination ou la
dégradation de I’AU, ou bien I’inhibition de la syntheése de I’AU via I’inhibition de la XO,
en utilisant le fébuxostat et I’allopurinol (Dalbeth et Stamp, 2007 ; Richette, 2010 ; Ea,
2012). L’allopurinol est recommandé pour étre la premicre ligne de diminution de I’AU

chez les patients goutteux et d’insuffisances rénales (Dalbeth et Stamp, 2007).



En Algérie, beaucoup de plantes sont traditionnellement utilisées pour traiter les
maladies inflammatoires, en particulier la goutte. Parmi ces plantes Lepidium sativum |,
appartenant a la famille des Brassicaceae et connue sous le nom commun «Habe
erachade» ,Cette plante est connue pour sa spécificité tres répondue dans le soin de
nombreuses maladies inflammatoires comme [I’arthrite et la goutte, elle est largement
utilisée ,malgré son utilisation trés vaste dans la médecine traditionnelle, L.sativum reste

trés peu étudiée et spécialement dans la lutte contre la goutte.

Un alcaloide dénomme de maniere générique diverses molécules a bases azotées, le
plus souvent hétérocycliques, tres majoritairement d'origine végétale (Arshad et al.,2008 ;
Astulla et al.,2008).

Les composes phénoliques sont des métabolites secondaires, ce sont des composes
mineurs par rapport aux composés des metabolites primaires, ils sont tres répondus dans le
regne végetal, ils possedent des activités biologiques : antioxydants, anti radicalaire,

anticancéreux, inhibiteurs d’enzyme...) (Benarous., 2007).

L’objectif majeur de cette étude est de chercher et d’analyser la capacité
d’inhibition de la xanthine oxydase par des extraits naturels et quelques molécules pures
y-compris des composés phénoliques et des alcaloides extraite a partir des grains de
Lepdium sativum afin d’atteindre le but de trouver un traitement contre la goutte.

Le mémoire est constitué d’un rappel bibliographique, matériels et méthodes

résultats et discussions et se termine par une conclusion.
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1. La goutte

La goutte est une maladie chronique fréquente liée au métabolisme de 1’acide
urique, dont la manifestation clinique la plus caractéristique est une mono-arthrite aigiie de
gros orteil (70 % des cas). Elle est associée, bien que de fagcon inconstante, a une
augmentation du taux circulant d’acide urique (hyper uricémie) (Nuki et Simkin, 2006 ;
Punzi et al.,2012). Son évolution sans traitement se fait vers le dépot de 1’acide urique dans
plusieurs sites de I’organisme humain (figure 1) une prédilection pour les articulations
(arthrite goutteuse) chevilles (7%) et genoux (5%) surtout, plus rarement une autre
articulation du pied (4%), la peau (tophus) et les riens (néphropathie uranique),
L’articulation devient alors rouge violacé et enflée. Conduisant au maximum de
destruction articulaire et une insuffisance rénale potentiellement fatale (Nuki et Simkin,
2006 ; Rome et al.,2011).

Inflamed joint

Swelling

Uric acid crystals

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

(Nuki et Simkin, 2006 ; Rome et al.,2011)




2. Les causes

La goutte est une forme courante d’arthrite causée par la réaction inflammatoire
due a la formation des cristaux d’urate mono-sodique dans les articulations. Initialement, la
maladie se présente comme une autolimitation des attaques d’inflammation articulaire
sévere ; et en présence d’une hyperuricémie persistante, la goutte chronique peut également
se développer avec les tophi et la synovite chronique (Nuki et Simkin, 2006 ; Rome et
al.,2011).

Les facteurs de risque sont énumérés dans (le tableau 01). On peut les diviser en
deux catégories : facteurs de risque modifiables (la diete, la consommation de fructose et
d’alcool, I’obésité¢ et la médication) et non modifiables (le sex masculin, la ménopause,
I’histoire familiale (40-70% Génétique) presque 28 genes identifiés, ’insuffisance rénale et
le statues post greffe) (Arthritis et Rheumatism .,2008).

Retenons que les principaux sont : la consommation des éliment riche en purines
qui sont en grande quantité dans le foie, les reins, le cerveau de beeuf, les extraits de viande ;
les anchois, les sardines (Lippi et al.,2008), et dans les légumes tels que les haricots, les

asperges, les épinards et les champignons (Lee et Terkeltaub, 2005).

L’apport excessif en fructose est directement lié a une augmentation de 1’acide
urique sérique et en cas de glycémie élevée (chez le diabétique) et de réserve de glycogéne
reconstituée, il y’aura une dérivation du métabolisme des nucléotides adényliques vers la

production d’AU (Lecerf, 2009).

Les purines iatrogénes proviennent des traitements médicamenteux comme les
chimiothérapies anticancéreuses et des traitements hypo-uricémiants. Les diurétiques sont
les principaux pourvoyeurs d’hyper uricémies secondaires, avec singularité, la constitution

silencieuse de tophus (Bannwarth, 2005) (Tableau 1).



