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Résumé

Des facteurs comme la prise de poids constante, I’abus d’alcool et la surconsommation de
viandes, provoguent la goutte. L’excés de purine présente dans ces aliments entraine une
suractivité de la xanthine oxydase qui est responsable de la production de 1’acide urique. Ce
dernier dépose dans les articulations provoque les attaques de goutte. Nous visons a tester in
vitro et in silico I’effet d’inhibition de trois sources de composés, tel que les huiles essentielles
(HE), les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), et les complexes organometalliques (CO)
contre la xanthine oxydase du lait humain (XOH) et bovin (XOB) en utilisant une nouvelle
approche de détection par double enzyme. L’étude in silico a été réalisée a 1’aide du docking
moléculaire (DM), y compris une étude détaillée de la relation entre 1’activité et la structure
(SAR), avec les logiciels Autodock vina, GOLD, et Discovery Studio visualizer. Les meilleurs
inhibiteurs sélectionnés ont été choisis en fonction de leur énergie de liaison la plus faible en
Kcal/mol, leur meilleur PLPchem score et leur meilleur taux de répétition (TR). Les inhibiteurs
utilisés sont cing HEs: Carum carvi L., Pimpinella anisum L., Coriandrum sativum L.,
Foeniculum vulgare Mill., et Cuminum cyminum L., présentant six composés majoritaires tels
qgue Carvone, Limonéne Anéthol, Linalool, Estragole et 2-methyl-3-phenylpropanal comme
étant des ligands libres pour le DM. Les AINS sont cing médicaments connus comme
I’Indométacine, Celecoxib, Ibuproféne, Diclofénac de sodium, et Naproxene de sodium. De
plus, les CO utilisés sont les bis—coumarines de Lanthanum (1), le Cérium (IlI), et le
Néodymium (I11). Les résultats in vitro montrent une activité inhibitrice importante pour XOH
et XOB avec un ICs allant de 0,31pg/ml a 14,49ug/ml. L’indométacine est le meilleur
inhibiteur pour la XOH et la XOB avec un ICso de 0,31+0,13 pg/ml et 0,83+0,11 pg/ml
respectivement. L’inhibiteur le plus faible était le Néodymium (L2) (I1l) avec un ICso de
14,49+1,94 pg/ml. Les résultats in silico montrent un important nombre et types d’interaction,
les CO ont été classés les meilleurs dans les deux cas (XOH) et (XOB) en termes d’affinité,
avec les valeurs de TR les plus élevées. Les médicaments AINS sont trouvés plus stables dans
le XOH avec les meilleures valeurs d’énergie enregistrées. De ’autre cOté, les composes
majoritaires des HE sont plus stables dans la XOB avec des valeurs de TR modérées.

Mots-clés : Goutte, AINS, Xanthine Oxydase, Indométacine, Docking, Huile Essentielle, Inhibition

enzymatique.



Abstract

Factors like constant weight gain, alcohol abuse and overconsumption of meats, cause the gout
disease. The excess purines found in these foods leads to over-activity of the Xanthine oxidase
which is responsible of producing the uric acid. The latter deposited in the articulations and
cause gout attacks. We aim to test in vitro and in silico inhibition effect of three different
compounds sources like essential oils (EO), Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs),
and the Organometallic complexes (OC) against the human milk xanthine oxidase (HXO) and
bovine (BXO) using the new double enzyme detection approach. The in silico study was
performed using the molecular docking (MD) including detailed Structural Activity
Relationship study (SAR), with Autodock vina, GOLD, and Discovery studio visualizer
softwares, the best-selected inhibitors were chosen based on their lowest binding energy in
Kcal/mol with the best PLPchem score and the best repetition ratio (RR). The used inhibitors
were five EOs from Carum carvi L., Pimpinella anisum L., Coriandrum sativum L.,
Foeniculum vulgare Mill., and Cuminum cyminum L. with their six majoritory compounds such
as Carvone, Limonene Anethole, Linalool, Estragole and 2-methyl-3-phenylpropanal as a free
ligands for the MD. The NSAIDs were five known drugs such as Indomethacin, Celecoxib,
Ibuprofen, Sodium Diclofenac, and Sodium Naproxen. Additionally, the used OC were
Lanthanum (111), Cerium (111), and Neodymium (I11) bis-coumarins. The in vitro results show
important inhibition activity to both HXO and BXO with an 1Csp ranging from 0.31 pg/ml to
14.49 pg/ml, Indomethacin was the best inhibitor to the HXO and BXO with an ICso of
0.31+0.13 pg/ml and 0.83+0.11 pg/ml, respectively. The weakest inhibitor was the Neodymium
(L2) (11) with an 1Cso of 14.49+1.94 ug/ml. The in silico results show significant interaction
types and number, the OC were ranked the best in both HXO and BXO in term of affinity with
the higher recorded RR values. While the NSAIDs drugs were found more stable in the HXO
with the best-saved energy values, on the other side, the EO majority compounds were more
stable in the BXO with moderate RR values.

Keywords: Gout, NSAIDs, Xanthine oxidase, Indomethacin, Docking, Essential oil,

Enzymatic inhibition
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Pathologie décrite depuis I’antiquité, la goutte est une maladie qui reste trés actuelle 1]
du fait de sa fréquence et des problémes de diagnostic et de traitements qu’elle peut encore
posée [2],

Historiquement connu sous le nom de « maladie des rois » 1. La goutte est la plus
fréquente des arthrites microcristallines touchant I’homme adulte . Elle est liée a une
anomalie du métabolisme de I’acide urique, dont la manifestation clinique la plus

caractéristique est une mono-arthrite de 1’hallux. 1%,

Elle est la conséquence bien que de fagon inconstante, d’'une augmentation du taux
circulant d’acide urique (hyperuricémie), dont la formation est principalement liée a une
enzyme dite Xanthine oxydase (XO) : une oxydoréductase qui catalyse 1’oxydation de

I’hypoxanthine en xanthine ainsi que I’oxydation de la xanthine en acide urique [61.

La goutte n’est pas une maladie bénigne [’ L’évolution sans traitement de cette maladie
tend vers le dépot d’acide urique dans plusieurs sites de 1’organisme avec une prédilection
pour les articulations (goutte articulaire), la peau (tophus), et les reins (néphropathie
goutteuse) en engendrant souvent des destructions articulaires invalidantes et des atteintes

rénales pouvant étre fatale [,

Bien que les facteurs de risque sont bien connus, de méme que la maladie dans sa
globalité ], sa gestion est souvent complexe, car souvent intriquée avec d’autres pathologies
chroniques tout aussi peu aisées a prendre en charge (insuffisance rénale chronique, diabéte,
hypertension artérielle...) I,

Par ailleurs, il existe des traitements pour la goutte, non médicamenteux qui consiste
généralement dans des habitudes et conseils alimentaires a adopter, et médicamenteux qui
deviennent problématiques, voire contre-indiqués dans certains cas, ce qui rend la prise en
charge de cette pathologie compliquée en particulier chez la personne &ageée
polypathologique.