Tableau 1.Les Facteurs de risque de crise de la goutte (Arthritis et Rheumatism .,2008).

Facteurs de Facteurs de Facteurs de
risque risque risque
modifiables non-modifiables déclencheurs

Sexe masculin N
Diéte riche purine Chirurgie

Obésité Ménopause Trauma

Introduction AAS a

AAS faible dose, diurétique Histoire familiale faible dose ou
diurétique
Alcool : biere,
Alcool : biére, spiritueux Insuffisance rénale o
spiritueux

Boisson sucrée riche
en fructose
Boisson sucrée riche en Statut postareffe Je(ine ou exces
fructose postg alimentaire (riche
en purine : anchois,
hareng, abat)

3. Diagnostique

Bien que la présentation clinique soit trés suggestive, le diagnostic definitif
requiert habituellement 1’analyse du liquide synovial qui démontrera la présence de

cristaux d’urate monosodique intracellulaire (Figure 2).

Figure 2. Cristaux d’urate monosodique intracellulaire typique de la goutte

(Louis et Guerne ;2014)

X




4. Symptomes

La goutte est I'une des arthropathies inflammatoires les plus fréquentes. Elle
affecte surtout les hommes entre 40 et 50 ans, mais elle peut également toucher les

femmes, particulierement aprés la ménopause (Arthritis et Rheumatism .,2008).

Il existe quatre phases dont une phase asymptomatique d’une durée variable et trois phases
cliniques : la crise aigle, la période intercritique et la forme chronique tophacée (Tableau
02).

Tableau 2. les Phases de la goutte.

(Mark .H, M.D., FRCP(c), FACP ;2012)

Phase biologique Les 3 phases cliniques

Goutte

Goultte aigue _ It
intercritique

Goutte tophacée

Periode
asymptomatique

Douleur subite,
fievre possible

Douleur chronique

Hyperuricémieas avec exacerbation

jusqu’a 38 °C

entre les crises

aigle possible

yptomatique
Classiquement :  Durée variable
gonflement, (jusqu’a 20 ans  Gonflement, chaleur
rougeur, chaleur sans crise)
Monoarticulaire,
souvent 60 % auront une
| oligoarticulaire  2€ crise durant la Atteinte
La grande premiere année L
mpides  (Sat) rsendeins PV p
hyperuricémiques rarement de 2 ans 90 % en
n’auront pas de polyarticulaire  gegans de 10 ans
(<20 %)

crise de goutte (~
85 %) Voir :
facteurs de risque

Le plus souvent
tarse, chevilles

Atteintes petites
(mains-pieds) et

hyperuricemie et genoux grosses articulations
Duree : 7210 Tophus : oreille,
jours coudes, mains, pieds

Des données récentes issues de travaux de recherche humaine et animale
soulévent plusieurs questions quant a la relation entre I’hyperuricémie et le syndrome
métabolique,

I’hypertension artérielle, la maladie vasculaire athérosclérotique et

I’insuffisance rénale (Arshad et al.,2008). Il serait possible que I’hyper uricémie ces
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problémes et joue un rdle pathogénique dans leur survenue. Par contre, il est encore
prématuré pour justifier le traitement de I’hyperuricémie asymptomatique (Arthritis et
Rheumatism .,2008). Effectivement, le lien de causalité n’est pas encore clairement

documenté par des études a long terme.
5. Traitement de la goutte :

5.1 Traitements non médicamenteux :

Le traitement non pharmacologique consiste a la diminution de I’apport en purine
pour diminuer le taux de formation de I’AU, et ce en ayant recoure a des régles hygiéno-
diététiqgues (modification des habitudes alimentaires, perte de poids) et un arrét ou
substitution de médicaments hyperuricémiants tels que les diurétiques ou 1’aspirine

(Richette, 2011).
5.2 Traitements médicamenteux :

Le traitement de la goutte se réalise par deux traitements : le traitement de la crise
de goutte aigué et le traitement hypo-uricémiant. Le premier traitement se fait par la prise
de la colchicine, les anti-inflammatoires non stéroidiens, ou les deux a la fois, alors le
second se fait par prise de médicaments hypo-uricémiants favorisant 1’élimination ou la
dégradation de 1I’AU, ou bien I’inhibition de la synthése de I’AU via I’inhibition de la XO,
en utilisant le fébuxostat et I’allopurinol (Figure 03) (Dalbeth et Stamp, 2007 ; Richette,
2010 ; Ea, 2012). L’allopurinol est recommandé pour étre la premicre ligne de diminution

de I’AU chez les patients goutteux et d’insuffisances rénales (Dalbeth et Stamp, 2007).
5.2.1 L’allopurinol :

L’inhibition de cette enzyme est une approche thérapeutique tres utilisée dans le

traitement ou la prévention de cette maladie.

L’allopurinol est le premier inhibiteur de la xanthine oxydase (Bull. NYU. Hosp. Jt. Dis,
2007),le plus utilisé en médecine humaine et vétérinaire pour traiter 1’hyperuricémie
primaire et secondaire ; il appartient a la famille des purines et de structure analogue a
I’hypoxanthine, Cette molécule s’attache d’une maniere compétitive a la xanthine oxydase
en inhibant la production de ’acide urique dans le foie .et diminue donc le taux d’AU dans
le plasma et augmente les concentrations d’hypoxanthine et de xanthine. Ces derniers sont

plus solubles que I’AU et sont éliminées par voie urinaire (Hitchings, 1966 ; Klein et

11



al.,1996 ; Dallwig, 2010 ; Faure, 2010).

Malheureusement, ’administration de [’allopurinol chez certains patients a
conduit au développement de quelques réactions allergiques connues par 1’AIS
(Allopurinol Intolerance Syndrome) ( Galbusera et coll.,2006). Ces symptdémes sont dus au
métabolite secondaire de I’allopurinol appelé oxypurinol qui joue aussi le role d’un
inhibiteur non compétitif de la xanthine oxydase (figure 3)(Hitchings, 1966 ; Klein et al.,
1996;Dallwig,2010;Faure,2010).

inhibits xanthine

0 oxidase
P X\ S
L Lo» 4 o ow o
Sy -=N‘ xanthine & I} '!*-», Oxipurinol
H oxidase - 1—” | ||.4
allopurinol
0
// '
Inhibition
Inhibition
o ¥ 0 Y 0
)L xanthine J\ xanthine ' H
HN N oxidase N oxidase N
N I Y ———= HN ,[ -> —_— - Hji [ =o
""\N__. .-_N D";,l\ ) -u__N D..-' L._N “-..N
\
b .H H H H H
vpoxanthine xanthine Uric Acid

Figure 3. Effet de I’allopurinol sur la réaction de la xanthine oxydase

5.2.2 Fébuxostat
Le second inhibiteur est le fébuxostat (dérivé 2-arylthiazole), un inhibiteur sélectif
de la xanthine oxydase (Edwards. N. L Rheumatology, 2009). En occupant le canal de
I’enzyme conduisant au site actif, le fébuxostat (Figure 04) bloque I’acceés du substrat
naturel de la xanthine oxydase, ce qui réduit la production de I’acide urique. Cette
molécule inhibe a la fois les formes réduite et oxydée de la xanthine oxydase. Bien qu’il
soit efficace sur I’hyperuricémie, cet inhibiteur trouve des limites d’utilisation en cas

d’insuffisance rénale sévére, de probleme hépatique, et il est contre-indiqué chez les sujets
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de moins de 18 ans (Edwards. N. L, Febuxostat hyperuricaemia in gout,
RHEUMATOLOGY, 2009).

3
S o
H,C
N
NC = -
2 ?
CO.H

2
Figure 4. Structure du Fébuxostat

5.2.3 Colchicine :

La colchicine (figure 05), une molécule isolée du bulbe et des graines du
colchique (figure 06). Bien qu’elle fiit efficace contre I’inflammation goutteuse, elle était
incapable de diminuer le taux élevé de I’acide urique (Gutman et coll ;1951).0Ont mis au
point le premier hypo-uricémiant appelé probénécide. Son mode d’action est basé sur
I’inhibition de la réabsorption tubulaire des urates (colchicine BMJ,2005).Cependant, pour
avoir des résultats meilleurs, les recherches sont dirigées vers I’inhibition de ’activité de la

xanthine oxydase.

Figure 5. Structure de la colchicine
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Figure 6. Photo des fleurs du colchique

(Pr Jean et Senard.M 2009)
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MATERIELS ET METHODES
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1. Materiel
1.1 Matériel biologique
Le lait bovin frais a été obtenu d’une ferme qui se trouve aux environs de la

Wilaya de Laghouat.

Lepidium sativum (Haberachade), une plante médicinale appartenant a la famille
des Brassicaceae a été achetée d’un vendeur d’herbe au centre-ville de Laghouat, au mois
d'Avril 2018. Elle a été identifiée au Laboratoire de botanique, Département de Biologie,
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université de Laghouat.

Noms communs : cresson alénois, cresson d’Inde, cresson des jardins, passerage cultivée,
cresson de fontaine, cresson d’eau, cresson officinal.

Noms scientifiques : Lepidium sativum, Nasturtium officinale (Rorippa nasturtium-
aquaticum).

Famille : brassicacées (cruciféres).

Le mot « cresson » est apparu dans la langue francaise en 1130. Il vient du francique
kresso, qui signifie rampant.

Il existe différentes variétés comestibles de cresson. Nous parlerons ici du cresson de
fontaine : (cresson d’eau) et du cresson alénois. Le premier a un goQt plutot poivré et une
saveur légérement plus forte que le second. Les antioxydants du cresson préviendraient
I’apparition de certains cancers et auraient des effets bénéfiques sur la santé de 1’oeil. Le

cresson serait aussi efficace contre les maladies cardio-vasculaires.