Dans ce contexte, la recherche de nouveaux traitements pour la goutte est au coeur des
préoccupations de nombreux chercheurs, a savoir, par ’inhibition de la xanthine oxydase
(XO) qui semble étre une cible prometteuse pour développer de nouveaux médicaments.
Mais la conception de nouveaux médicaments reste une procédure qui est en général un

processus long et trés onéreux qui prend des années et coute des milliards.
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C’est dans ce but que des techniques de modélisations moléculaires, regroupées sous le
nom de « amarrage » ou « Docking » moléculaire ont été développées. Ces techniques sont
considérablement plus faciles a mettre en ceuvre, moins chéres et plus rapide, mais qui restent
prédictive et qui nécessitent leur combinaison avec des approches expérimentales in vitro.

Les études déja menées sur les molécules et extraits que nous avons testés montrent qu’ils
possédent déja une activité anti-inflammatoire [ 11 anticancéreusel?14 et
antibactériennel®®], Mais peuvent-ils étre de nouveaux inhibiteurs potentiels de la xanthine
oxydase ?

Pour tenter d’apporter des éléments de réponse, ces molécules et extraits ont été soumis
aux tests in vitro, par la méthode DED (Double Enzyme Detection)*€l, ensuite, afin de
s’approfondir encore plus dans le sujet nous avons essayé de comprendre le mécanisme mis
en jeu lors de leur interaction avec la XO. Cela, implique 1’utilisation des méthodes in silico
(Docking moléculaire), par 1I’évaluation d’énergie d’interaction de ces ligands d’une part, et
d’autre part, par I’identification des liaisons impliquées avec le site actif de I’enzyme.

Dans notre laboratoire de recherche, cette thématique de la goutte est étudiée pour la
premiére fois ainsi que les méthodes d’évaluation in vitro et in silico, ce travail est couronné
de deux publications internationales (Catégorie A+ et A) avec cing communications
nationales et internationales, avec des perspectives importantes qui permettront la continuité
de cette recherche.

Le manuscrit se présente de la maniere suivante :

La premiére partie, est dédiée a la bibliographie que nous avons divisée en trois (03)
chapitres, ou les concepts généraux regroupant les informations essentielles pour cette étude
sont décrits.

e Dans un premier chapitre, et aprés un peu d’histoire, nous verrons la maladie
goutteuse, de sa physiopathologie a ses manifestations clinique en passant par son
épidémiologie et ses facteurs de risque.

e Dans un second chapitre, nous présentons la xanthine oxydase, I’enzyme utilisée
dans cette étude, avec sa structure, sa localisation dans I’organisme et son implication
directe dans certaines pathologies.

e Dans un troisieme chapitre, nous décrivons la technique de modélisation que nous
avons utilisée dans la détermination des interactions de la xanthine oxydase ainsi que

les logiciels utilisés.
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La deuxiéme partie, révéle la démarche expérimentale qui est constituee elle aussi de trois
(03) parties ;
e Dans un premier chapitre, le matériel et les méthodes utilisés tout au long de cette
étude sont décrits.
e Le second chapitre, est consacré a la présentation de I’ensemble des résultats obtenus
e Le troisiéme chapitre, est consacré a la discussion des résultats de 1’évaluation in
vitro et in silico de I’activité inhibitrice de nos molécules et huiles essentielles vis-a-
vis des deux sources de I’enzyme xanthine oxydase : bovine et humaine.

Nous terminerons ce manuscrit par une conclusion et des perspectives de recherche.
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[Revue Bibliographique]

I. HISTORIQUE
» Une maladie qui date

L’histoire de la goutte, souvent confondue avec d’autres affections rhumatismales, a connue
de nombreux rebondissements, tant dans sa compréhension que dans sa prise en charge. Elle
illustre de fagon exemplaire les rapports de I’homme a une maladie longtemps considérée
comme un marqueur de réussite sociale.

Les premiers éléments pouvant se rapporter a la goutte sont signalés des la haute Antiquité
Egyptienne en 2640 avant J.C. 7],

Plus tard, au Véme siecle avant J.C., Hippocrate, pere de la médecine en fait une description
remarquable, il la dénomma « podagra » « podagre » en francais, grecs (toddypa : pods = pied
et agra = chasse, prise, capture), qui signifie « pris par le pied », en raison de la ressemblance
du pied goutteux a ce qui pouvait arriver aux pattes des animaux quand ils étaient pris dans un
piege (Figure 1) (T-181),

(D’aprés James Gillray, 1799)11
Figure 1 : Dessin satyrique anglais illustrant la crise de goutte du gros orteil.

Il rattacha la maladie qui « empéche de marcher » a I’oisiveté et I’intempérance, et il a fait
quelques aphorismes tels que sa prédisposition pour ’homme, sa rareté chez ’enfant et la
femme non ménopausée (Tableau 1), il insistait aussi sur le r6le de I’hérédité et I’influence
néfaste de la suralimentation sur la maladiel].

NB : (Chiagra et gonagra étaient les termes donnés aux personnes atteintes de goutte

affectant le poignet ou le genou)2°l,
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Tableau 1 : Les aphorismes d’Hippocrate sur la goutte.

Aphorismes Détails
Les Eunuques ne font points travaillez de la
V1-28 goutte, et ne deviennent points chauves.
Les femmes ne font points travaillés de la
VI-29 goutte, jusqu’a ce qu’elles cessent d’avoir leurs
mois.

Un enfant n’est point travaillé de la goutte avant
VIO I’usage de venu.

Les maladies qui sont causées par la goutte aprés
VI1-40 que I’inflammation est apaisée, sont guéries en

quarante (40) jours.

156 Les affections goutteuses sont actives au

printemps et a ’automne.

(Hippocrate, 1829)2!
Six siecles plus tard, Galien fut le premier a décrire parfaitement les tophi, qu’il associe a la

débauche et aux libations excessives, tout en soulignant I’existence d’un trait héréditaire qui en
favorise la survenue 1?21,

Au moyen age (V-Xveéme Siécle), les médecins arabes, particulierement ERRAZI au Xéme
siecle en fait une description précise et remarquable, ERRAZI lui consacre une MAQALA,
dont un manuscrit dans la bibliotheque d’Alexandrie s/no 6418 composée de 40 pages et publié
pour la 1% fois en 2003. 1l subdivise son traité en 20 chapitres (Annexe 1)[23],

Randolphe de Bocking (1197-1258), moine dominicain, chapelain & Chichester, fut le
premier a employer le mot « Goutte » pour décrire « Podagre » : (gutta quam podagram vel
artiticam vocant) (la goutte que ’on appelle « podagra » ou « arthrite »)[?4 et, probablement,
d’autres formes de rhumatismes.

Le rhumatisme est alors décrit comme un poison contenu dans les humeurs qui « tombait
telle une goutte de la téte dans une articulation » d’ou le terme « goutte », dérivé du mot latin
gutta 11,

Ce n’est qu’au Xveme siécle que la distinction entre la goutte et les rhumatismes ne sera
faite formellement par Guillaume de Baillou (1538-1616), doyen de la Faculté de Paris et
médecin du dauphin [?2,

L’histoire moderne de la goutte commence probablement par Sir Thomas Sydenham (1624-
1689) grand clinicien, nommé I’Hippocrate anglais, qui était lui-méme affligé d’une podagre

depuis I’age de 30 ans. Il lui consacra un traite, paru en 1683 « Tractatus de Podagra et Hydrope
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» ouvrage entierement dédié a la goutte, ou figure une remarquable auto-observation : (Annexe
2) [25.26],

« Le sujet s’est couché bien portant et s’est abandonné au sommeil mais, vers deux heures
apres minuit, il est réveillé par une douleur occupant le plus souvent le gros orteil, quelque fois
le talon, la jambe ou la cheville. Cette douleur rappelle celle de |’entorse et il s’y ajoute la
sensation comme d’une eau a peine dégourdie répandue sur la région. Bient6t surviennent une
sensation de froid, de frisson et un léger mouvement fébrile. La douleur, d 'abord modérée,
augmente par degrés en méme temps que le froid et les frissons disparaissent et cela d heure
en heure, jusqu’a ce quelle parvienne a son comble a la tombée de la nuit : elle embrasse
merveilleusement les petits os du tarse et du métatarse dont elle occupe les ligaments »231,

Au siécle suivant, la compréhension de la genése de la maladie, a beaucoup évolué grace au
chimiste suédois Carl Wilhelm Scheele (1632-1723) et a son microscope que fut découverte la
présence de cristaux dans les tophil?”. Louis Jacques Thénard, célébre chimiste francais,
attribua au chimiste suédois Carl-Wilhelm Scheelé (1742-1786) la découverte de 1’acide urique
a partir de calculs urinaires provenant d’un goutteux, et le nomma successivement acide
bézoardique et lithiquel™. Par la suite, William Hyde Woolaston, médecin et chimiste anglais,
démontra la présence d’acide urique dans un tophus retiré de sa propre oreille[?®l,

Au XIXe siecle, la description clinique de la goutte fut parchevée par Sir Alfred Baring-
Garrod, médecin de la reine Victoria, qui a mis au point un dosage biologique de I’acide urique,
ou il montre qu’il est augmenté dans le sang et I’urine des goutteux. Il affirma, dés lors, que la
goutte était la conséquence et non la cause d’un exces d’acide urique. Dont la formule chimique
fut décrite par Hermann Fischer (1852-1919), prix Nobel de chimie en 1902[7],

A partir de 1913, grace aux travaux de Folin et Denis, le dosage de I’acide urique dans les
liquides biologiques permit de montrer que les goutteux sont hyperuricémiques!2s.

Il resta alors a confirmer son origine héréditaire, affirmée dés le lie siécle par Aretarus de
Cappadoce, et confirmée par William Cullen, au XVIlle siéclel??,

Cette quéte ne trouvera son épilogue qu’en 1967, J.E. Seegmiller et son équipe identifient le
premier déficit enzymatique du métabolisme des purines.[28]

» Maladie des rois

On la surnomme « la maladie des rois » : de Charlemagne a Louis XIV, la goutte a terrassé
de douleur des grands noms de I’histoire.

Charlemagne, Charles Quint (dont un doigt goutteux est conservé au monastere royal San
Lorenzo de I’Escurial) et son fils Philippe Il d’Espagne étaient touchés ainsi qu’Henri VIII,
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Louis X1V, Louis XVI1II et son cousin anglais le roi Georges IV. Mais aussi Léonard de Vinci,
Christophe Colomb, Martin Luther, le grand Conde, le cardinal Mazarin, Isaac Newton,
Benjamin Franklin ainsi que Darwin[?®],

On la croyait réservée aux rois, la goutte était aussi la maladie des bourgeois, des obeses,

des gros mangeurs de viande et de gibier, des sédentaires (Figure 2). 29

s 3. S
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F :la"."\
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h‘lm A CHANGE IN THE MEAD OF AFTAIRS -k

M:,.A R o= e =S T ;‘JW

(D’aprés Melissa Robitaille, 2018)[29]
Figure 2 : Caricature sur la goutte montrant qu’elle était autrefois un stéréotype social.
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II. LAGOUTTE
I1. 1 Définition

La goutte est le rhumatisme inflammatoire de I’homme adulte le plus fréquent, résultant d’un
trouble du métabolisme des purines, dont la conséquence est une hyperuricémie qui se définie
par ’augmentation de la concentration d’acide urique dans le sang au-dela de 360umol/I
(60mg/1) chez la femme et 420umol/l (70mg/1) chez I’homme. Cette hyperuricémie peut étre
asymptomatique, ou entrainer la formation de cristaux d’urate monosodique (UMS), d’abord
au niveau des articulations, provoquant alors une réponse inflammatoire douloureuse,
responsable de la crise de goutte aigué, puis, sans prise en charge, et apres plusieurs années

dans les tissus mous et le rein, caractéristique de la goutte chronique [2 5. 7. 18,301,
I1. 2 Goutte primitive et goutte secondaire

La goutte peut étre classée comme primaire ou secondaire, selon la présence ou I’absence

d’une cause identifiée d’hyperuricémie :

» La goutte est dite primitive lorsqu’elle est due a ;

o Un exces de synthese, par une altération du métabolisme des purines endogénes se
traduisant par une hyper-purino synthése hépatique de novo ou d’un exces d’apport
en purine (exogeéne) par le biais d’une alimentation trop riche ;

o  Un défaut d’¢limination de I’acide urique.

Ces deux mécanismes sont liés et il est impossible de connaitre la part respective de chacun
d’entre eux!: 71,
> La goutte est dite secondaire lorsqu’elle est due a certaines pathologies (tel que les
affections rénales) ou a la prise de certains médicaments!l,

I1. 3 Physiopathologie de la goutte

La goutte étant due a la cristallisation d’urate monosodique (UMS). Son origine est multiple.
En temps normal, 1’acide urique provient du métabolisme des bases purique de I’ADN
(Adénine/Guanine) qui ont diverses origines : Alimentation, catabolisme des cellules de
I’organisme ou synthése hépatique de novo. Sa concentration plasmatique dépend d’un
équilibre entre sa synthése et son élimination qui sont régulées par des facteurs génétiques et

diététiques!31l,

Dans le cas de la goutte ; elle est due généeralement, dans plus de 90 % des cas, a une
élimination rénale diminuée de I’acide uriquel®, cette diminution de I’excrétion rénale a de

multiples causes : génétique, vieillissement, maladie rénale, alimentation, médicaments.
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Ainsi, la physiopathologie de la crise de goutte peut &tre vue comme un cercle vicieux
constitué d’une part d’une phase de cristallogenése et d’autre part d’une phase inflammatoire(!l.

o La phase de cristallogenése ; lorsque I’hyperuricémie devient trop importante, I’acide

urique risque alors de précipiter sous forme de cristaux™l.

A 37°C, la limite de solubilité de ces cristaux d’UMS dans les liquides biologiques et les

tissus et atteinte lorsque 1’uricémie est > 60 mg/L. Cette solubilité diminue en fonction de la

température, ce qui pourrait expliquer que la goutte touche surtout des articulations distales

et froides (principalement I’hallux)t 71,

o La phase inflammatoire ; La formation puis I’introduction des cristaux d’UMS au

niveau de I’articulation est un facteur déclenchant de la réaction inflammatoire8l. Qui se

déroule selon 3 étapes ; le déclenchement, 1I’amplification et la résolution spontanéel’].