Pourvu de 93% d’eau, le cresson est un légume feuille parfait pour les régimes et idéal
pour accompagner de facon diététique les viandes et poissons. D’ailleurs, ses fibres douces

aident naturellement votre digestion (figure 07).

-

Figure 7. Photos représentant la partie aérienne et les graines de Lepidium sativum
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1.2 Matériel chimiques et instrumentation
Plusieurs réactifs chimiques ont été utilises dans nos expériences, parmi ces
produits: phosphate de potassium, Ethylene Diamine Tetraacetic Acid , Chlorure de
potassium, Acide chlorhydrique, sulfate d’ammonium, xanthine, quercétine, rutine, acide
gallique, acide benzoique, acide ascorbique, acide salicylique, les autres réactifs et solvants

(hexane, chloroforme, acétate d’éthyle, diméthyl sulfoxyde) ont été obtenus de Pro labo.

Parmi D’appareillage utilisé: centrifugeuse 4-15 (Sigma), spectrophotométre
biochromlibra S6, lecteur a microplaques ELx800-uv (universal microplaque reader)

accompagné avec une imprimanteEpson Lg-2070.
2. Protocoles expérimentaux

2.1 Extraction de la xanthine oxydase du lait bovin

L’extraction de la xanthine oxydase du lait bovin(BMXO) a été réalisée selon le protocole
d’extraction de (Nakamura et Yamazaki (1982) modifiee par Baghiani et al. (2003))

Lait bovin (1) I
|

Centrifugé a 5000 rpm pendant 20 min N

montré dans la figure8.

Récupéré la creme flottante dans un volume
double d'une Solution du Phosphate de
potassium (K,HPO,, 0.2 M avec 1 mM

d’EDTA)
-
N
Une agitation douce pendant 2 heures puis
centrifugation a 6000 rpm pendant 20 min
#

Le surnageant récupéré contenant notre
enzyme (Xanthine Oxydase) Conservée a
-20°C jusqu’a son utilisation.

Remarque: toutes les étapes ont été effectuées a 4 °C
Figure 8. Procédure de I’extraction de la xanthine oxydase

(Nakamura et Yamazaki (1982) modifiée par Baghiani et al. (2003)).
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2.2 Test de I’activité de la xanthine oxydase (XO) :

L’activité de la XO a été testée par I’ajout d’un volume de 800l de réactif de
dosage d’acide urique de la marque SPINE qui donne une coloration rose indiquant la
production de I’acide urique a 490 nm, avec un volume de 100 ul de xanthine comme
substrat et de I’enzyme dilué dans le tampon phosphate a pH 7. Aprés une incubation a 37
C’ pondant 30 min, le facteur de dilution de I’extrait enzymatique brut est fixé avec une

absorbance équivalente a 0,800.

2.3. Principe du réactif du dosage :

Chez TI’étre I’humain, I’acide urique est le produit principal du catabolisme des
nucléosides puriques, adénosine et guanosine. Les principales causes d’hyper uricémie sont
la goutte primaire (hyperproduction métabolique des purines ou trouble de [’urico-
élimination rénale), ou la goutte secondaire dont la cause peut étre une maladie rénale ou
I’administration de médicaments (diurétique, chimiothérapie...).L’hyper uricémie peut
aussi étre attribuée a une défectuosité d’une des enzymes impliquées dans le métabolisme
de purines ou a une hémopathie. L’hypouricémie est beaucoup moins courante de
I’hyperucémie (Bernard.,1989; Tietz., 1999).

Nous avons utilis¢ le réactif de dosage de I’acide urique de la marque SPINE,
largement utilisés dans les analyses medicales pour doser I’acide urique. Ce dernier est
oxydé par ’uricase pour produire de I’allantoine, du dioxyde de carbone et du peroxyde
d’hydrogéne. En présence de peroxydase, le peroxyde d’hydrogéne réagit avec un
chromogene (dichloro-hydroxy benzene sulfonate et amino-antipyrine) pour former une
quinonéimine, complexe de couleur rouge. L’absorbance mesurée a 520nm (490-530), est
proportionnelle a la quantité d’acide urique dans les pécimen (Tietz.,1999 ;Fossati et

al.,1980). Le schéma réactionnel est présenté dans la figure 9.
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Figure 9. Schéma réactionnel de la catalyse de 1’acide urique par les deux enzymes.
(Fraisse et al., 2002)

@ Incubation de I’acide urique avecl’uricase. 1
(b) L’oxydation de Dichloro 2-4 Phenolsulfonate par laperoxydase. 2
(© L’association de radical phenoxyle avec Amino4-antipyrine. 3

L’acide urique et ses sels sont le produit final de la dégradation des purines. Dans
une insuffisance rénale progressive, il y a une rétention dans le sang d’urée, créatinine et
acide urique. Des niveaux élevés d’acide urique indiquent une pathologie rénale et sont
généralement associés a la goutte. Le diagnostic clinique doit étre réalisé en tenant compte
de toutes les données cliniques et de laboratoire.

2.4 L’extraction des extraits de Lepidium sativum :

Les extraits de la plante Lepidium sativum: ont été obtenus selon les protocoles

d’extractions montrés dans la figure9.
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Figure 10. Procédure de I’extraction des extraits :d’hexane (EHX), du chloroforme (ECh), d’acétate
d’éthyle(EAC) de Lepidium sativum.

2.5 Test de I’activité inhibitrice de la réaction catalysé par la
xanthine oxydase :

Nous avons testé I’activité inhibitrice de nos extraits et quelques molécules pures a
I’aide d’un lecteur a microplaque a 96 puits, apres plusieurs essais afin de déterminer les
concentrations nécessaires de I’inhibiteur, dont le volume final du milieu réactionnel égale
a 250pl.

Un volume de 40 pl de I’extrait enzymatique dilué dans le tampon est ajouté a 20 ul
de T’inhibiteur (la molécule pure ou extrait dilué¢ avec 8 concentrations croissantes), ce
mélange est pre-incubé pendant 10mina37°C. La réaction enzymatique est déclenché par
I’ajout de 20ul de substrat (xanthine & 0,1 g/l), le mélange est incubé a 37°C pendant

30min, le réactif de dosage de I’acide urique est ajouté avec un volume de 160 pl, le milieu
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est incubé a température ambiante ( 25 °C) pendant 5 min, la lecture est effectuée a 490 nm
dans le lecteur de microplaque. Le blanc de la plaque est dépourvu du substrat et de
I’inhibiteur et celui de I’inhibiteur est dépourvu de substrat.

Ce protocole est optimisé pour la premiére fois et aucune étude préalable n’a été
trouvé, rappelons que I'utilisation des trois extraits ainsi les molécules pures est appliquée
pour la premiére fois avec ce protocole. Toutes les expériences ont été répétées plusieurs
fois pour s’assurer des résultats obtenues (plus de 5 fois).

La valeur de ICso a été déterminée de la représentation graphique | % = f (1) tel que

1% est déterminée suivant cette relation :

Apirai .
J% =| 1—| ==rait | {%100
4

““conirol

Avec :

- 1 % : le pourcentage d’inhibition.

- A extrait : I’absorbance de ’activité enzymatique en présence d’inhibiteur.
-A control : I’absorbance de ’activité enzymatique en absence d’inhibiteur.

Le paramétre d’inhibition IC50 se définit par la concentration nécessaire de I’inhibiteur

pour inhiber 50 % de 1’enzyme ou diminuer 50% de I’activité enzymatique (IC50).

3. Docking moléculaire

Lepidine B, catéchine et acide gallique ont été obtenues a partir de la banque de
données de PubChem, ils ont été assemblés avec le logiciel Discovery Studio visualizer
v4.0. La structure 3D de la xanthine oxydase du lait bovin (PDB ID: 3NVY) a été obtenu a
partir de la banque de données de protéine (PDB). Cette structure est choisie car elle est
cristallisée avec I’inhibiteur quercétine qu’il sera éliminé dans 1’étape de la préparation de

la protéine.

Pour initialiser les études de docking, la protéine a été préparée en enlevant toutes
les molécules d'eau, n'importe quels solvants co-cristallisés et ses ligands (quercétine). En
revanche, le co-facteur FAD est laissé dans le site actif, pour étudier les possibilités
d’interactions. En citant que les hydrogenes sont absents dans les fichiers de PDB, par
conséquent, les hydrogenes polaires ont été ajoutés a la structure en utilisant le logiciel
pymol, le fichier de configuration utilisé dans le logiciel GOLD est préparer ou nous avons
fixé les acides aminés du site actif, afin de spécifier le docking. Le nombre de solutions est
fixé a 10, chaque inhibiteur donne ses propres solutions en se basant sur 1’énergie

d’association entre ’enzyme et ’inhibiteur. Toutes les solutions ont été bien traitées et les
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conformations préférées étaient celles de la plus basse énergie de liaison avec le site actif.
Les résultats de docking produits ont été directement étudiés dans le pymol. Les

interactions hydrogenes avec leurs distances interatomiques exactes a été déterminés avec
le logiciel Pymol.
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RESULTATS ET DISCUSSION
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1. Rendement d’extraction en métabolites secondaires

Les extraits obtenus, présentent des différents aspects et des couleurs différentes.
Les teneurs de ces différentes fractions, leurs couleurs ainsi que leurs aspects sont
consignés dans le Tableau 03.

Tableau 3.Teneur, aspect et couleur des différents extraits de la plante Lepidium sativum.