I11. EPIDEMIOLOGIE DE LA GOUTTE

Au cours des 50 dernieres années la prévalence et 1’incidence de la goutte semblent avoir
augmenter dans de nombreuses régions du monde (Figure 3)B32, De trés nombreux facteurs de
risque de goutte ont été identifiés chez I’homme et chez la femme dans des études
épidémiologiques prospectives(®3 : Hyperuricémie, facteurs génétiques, vieillissement des
populations, facteurs alimentaires (mauvaises habitudes diététiques, sodas sucrés, régime
occidental), certaines comorbidités (incluant hypertension, obésité, diabéte, insuffisance
cardiaque, insuffisance rénale chronique) et I’augmentation de I’utilisation des diurétiques en
particulier comme traitement de I’HTA semblent les principaux facteurs influant sur

I’apparition de la maladie [30 341,
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Figure 3 : Estimation de la prévalence de la goutte a travers le monde.
La prévalence de la goutte est plus élevée dans les pays développés et dans les populations océaniques que dans
d’autres régions du monde, malgré I’absence de données disponibles pour une grande partie du monde en
développement.

I11. 1 Prévalence de la goutte

Les estimations de la prévalence de la goutte varient selon les études, en raison des
différences dans les tranches d’age étudiees, la répartition par sexe, les emplacements
géographiques, les méthodes d’échantillonnage, la définition de la condition utilisée, I’ethnicité
des participants a I’étude et ’année de I’enquétel®?,

Dans le cas en Algérie, il n’existe pas de données épidémiologiques a grande échelle
concernant cette pathologie. Mais une chose est sre, la prévalence mondiale est en hausse trés
significative, ou elle a été signalée dans différents pays et régions du monde comme le cas des
pays océaniens ou on constate une forte prévalence, en particulier ;

En Nouvelle Z¢lande, ou la prévalence a quasiment décuplé en 30 ans, en passant de 3,1 %o
en 1958 a 29 %o en 1992 dans la population d’origine européenne, et a presque doublé dans la
population Maori en passant de 27 %o 4 64%o. (Tableau 2)35 31, Aussi au Japon et a la Chine
continentale dont la goutte pour eux était une maladie inconnue au début des années 1980 mais
qui @ montré une augmentation significative de 3,6%o0 a 11,4%o dans les années 2002-2004
(Tableau 2)[37-381, Cette augmentation semble étre due au développement de 1’économie et aux
changements de mode de vie que ces pays ont subis ces derniéres décenniels8l,

Aux états Unis, en utilisant les données de systemes de remboursement des soins, K.L.

Wallace et al ont confirmé 1’augmentation de la fréquence de la maladie de presque le double
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en dix ans, passant de 2,9 %o en 1990 a 5,2 %o en 1999 (Tableau 2)B3° notamment chez les
hommes de plus de 75 ans0l.

L’étude de Lawrence et al basée sur la National Health Interview Survey (NHIS), montre
aussi une prévalence croissante de la goutte en 20 ans passée de 4,8 %o en 1969 a 9,9 %o en
1983 a 1985, puis en diminuant l1égérement pour atteindre 9,4 %o en 1996 (Tableau 2)[41 421,

Au Royaume Uni, la prévalence de la goutte a été multipliée par 5 en allant de 2,6%o en 1975
a 14%o en 2005 (Tableau 2)13 441,

Une autre étude de Kuo et al, basé sur le Clinical Practice Research Datalink (CPRD) a
estimé que la prévalence avait augmenté de 1,52 a 2,49 % entre 1997 et 2012 (Tableau 2)[“1.

Cette augmentation de prévalence de la goutte peut étre expliquée globalement par
I’augmentation de I’espérance de vie, I’accroissement de comorbidités, les prescriptions de plus
en plus fréquentes de diurétiques et a une modification de I’alimentation amenant a une

élévation d’uricémiel®l,
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Tableau 2 : Estimation de la prévalence de la goutte aux Nouvelle Zélande, USA, Royaume Uni, Chine et Taiwan.

Période de

Nombre de Vérification

Définition des

Etudes I’enquéte sujets des cas cas Prévalence
Nouvelle Zélande
Echantillon . Européens
Lennane [ 1958 ?gé randomisé de exlar:rtferrch:el\iAéietue 3,1/1000
population g Maori 27/1000
53 Echantillon Interview et Européens
Chales ¥ 1966 randomisé de - 9/1000
47 population  examen clinique o 60/1000
315 Echantillon exg:;zrr:”cel\i,\rlwftue Européens
Klemp 139 1992 randomisé de e d 29/1000
342 - Criteres ARA .
population Maori 64/1000
1977
USA
) Diagnostique
Wallace & 1990 8 millions reanzgrL]J?s:mdgnt de goutte ou 2,9/1000
1999 des soins de THU 5,2/1000
- ICD
1969 4,8/1000
1976 7,8/1000
1980 . . 8,3/1000
Me 19831985 100000  NHIS o Declation 9,9/1000
1988 g 8,5/1000
1992 8,4/1000
1996 9,4/1000
Royaume Uni
Dossier du Diagnostic du
Currie [ 1975 374832 médecin médecin 2,6/1000
généraliste généraliste
Dossier du
Steven 9 1987 35 251 medecin Revue des 3,4/1000
généraliste dossiers cliniques '
(Ecosse)
Dos%ler_du Diagnostic du
Harris 481 1993 300 376 meaetin médecin 9,5/1000
généraliste P :
(Angleterre) généraliste
1991 Diagnostic du NR
Mikuls 71 1994 1,8 millions BgsPeRLé)K médecin NR
1999 généraliste 14/1000
Annemans 2,5 millions Diagnostic du
[44] 2000-2005 ' IMS Disease médecin 14/1000
généraliste
1997 - Dossiers 1,52/100
[48] ;
Kuo 2012 12 millions CPRD Cliniques 2,49/100
Chine
Echantillon Déclaratif
Nan 7 2002 2438 randomisé de confirmé sur 3,6/1000
population dossier médical
- . Questionnaire,
s8] Echant_llllon examen physique
Miao 2004 5003 randomisé de Crite 11,4/1000
opulation riteres ARA
P 1977
Taiwan
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Questionnaire,

) Rural 1,6/1000
examen physique

Echantillon Hvperuricémie Suburbain

Chou 4] NR 8998 randomisé de YPeruric 6,7/1000
8 Ex. liquide .

population svnovial Urbain

y 6,7/1000

Echantillon Interview Agblc;rllggge

Chang [0 1993-1995 9961 randomisé de Critéres ARA Non-aboriag

opulation 1997 on-aborigene
P 3/1000
Lin®J 10931996 3178 Nutrition & Interview 34/1000

Health survey  Examen physique

Abbreviations:

ARA: American Rheumatism Association; CPRD: Clinical Practice Research Datalink; ICD: International Classification of
Disease; UK GPRD: United Kingdom General Practice Research Database; NHANES: National Health And Nutrition
Examination Survey; NHIS: National Health Interview Survey; NR: Non Renseigné; THU: Traitement Hypo-Uricémiant.

I11. 2 Incidence de la goutte

Plusieurs études montrent une augmentation de 1’incidence de la goutte entre les années 50
et 90, et une relative stabilisation depuis les années 90/2000. Elles soulignent aussi le sex/ratio
penchant nettement du c6té des hommes, et la survenue de goutte chez le patient &gé en grande
majorité.