Nom de I’extrait Couleur Aspect Teneur (%)
Hexanique Jaune Huileux 2,72

(Pigment apolaire)
Chloroformique

(Alcaloides) Beige Cristaux 0,06
Acétate d’éthyle
(Les terpénes +les Jaune Visqueux 274

COMPOSés
phénoliques)

Au regard du tableau précedent, nous remarquons que tous les extraits ont montrée
différentes couleurs variant du beige au jaune. Ainsi, que la teneur d’extrait acétate
d’éthyle (3,76 %) est la plus élevée suivie par celle de I’extrait hexanique est de 2,72 % et
de P’extrait chloroformique0,06%

En comparant ces résultats avec d’autres travaux, nous pouvons dire que I’extrait
hexanique présente une teneur plus élevé que les mémes extraits pour les plantes
suivantes : Globularia alypum (1,78%), Teucrium polium (2,01 %), Juniperus oxycedrus
(1,244), Ajuga iva (2,38%), En revanche, cette teneur est plus faible que celle du Juniperus
phoenicea (2,90%), (Serseg, 2017). Ces résultats peuvent étre interprétés par la partie de la
plante utilisée (graines) qui sont connues de leurs réserves en lipides, alors, que les autres
parties des plantes, c’étaient des parties aériennes. La méme observation est enregistrée
pour les extraits d’acétate d’éthyle par rapport aux méme plantes.

Pour I’extrait des alcaloides, nous avons enregistré une faible teneur par rapport a
celle enregistrée pour la plante de Peganum harmala (5,6%),(Benarous et al, 2013 et
2015). Ceci est expliqué par la différence de la méthode d’extraction ainsi la richesse des
graines de chaque plante.

Ces différences de rentabilité des métabolites s'expliquent par la méthode
d'extraction et le type de solution utilisée, ainsi que la date et la région de récolte des
plantes. Dont les facteurs externes affectent le type, la qualité et la quantité des métabolites

de la plante.
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2. Inhibition de la réaction catalysée par la xanthine oxydase

Afin d’évaluer le pouvoir inhibiteur de nos molécules et extraits sur I’activité de
cette enzyme dans le but de trouver un traitement de la goutte, l'activité de la xanthine
oxydase du lait bovin a été inhibée par les différents inhibiteurs, avec une inhibition de
50% de l'activité originale de I’enzyme, pour chaque inhibiteur, les valeurs ICsg ont été

calculées.

Nous avons tracé les courbes représentant la variation du pourcentage d’inhibition
1% en fonction des concentrations des inhibiteurs exprimées en mg/ml, ce qui nous amene
a déterminer la concentration inhibitrice a 50 % (ICso) de chaque échantillon dont les
courbes sont représentés dans la figurell. Ces représentations graphiques nous a permis de
déterminer les valeurs des IC50 ou les valeurs sont enregistrés dans le tableau 4.

Tableau 4. Les valeurs d’IC50 des inhibiteurs.

Inhibiteurs IC50 (mg/ml) IC50 (pg/ml)
Extrait hexanique 0,026+0,002 2612
Extrait chloroformique 0,023+0,001 23+1
Extrait acétate d’éthyle 0,018+0,002 18+2
Acide ascorbique 0,048+0,001 48+1
Acide gallique 0,051+0,003 51+3
Acide benzoique 0,019+0,009 1949
rutine 0,012+0,002 12+2

Les résultats obtenus montrent que tous extraits et les molécules pures ont un
pouvoir inhibiteur important contre ’activité enzymatique de la xanthine oxydase. Les
valeurs des ICso varient selon la nature et la structure chimique de chaque inhibiteur et les
groupements fonctionnels que les constituent, dont les valeurs des I1Cso varient entre 12ug
/ml (pour la rutine) a 51 pg /ml (pour I’acide gallique).

Beaucoup de recherches scientifiques ont été réalisées pour évaluer les effets anti-
hyperurécimie et anti-goutte, des extraits des plantes médicinales sur ’activité de la
xanthine oxydase dans le but de trouver un nouveau médicament naturel traitant ces
maladies sans effets secondaires. Dans cette étude, nous avons fait la méme chose et nous
voulons comparer nos extraits naturels et molécules pures par ces travaux antérieurs.

Le médicament le plus utilisé contre la goutte est 1I’Allopurinol, qui présente une
valeur d’IC50 contre la XO bovine égale a 0,33 + 0,011pg /ml (Fernanda et al., 2016),
mais 1’inconvénient majeur de ce médicament est son temps % court, c’est-a-dire chaque

4h, il faut administrer le médicament en plus il est hépatotoxique. Si hous comparons nos

25



inhibiteurs étudiés, nous pouvons dire que ce médicament est 10 fois plus efficace que nos
inhibiteurs. En revanche, nos inhibiteurs et spécifiquement nos extraits naturel de Cresson
sont plus efficaces que les extraits naturels de la plante Pimenta pseudocaryophyllusa
savoir : Iextrait aqueux des feuilles (IC50= 109,7 £ 3,92ug /ml) et I’extrait aqueux des
branches de la méme plante (1C50=54,65+ 1,30 pg /ml) (Fernanda et al., 2016).
Selon Zhang et al., 2018, la quercétine présente un IC50 de 0,82ug /ml, en la comparant
avec nos composés phénoliques, elle plus 14 fois plus efficace que la rutine et 62 fois plus
efficace que I’acide gallique.