Au Etats Unis, d’apres ’étude de Arromdee et al, basée sur le Rochester Epidemiology
Project qui a comparé I’incidence de la maladie dans la région de Rochester et ont noté une
augmentation de 45/100 000 en 1977-1978 a 62,3/100 000 en 1995-19962],

L’¢étude de Kuo et al analysant les données du CPRD au Royaume-Uni, a mis en évidence
une incidence de survenue de la goutte de 1,36%o0 en 1997 et de 1,77%. en 2012, soit une
augmentation de 29,6%!8l,

En revanche, dans une autre étude au Royaume Uni basée sur la GPRD, I’incidence de la
goutte restait relativement stable avec 1,2%o en 1991 et 1,3%o en 1999 471 et 1,29%, en 2001 et
1,23%o en 2007031,

D’aprés les données de cohortes longitudinales américaines, I’incidence et dans une
fourchette allant de 1,73 %o & 2,8%o[%1.
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IV. FACTEURS POTENTIELLEMENT ASSOCIES A UNE AUGMENTATION DU
RISQUE DE GOUTTE

C’est I’association de plusieurs facteurs chez un méme patient qui conduit au développement
de la pathologie goutteuse. Cependant, il existe des facteurs de risque modifiables et des
facteurs de risque non modifiables.

IV. 1 Modifiables
» Hyperuricémie

Une hyperuricémie n’implique pas forcément I’apparition d’une goutte mais Il n’y a pas de
goutte sans hyperuricémie.

11 est bien établi que I"hyperuricémie est le principal facteur de risque dans la survenue et le
développement d’une goutte. Plusieurs études ont démontré une relation directe (exponentielle)
entre le taux d’acide urique sérique et un risque futur de goutte.

Chose confirmé dans I’étude de Framingham[ et la Normative Aging Study(®],

» Meédicaments
L utilisation de certains médicaments a aussi un impact sur le taux d’acide urique sériquel€l. II
a été démontré que I’utilisation de diurétiques pouvait avoir un effet hyper-uricémiant %61, De
méme pour I’aspirine a de faible dose (1 a 2g/L), mais a forte dose (>3g/1) elle a I’effet
inverselsl,

» Alimentation

Un tiers de I’acide urique est formé a partir du catabolisme des purines alimentaires, ce qui
fait qu’une alimentation riche en purine (tel que les fruits de mer, quelques viandes, boissons
alcoolique) peut contribuer au développement d’une hyperuricémie, de méme pour les boissons
contenant du Fructose qui peut favoriser la précipitation de cristaux d’urate 1571,

A I’inverse, la consommation de produits laitiers allégés, de café et de vitamine C, diminuerait
le risque d’hyperuricémie et de goutte.

» Syndrome métabolique

La goutte est fortement associée a des comorbidités incluant le syndrome métabolique, défini
par une obésité abdominale, une hypertriglycéridémie, de faibles taux de cholestérol HDL, une
hypertension artérielle, et une hyperglycémiel®8l. Alors que la perte de poids est importante
(Tableau 3)5°,

La relation entre le syndrome métabolique et la goutte est supposée étre médiée par
I’hyperuricémie ; les concentrations sériques d’acide urique sont corrélées au degré d’adiposité
abdominale et aux mesures d’insulino-résistance, et I’insuline inhibe 1’excrétion rénale

tubulaire d’acide uriquel®°,
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Tableau 3 : Variation de I’uricémie avec le poids.

Variations du poids Variations de L’uricémie
Perte de poids de 5 a 10 Kg -19 pmol/L (-20; -17)
Perte de poids> 10 Kg -37 pumol/L (-40; -35)
Prise de poids de 5a 10 Kg +17 umol/L (+16; +19)
Prise de poids> 10Kg +26 umol/L (+23; +29)

(Adapté Chales et Richette., 2016)61

Il existe plusieurs définitions du syndrome métabolique. Cependant les plus utilisées sont
deux ; I'une proposé par le National Cholesterol Education Program (NCEP) en 2001 dite ATP
Il (Adult Treatment Panel I11), utilisé dans I’étude précédente et I’autre plus récente en 2005
dite IDF (International Diabetes Federation) (Tableau 4)!,

D’aprés une étude basée sur les données de la NHANES |11, la prévalence du syndrome
métabolique chez les patients atteints de goutte pourrait atteindre 62,8% [62], et 61% dans une
autre étude CACTUSI®,

Tableau 4 : Les définitions du syndrome métabolique utilisées par I’ATP et I'IDF.

Critéres de diagnostic NCEP-ATP 2001 IDF 2005
. >88 cm femmes >80 cm femmes
Tour de taille
> 102 cm hommes > 94 cm hommes
Hypertriglycéridémie >1,5¢g/1 >1,5 g/l
< 0,5 g/l femmes < 0,5 g/l femmes
HDL cholestérol
< 0,4 g/ hommes < 0,4 g/ hommes
Pression artérielle > 135/85 mmHG >130/85 mmHG
Glycémie a jeun >1,1 g/l >1,0g/1

(Grundy et al., 2005 ; Guize et al., 2008)[64 651
Abbréviations:

ATP: Adult Treatment Panel; IDF: International Diabetes Federation; NCEP: National Cholesterol Education Program.

V. 2. Non modifiables
> Age
La prévalence de la goutte augmente de fagon linéaire avec 1’age (Figure 4), en effet cela
peut s’expliquer par la lenteur de formation des dépodts cristallins pathogénes d’urate
monosodique. Le risque de goutte dépend donc du degré et de la durée de 1’hyperuricémiel®6,
La NHANES de 1996, la prévalence était de 22,4%o chez les sujets agés de 45 a 64 ans, et
de 31,7%o chez les sujets agés de 65 a 74 ans alors qu’elle était chiffrée de 1,8%o chez les sujets

agés de 18 a 44 ansl> 8,
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> Sexe

Dans toutes les tranches d’age, L’uricémie est physiologiquement plus élevée chez I’homme
que chez la femme (Figure 4) (Jusqu’a la ménopause en raison de 1’effet uricosurique des
cestrogenes, ces derniers diminuent aprés la ménopause)®l. OU I’uricémie de la femme tend a
se rapprocher des valeurs de I’uricémie de I’homme.

Cette goutte féminine tardive peut s’expliquer par des facteurs liés a 1’dge ; problémes
rénaux, HTA et prise de traitement diurétique, de plus de la diminution de 1’usage de traitements
hormonaux[®71,

En France, une prédominance masculine retrouvée par I’étude GOSPEL dans laquelle 88,3%
des goutteux étaient des hommes©8l,

Une autre étude en Nouvelle Zélande, ou the Health Quality and Safety Commission estimait

que les hommes étaient trois fois plus atteints que les femmes(®9l,
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(Kuo et al.,2015)18]

Figure 4 : Représentation de la prévalence de la goutte en fonction de 1’age et sexe au Royaume Uni
en 2012.
(En bleu : Hommes ; En vert : Total ; En rouge : Femmes)
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> Implication des facteurs génétiques
Quarante 40% des patients atteints de goutte ont un parent également goutteux[©8l. Une étude a
identifié trois loci génétiques majeurs en association avec la concentration d’acide urique et la

probabilité de survenue de la gouttel’®, C’est trois loci sont :

- SLC2A9 codant la protéine GLUT9, un transporteur de glucose et de fructose, mais aussi
de ’acide urique dans le tubule rénal proximall’1,

- ABCG2, transporteur par efflux de 1’acide urique au niveau des cellules du tubule
collecteur.

- SLC17A3, codant NPT4, un co-transporteur Na/P du tubule proximal.