L’objectif de cette comparaison est de savoir I’efficacité de nos extraits rappelant
que la méthode de détection de I’inhibition est complétement nouvelle, elle est utilisée

dans ce travail pour la premiere fois.

26



Extrait hexanique

100
R2=0,913 "
50
O v T T 1
0 0.02 0.04 0.06
Extrait Acétate d'ethyle
150
R = 0,994
100
50
0 v T T 1
0 0.02 0.04 0.06
60 - Acide galique
R2=0,966
40 -
20 -
0 T T 1
0 0.02 0.04 0.06
Rutine
100 -
R2 =0,989
80 -
60 -
40 -
20 -
0 T T 1
0 0.01 0.02 0.03

Extrait chloroformique

150 -
R2=0,939
100 -
50 - .
0 T T 1
0 0.02 0.04 0.06
Acide ascorbique
60
40 R2:0,995
20
0 v T T 1
0 0.02 0.04 0.06
Acide benzoique
150 -
R2=0,996
100 -
50 -
0 . T T 1
) 0.02 0.04 0.06
_50 J

Figure 11. Représentation graphique de I’inhibition de la réaction catalysée par la XO.
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3. Docking moléculaire :

Le docking est I'insertion d’un ligand au niveau d’un site récepteur d’une
macromolécule en utilisant des logiciels bioinformatiques en collaboration avec
I’algorithme génétique, cette méthode est utilis¢é pour 1’étude des réactions de
complexation généralement dans le domaine pharmacologique afin de déterminer les
différents parametres de cette fixation ainsi que son mécanisme catalytique, a titre
d’exemple 1’étude du complexe inhibiteur—transcriptase inverse du virus de SIDA afin de
trouver un nouveau médicament contre cette maladie mortelle (Sealet al., 2011).

Afin de réaliser le docking des deux inhibiteurs (catéchine et I’acide gallique)
(figure 12 et 13) aux niveaux de I’enzyme xanthine oxydase, nous avons procédé a
plusieurs étapes commengant par la préparation des inhibiteurs, a 1’aide du logiciel
« chembiooffice » selon la structure de lewis. Aprés ces étapes, nous avons préparé
I’enzyme en téléchargent le fichier a partir de la banque « pdb » suivant les mémes étapes
de la preparation des deux inhibiteurs.

Aprés le docking, nous avons obtenu de nombreuses solutions, nous allons
accepter et refuser les solutions selon des criteres bien déterminées qui se basent

principalement sur I’énergie d’association du complexe enzyme-inhibiteur.

L’acide gallique est un composé phénoliques riche en groupements hydroxyles ce
qui lui permet de former des liaisons hydrogénes avec les acides aminés du site actif. A
travers le docking spécifique avec le GOLD, nous avons obtenu 10 solutions, nous avons
trouvé plusieurs interactions hydrogénes dont les distances sont représentées dans la figure
12. L’acide gallique a présenté une distance interatomique de 2,4 A° entre I’atome
d’oxygéne du groupement carboxyle de la Glu 802 et I'une des deux extrémités hydroxyle

de I'inhibiteur. Les autres sont de 3,8 et 3,4 °A comme ils sont présentés dans la figure 12.

La catéchine est flavonoide composé de deux cycles aromatiques et un pyrone, ce
qui lui permet de former des liaisons hydrogénes avec les acides aminés du site actif. Nous
avons obtenu 10 solutions, nous avons trouvé plusieurs interactions hydrogenes dont les
distances sont représentées dans la figure 13. La catéchine a présenté une distance
interatomique de 1,6 A° entre ’atome d’oxygene du groupement carboxyle de la Glu 802
et I'une des deux extrémités hydroxyle de I’inhibiteur. Les autres sont de 2,2 et 3,6 °A

comme ils sont présentés dans la figure 13.
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Figure 12. Représentation d’une pose de docking de 1’acide gallique sur la xanthine oxydase
avec les distances interatomiques des liaisons hydrogenes entre les acides aminés du site actif et
I’inhibiteur.

> © 3.6 0

Figure 13. Représentation d’une pose de docking de la catéchine sur la xanthine oxydase
avec les distances interatomiques des liaisons hydrogénes entre les acides aminés du site actif et
I’inhibiteur.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES
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La goutte est I’'une des maladies les plus anciennes du monde animal, c¢’est une
maladie caractérisée par une réaction inflammatoire, est le résultat de 1’élévation de I’acide
urique sérique jusqu’a formation de cristaux d’urate et déposition de ce dernier dans divers

tissus et plus généralement les articulations.

C’est le domaine de recherche le plus impliqué actuellement. De cette approche,
nous avons pensé de trouver un traitement de cette maladie a base des
substancesnaturellesy-comprislescomposésphénoliquesetlesalcaloidesayantdespropriétés
pharmacologiques contre certaines maladies.