Par la suite, de nombreuses études ont decouvert plus de 40 genes (Figure 5) et leur

association avec I’hyperuricémie et la gouttel’?],
La découverte de ces geénes et I’influence de leur polymorphisme sur le taux d’acide urique

ne peut expliquer qu’une petite partie de la variation de I’uricémie dans les populations

étudiéesl’,

18

Cumulative number of SUA and gout genes

1988 2000 2002 2007 2008 2009 2010 2011

(Adapté de Reginato et al., 2012)[7

Figure 5 : Chronologie de découverte des genes impliqués dans la pathogenése de
I’hyperuricémie/goutte.
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V. MANIFESTATIONS CLINIQUE DE LA GOUTTE

Les manifestations cliniques de la goutte peuvent étre trés variées, Nous pouvons distinguer
plusieurs stades d’évolution, dans 1’ordre chronologique d’apparition: hyperuricémie
asymptomatique ; goutte aigué ; phase subaiglie ; goutte chronique ou tophacéel.

V. 1 Goutte typique
V. 1. A Hyperuricémie asymptomatique

Condition fondamentale pour le développement de la maladie, elle constitue un stade
précoce de la goutte. C’est au cours de cette phase que va s’accumuler, de maniére silencieuse,
des cristaux d’urate monosodique au sein des tissus dont le tissu articulaire, ces dépéts
asymptomatiques ne présente pas de manifestations cliniques rhumatologiques et ne nécessite
aucun traitement médicamenteux® 71,

V. 1. B Goutte aigue
» Facteurs déclenchants
Méme si la crise de goutte survient habituellement sans cause connue, plusieurs facteurs
peuvent la déclencher tels que des stress physique ou psychique ; comme elle peut étre précédée
de prodromes constitués d’une sensation de malaise et d’irritabilité, et la survenue de
paresthésies a type de picotements locaux [+ 73,
» Localisation

Il s’agit typiquement d’une mono-arthrite aigué, inflammatoire, touchant surtout les
articulations des membres inférieurs et en particulier la métatarso-phalangienne de 1’hallux, ou,
a part le gros orteil, elle peut atteindre le tarse, la cheville et le genou.

Elle peut intéresser aussi les membres supérieurs, en particulier les mains et les poignets.
Les épaules sont rarement atteintes, tandis que les coudes sont touchés, surtout au niveau des
bourses olécraniennes.

La pathologie goutteuse chez les sujets agés, surtout de sexe féminin a quelques
particularités. Les localisations different quelque peu, il est possible que les premiéres crises
soient d’emblée polyarticulaires et touchent le membre supérieur, la main en particulier [74-76],

» Signes cliniques et symptémes
Elle est caractérisée par un début brusque le plus souvent nocturne accompagner de douleurs

vives et intenses, tres violentes, qui se développent tres rapidement en 6-12 heures. Celle-ci
peut étre associée a ;
o Une hyperesthésie cutanée rendant insupportable le moindre contact du drap contre

I’articulation touchée.
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o Une tuméfaction, une rougeur, une chaleur locale et un érythéme marqué
comparable a une cellulite.

L’inflammation est tellement violente qu’elle est capable de « briler » littéralement la peau
de la zone atteinte qui, au bout d’un jour ou deux, se détache en peau d’oignon (Figure 6) ['*
75]

» Signes biologiques

Etant donnée la réaction inflammatoire locale et systémique déclenchée par les cristaux
d’UMS, Les bilans biologiques peuvent présenter une augmentation de la vitesse de
sédimentation (VS), de la protéine C (CRP) et une hyperleucocytose. Le niveau d’uricémie peut

rester (faussement) normale ou peu augmentée [ 741,

(D’aprés Puni et Oliviero, 2007)"
Figure 6 : Photo qui représente la goutte aigué du gros orteil.
V. 1. C Goutte subaigle

Aprés la résolution de 1’accés aigue, le patient entre dans une phase subaigué
asymptomatique jusqu’a la prochaine crise de goutte. Durant ces intervalles libres et en absence
de prise en charge, les dépdts de cristaux d’urate de sodium se poursuivent et donc la pathologie
évolue.

La progression de la maladie goutteuse se traduit par des accés goutteux de plus en plus
fréquents avec diminution progressive des périodes intercritiques puis passage a I’atteinte
chroniquel”.

V. 1. D Goutte chronique
» Facteurs déclenchants
La phase chronique s’installe généralement apres plusieurs années d’évolution d’une goutte

non diagnostiquée ou non traitéel’"].
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» Tophi
L apparition de tophus est caractéristique de la goutte chronique. 1l s’agit de dépdts organisés
en nodules ferme, indolores et blanchatre. Ils sont de taille variable, de quelques millimétres a
plusieurs centimetres de diametre. La consistance au début est généralement molle et ensuite
devient plus durel? 751,
» Localisation
Elle est caractérisée par I’apparition de dép6ts d’urate de sodium
o Au niveau sous-cutané a 1’origine de tophi sous-cutanés « Goutte Tophacée » qui se
localisent préférentiellement au pavillon de I’oreille, les coudes et les mains (Figure
7).
o Auniveau articulaire et osseux a I’origine de complications ostéoarticulaires variées

dite « Goutte articulaire », qui siege particulierement aux mains et pieds.

o Au niveau rénal a ’origine de « Lithiases urique ou Néphropathie urique »[* 741,

(Hervé , 2016)(8] (Punzi et Oliviero, 2007)[4

B &

(D’aprés Minesh Khatri, MD, 2020)78!

Figure 7 : Photo qui représente des tophi au niveau de ’oreille, du coude et de la main.
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» Complications

Le tophus est parfois le siege de poussées inflammatoires et douloureuses. 1l peut s’ulcérer
en laissant sourdre une matiére blanchatre et crayeuse qui constitue une porte d’entrée pouvant
se surinfecter (Figure 8), mais la surinfection est rarel> 771,

Des atteintes neurologiques peuvent aussi apparaitre lorsque le tophus comprime des

structures nerveuses (rachis, canal carpien) [77],

(D’apreés Scuiller et al., 2020)77]
Figure 8 : Photo qui représente un Tophus mis & nu aprés une infection cutanée.

» Signes Biologiques
La présence de I’hyperuricémie est le marqueur le plus important, par contre
I’augmentation de la VS et de la CRP peut manquer ou étre seulement peu élevée. L’analyse

du liquide synoviale et 1’étude du tophus restent les examens décisifs.[’4

V. 2 Goutte atypique

Avec le vieillissement de la population, nous assistons de plus en plus souvent a des
présentations atypiques qui peuvent intéresser de facon inhabituelle une autre articulation, ces
localisations atypiques peuvent se voir au niveau du rachis, des articulations sacro-iliaques, des
hanches ou des épaules, rendant le diagnostic plus difficile [> 771, Des manifestations ORL de
type dysphagie, ou de dyspnée aigué, secondaires & une atteinte des cartilages et des cordes
vocales par des dépbts tophacés, ainsi qu’une déformation du nez avec «bosse» nasale peuvent

également se voirl™l,
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I. GENERALITES

En 1902, Schardinger® a montré que le lait de vache contient une enzyme capable d’oxyder
les aldéhydes en acides, accompagnée de la réduction du bleu de méthyléne, cette enzyme était
alors communément appelée « Enzyme de Schardinger ». Plus tard en 1922, Morgan et al., (81
ont montré que le lait contient une enzyme capable d’oxyder la xanthine et ’hypoxanthine, avec
réduction d’O2 en H20», cette enzyme a été alors appelée Xanthine Oxydase ‘XO’.

Ce n’est qu’en 1938 que Booth [82 a présenté des preuves montrant que « I’enzyme de
Schardinger » était en fait « la Xanthine Oxydase ».

La XO est un complexe molybdo-flavo-protéiquel®l. Sa structure cristalline représentée sur
la Figure 9 a été déterminée en 2000 par Enroth et al., 8] ¢’est I'une des enzymes les plus
importantes présentes dans le lait des mammiféres mais elle ne se limite pas qu’au lait, elle est

également répandue dans nombreux organismes allant des bactéries aux humains [84 851,

(Enroth et al., 2000)
Figure 9 : Structure cristalline de la Xanthine oxydase du lait bovin (PDB ID : 1FIQ).

Sa propriété catalytique principale est le catabolisme des purines, a savoir I’oxydation
successive de I’hypoxanthine en xanthine puis en acide urique (Equation 1)[84 861,
Hypoxanthine + 20, + H,0 — Xanthine + H,0,
Xanthine + 0, + H,0 — Acide Urique + H,0,......... 1)
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Elle est nommée ainsi parce que la xanthine était considérée comme son substrat
physiologiquell. Ce n’est que plus tard qu’il a été trouvé que la XO dans certaines conditions
peut oxyder une grande variété de substrats : purines, ptéridines et aldéhydes!*el,

La xanthine oxydase (XO) [EC 1.1.3.22] est une forme de la xanthine oxydoréductase
(XOR), tout comme la xanthine déshydrogénase (XDH) [EC 1.1.1.204]17]. Ses deux formes,
XO dite type O, et XDH dite type D (plus dominante in vivo), sont interconvertibles!®8l.

II. DISTRIBUTION ET LOCALISATION DE LA XO

L’activit¢ XOR a été détectée dans toutes les especes étudiées a ce jour, y compris les
bactéries (89,

Dans les tissus des mammiferes, les études ont montré que I’activité est largement
distribuée, en particulier au niveau des cellules hépatiques et endothéliales des capillaires
sanguins % %1, Dans les tissus humains, la XOR se trouve dans le foie, I’intestin gréle et la
glande mammaire 192,

La XOR a été détecté principalement dans les hépatocytes et des cellules de Kupffer du foie,
dans les anthérocytes et des cellules de gobelet de jéjunum, et dans la glande mammairel®2 %I,
Elle a aussi été détecté dans les macrophages humains et les mastocytes®4l,

Les méthodes de localisation intracellulaire montrent que la XOR se trouve a fortes
concentrations dans le cytoplasme et au niveau de la membrane cellulaire et elle est tres
abondante dans le lait [*5 96,

Dans le cas du lait (notre source d’enzyme dans cette thése), la XO se trouve dans la
membrane des globules gras du lait (MFGM : Milk Fat Globule Membrane), ou elle représente
20% des protéines totales (Figure 10)[5 971,

La MFGM est une enveloppe protectrice partiellement dérivée de la membrane plasmique

de la cellule sécrétrice de la glande mammaire, qui entoure chaque gouttelette lipidiquel®8l.
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Adapté de (Danthine et al., 2000 ; Vallée, 2015 ; Harrison, 2006)5 9. 100]
Figure 10 : Localisation de la XO dans les globules gras du lait.

MFG : Milk Fat Globule.

I1l. STRUCTURE DE LA XANTHINE OXYDASE
La forme de cette enzyme se présente par un homodimere de deux (02) sous unités identiques
de 150Kda chacune. L’interface entre les sous-unités se produit de telle sorte que le complexe
global a une forme de papillon (butterfly shape).
Chague sous-unité est partagée en trois (03) domaines ;
e Ledomaine N-terminal : de 20 Kda présente deux centres de soufre et de fer distinct
(de type [2Fe-2S]) (1-165 acides aminés) ;
e Le domaine intermédiaire (central) : de 40 Kda qui contient une molécule de
Flavine Adénine Dinucléotide FAD (226-531 acides aminés) ;
e Le domaine C-terminal : de 85 Kda qui contient le cofacteur de molybdéne (Mo-
Co). Ce dernier est biologiquement inactif s’il n’est pas attaché au pyranoptérine.
Le pyranoptérine (ou molybdoptérine) est une molécule organique hétérocyclique composé
d’un cycle pyrane attacheé a un motif ptérine, le cycle pyrane porte un groupement dithioléne
ainsi qu’un groupement phosphate (Figure 11), cette molécule est nécessaire a I’activité de

I’enzyme.
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Dans son état oxydé, le Mo se lie au pyranoptérine par une liaison dithioléne, formant une
géométrie carrée pyramidale comme présentée sur la Figure 11. (590-1332 acides aminés) 94
1011 (Figure 12).

La distance la plus proche entre les atomes des cofacteurs de chaque sous unité est de 50 A,
ce qui fait que chaque sous unité est indépendante de I’autre avec aucun échange d’électron

entre les deux [83: 85 87, 88],

Ptérine Pyrane
H i
H,N N N O ™
N o—FP—0
| o
HN N — SH
A O i SH
Dithioléne
H,N N N o) 0 &
\l// o—Fx
HN | _— o
: S 5
d XX
B HO S

(Harrison, 2002)[®4

Figure 11 : (A) Structure du molybdoptérine, (B) Structure du cofacteur de molybdéne, ou le Mo est
lié au molybdoptérine par les atomes de soufres.

La forme active (forme sulfu) du cofacteur est représentée. Dans la forme inactive (forme désulfo) le
Mo=S et remplacé par Mo=0.
Mo : Molybdéne

Le gene codant pour la XO humaine, est situé sur le bras cours du chromosome 2 en position
2p22 ou 2p23 [102-104] ] s*étend sur plus de 60 000 paires de bases de I’ADN qui ont été divisés
en 36 exons, la structure d’exon-intron est fortement conservée. L exon 36 est de plus de 700
pb et contient quelques derniers acides aminés traduits et 3% c’est 1’ensemble des régions non

traduites. Chacun des 35 exons restants sont constitués de 50 a 280 pb [,
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Adapté de (Enroth et al., 2000)!

Figure 12 : Structure cristalline de la Xanthine oxydase du lait bovin (PDB ID : 1FIQ).

Les deux monomeéres ont trois domaines symétriques représentés ici par les mémes couleurs ; ces domaines sont : le domaine a cluster
fer-soufre (en vert), le domaine contenant le FAD (en orange) et le domaine contenant le molybdéne (en violet)

Abréviations : FAD : Flavine Adénine Dinucléotide; Mo-Co : Molybdéne-cofactor; Fe/S : Fer-Soufre

IV. MECANISME REACTIONNEL ET PROPRIETES ENZMATIQUES DE LA
XANTHINE OXYDASE
Bien que les deux formes de I’enzyme effectuent des réactions similaires de catabolisme des

purines, des différences existent selon la forme de I’enzyme ; oxydase ou déshydrogénasel19°],

Les études ont montré que I’oxydation de la xanthine et de I’hypoxanthine se fait au niveau

du centre Mo de I’enzyme. Les électrons sont transmis au centre FAD soit de NAD (cas de

XDH) ou de I’oxygéne moléculaire (cas de XO) par I’intermédiaire des centres Fe2/S2 qui sont

considérés comme réservoirs d’électrons (Figure 13)[6: 1051,
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(Trabsa, 2011)M108l

Figure 13 : Cheminement des 2 électrons e vers I’accepteur final A. Celui-ci peut-étre soit NAD*,
soit Oz.