Dans notre étude, le choix des inhibiteurs a étudier est effectué selon leurs

structures chimiques, nous nous sommes intéressées d’étudier leurs effets inhibiteurs

contre la xanthine oxydase du lait bovin.

Les resultats expérimentaux obtenus a travers ce test montrent que tous les

inhibiteurs possédent une activité inhibitrice importante ce qui est affirmé par les valeurs

des 1Csodont les valeurs varient de 12 a 51 pg/ml.

Ces résultats sont prouvés par I’é¢tude bioinformatique en déterminant le
mécanisme d’inhibition et les interactions effectuées avec les acides aminés du site actif

de la xanthine oxydase.

L’ensemble de ce travail a permis donc de mieux connaitre 1’intérét de 1’étude des
plantes médicinales de la région de Laghouat et les caractéristiques chimiques de
certaines de leurs substances d’intérét bioactif. De méme, la modélisation par amarrage
moléculaire présente une actualité importante vis-a-vis sa rapidité en le comparant avec

les tests in vitro ou in vivo.

Ainsi, de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées.les molécules
inhibitrices de la XO des extraits du Lepidium sativum doivent étre isolées et identifiées,
ainsi, ca nécessitent leurs tests in vivo afin d’étudier leurs potentialités comme des futures

médicaments contre la goutte.

Il reste encore beaucoup de plantes utiles locales qui n’ont pas été analysées et qui
mériteraient de 1’étre afin de déterminer leurs potentialités dans les domaines étudiés. Ces
plantes peuvent présenter plusieurs types d’activités biologiques par exemple des anti-

inflammatoires, des antifongiques, des inhibiteurs d’enzymes, antibactériens, des anti

31



toxicités etc... Ainsi, il existe plusieurs molécules naturelles dans les différentes bases de

données nécessite leurs modélisation moléculaire afin de déterminer les meilleurs

inhibiteurs de la Xanthine oxydase.

Cette étude ne reste que préliminaire et peut servir de référence de base pour d’autres

recherches et plusieurs perspective peuvent étre envisagées :

L’utilisation des extraits d’autre plantes riches en alcaloides, terpenes et composées

phénolique ;

L’étude et la détermination des principaux composés de L. sativum, ainsi que leur

structure pour un résultat plus précis d’inhibition de la XO ;
L’utilisation d’autre source d’enzyme par exemple le lait maternel ;

Dosage des molécules responsables dans 1’¢limination et la réabsorption de I’acide

urique sérique notamment les transporteurs ;

Détermination de taux d’acide urique hépatique et I’activité de la XO/XDH sérique.
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RESUME

Les Xanthines oxydases, sont des enzymes qui appartiennent a la classe des
oxydoréductases, ils sont responsables de la conversion de I’hypoxanthine en xanthine, et la
xanthine en acide urique. Ce dernier représente plus de la moitié de I’activité antioxydante.
Cependant, 1’¢lévation de son niveau dans le sang engendre une hyperuricémie qui peut s’aggraver
et générer d’autres maladies telles que la goutte. L’objectif principal de cette étude est de tester la
capacité d’inhibition de ’activité enzymatique de la xanthine oxydase du lait bovin par des extraits
des graines de Lepidium sativum et des molécules pures comme les composés phénoliques
etdemieuxcomprendrelemécanismed’inhibitionainsidesavoirlanaturedes interactions entre ces
inhibiteurs et la xanthine oxydases en utilisant le dockingmoléculaire avec le logiciel GOLD. Les
résultats obtenus montrent que ces molécules ont un pouvoir inhibiteur important avec des valeurs
des IC50 varient entre 12 pg/ml et 51ug/ml contre la xanthine oxydase, ce qui est confirmé par les
résultats du docking moléculaire. Nous proposons que ces molécules puissent étre employées dans
le traitement de la goutte apreés les tests in vivo.

Mots clés: Xanthine oxydase de lait de bovin, Lepidium sativum, inhibition, composés
phénoliques, alcaloides, docking moléculaire, goutte.

Abstract

Xanthines oxidases, are enzymes that belong to the class of oxido reductases, they are
responsible for the conversion of hypoxanthine to xanthine, and xanthine to uric acid. The latter
represents more than half of the antioxidant activity. However, the elevation of its level in the
blood causes a hyperuricemia that can worsen and generate other diseases such as gout. The main
objective of this study is to test the ability to inhibit the enzymatic activity of bovine milk xanthine
oxidase by extracts of Lepidiume sativum seeds and pure molecules such as phenolic. Hence, to
better understand the mechanism of inhibition by knowing the nature of the interactions between
these inhibitors and xanthine oxidase using molecular docking with GOLD software. The obtained
results show that these molecules have an important inhibitory power with IC50 values ranging
between 12 pg/ml and 51 pg/ml against xanthine oxidase, which is confirmed by the results of
molecular docking. We propose that these molecules can be used in the treatment of gout after in
ViVo tests.

Keywords: Xanthine oxidase of bovine milk, Lepidium sativum, inhibition, phenolic compounds,
alkaloids, molecular docking, gout.
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