Le mécanisme d’action s’effectue en deux demi réactions, d’oxydation et de réduction.
» LA PREMIERE étant la demi réaction de réduction, qui s’effectue au niveau du :
Site actif (molybdoptérine) ; ou la xanthine subit une oxydation, de telle facon un hydrogéne
est transféré au site MoV' oxydé pour le réduire en Mo'V. En méme temps, dans la méme position
de la xanthine, se fixe un groupement hydroxyle qui forme I’acide urique. Ce groupement
hydroxyle est dérivé a partir d’une molécule d’eau (H20) (Equation 2)
R-MoV!'+ purine + H20 --- R-Mo'V+ oxypurine [108__............ 2)
Pour continuer sa fonction catalytique, le molybdéne perd deux électrons qui vont étre repris
par la chaine de transport et acheminés vers I’accepteur final1%71,
= | A DEUXIEME ¢étant la demi réaction d’oxydation, qui s’effectue au niveau du :
Centre FAD, ou se fait un transfert intramoléculaire d’électrons entre les sites Mo et FAD
médié par le site Fe, / S, pour réoxyder le Mo 'Y en MoV! avec une libération du produit (acide
urique) suivie d’une réduction du FAD en FADH.
v Dans les cas de la XDH :

Si la demi-réaction d’oxydation est catalysée par la XDH, le NAD" est fixé sur le FADH; et

donc subit une réduction bivalente par les deux électrons du FADH,“®],
v Dans le cas de XO :

Si la demi-réaction d’oxydation est catalysée par la XO le substrat oxydant est I’O2 qui sera
réduit soit d’une maniére univalente pour donner 1’0O2", soit d’une maniére bivalente pour
donner I’H20..

v Autres cas :

Les deux formes de la XOR peuvent également agir comme une NADH oxydase. Comme
la Figure 14 le montre, la plupart des substrats réduits agissent au site Mo bien que, uniquement,
le NADH réagit directement avec le centre FAD. Aprées une rapide équilibration entre les
centres redox, les électrons sont habituellement passés de FAD au NAD" ou a I’oxygéne

moléculaire [6. 1061,

These de doctorat
27



PARTIE ¢ : Xanthine Oxydase ||| GG

[Revue Bibliographique]

(a) Xanthine oxydoréductase (b) Xanthine oxydase (c) NADH oxydase

NAD*

NADH + H*
0,

NADH + H*

s

2e Y
Xanthine

/

2e~ ™
Hypoxanthine Xanthine

Urate Hypoxanthine
Xanthine Urate
Xanthine

(Adaptée de Benabdelhak, 2015 ; Harrison, 2002)[®4 105]

Figure 14 : Oxydation de I’hypoxanthine en xanthine et de la xanthine en acide urique avec
réduction du NAD (a.déshydrogénase) ou de I’oxygene moléculaire (b.oxydase).

v Dans les conditions hypoxiques :

Le radical nitroxyle (NO°) est normalement produit par la NO synthase (NOS), mais dans
les conditions hypoxiques (anaérobiques), cette enzyme ne peut pas le produire’®. Donc la
XOR joue le role du NO synthase (NOS). En présence de nitrite (NO2") et d’un substrat
réducteur (Xanthine ou NADH), le NO® est formé au niveau du site Mo. Ensuite, Ce radical se
lie au radical superoxyde O™ produit par le site FAD pour donner une molécule oxydante non

radicalaire trés toxique : le peroxynitrite (ONOO-) comme le montre la Figure 15 [6: 94, 108],
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Xanthine NO,"
Urat
rate NO® —
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NAD" o-, _|
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NADH 0,

(Adaptée de Harrison, 2002)*4

Figure 15 : Role de la XOR dans I’oxydation du NADH et la génération du radical nitroxyle (NO)
et du peroxynitrite (ONOO").

V. LES DIFFERENTES FORMES DE LA XOR

Sa terminologie peut étre parfois troublante, car toutes les formes de 1’enzyme (y compris
XOR, XDH et XO) sont largement désignées sous le nom de « Xanthine Oxydase », ce qui est
le cas dans le titre de cette thése. Cependant, 1’appellation la plus correcte pour cette enzyme
est « Xanthine oxydoréductase XOR », car « la XO » est surtout réservée a la forme de « XOR »
qui ne peut pas réduire le NAD".

L’enzyme se trouve sous deux formes : active et inactive.

» Laforme active

Il existe deux formes actives inetrconvertibles : la xanthine déshydrogénase (XDH ; EC
1.1.1.204), qui prédomine in vivo ; et la xanthine oxydase (XO ; EC 1.1.3.22) qui résulte apres
des modifications post traductionnel, qui est vue aux concentrations élevées dans certaines
conditions physiologiques et pathophysiologigquestl,

Ces deux formes peuvent étre interconverser, soit d’une fagon réversible par oxydation des

groupements sulfhydriles —SH en pont disulfures S-S (par des réactifs de sulfure ou autres tel
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que, stockage a -20°C et incubation a 37°C), ou de maniere irréversible par protéolyse (trypsine,
chymotrypsine, pancréatine...) (Tableau 05) [84 87 102,109]

La XDH réduit préférentiellement le NAD+ et 1’oxygene, tandis que la XO ne peut pas
réduire le NAD+, préférant I’oxygene moléculairel,

» Laforme inactive

L’enzyme peut se trouver naturellement sous deux formes inactives, la Démolybdo-XO,
dépourvu de Mo, et I’autre, la Désulfo-XO, dans laquelle le groupe Mo=S (indispensable a
Pactivité catalytique) et remplacé par Mo=0 [, || existe une troisiéme forme inactive de
I’enzyme qui n’a pas été bien décrite jusqu’ici, c’est la Déflavo-XO (dépourvue de FAD)
(Tableau 5)1191,

Tableau 5 : Existence in vivo et interconversion des différentes formes de la XOR.

Formes de XOR Existence in vivo Interconversion

FORMES ACTIVES

HDX—X0O
) ] ] o ) 1/ irréversiblement par
Xanthine déshydrogénase Approximativement 80% in ]
) protéolyse
HDX Vivo ) )
2/ réversiblement par réactifs
de sulfure
) Approximativement 20% in XO—HDX
Xanthine oxydase XO ) )
vivo Réactifs de sulfure

FORMES INACTIVES

Démolybdo —active
Démolybdo 0-95% Incorporation du Mo (mais pas

possible dans tous les cas)

] Approximativement dans 40% Désulfo—active
Désulfo . , .
des formes contenant Mo Sulfuration, désulfuration
) Flavo— Déflavo
Déflavo 0%

/
(Adapté de Harrison 2002)[%4

VI. XANTHINE OXYDASE DU LAIT HUMAIN

Pendant de nombreuses annees, la XO bovine a suscité I’intérét de plusieurs études, et est
devenue I’archétype des molybdoenzymes!®®l. Cependant, peu a été connue des autres sources
a XO, notamment celle du lait maternel, qui n’a été caractérisée que récemment!*4, Et qui s’est

avéré avoir une activité étonnamment faible comparer a celle du lait bovin[10 112 113] yn fait
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attribué a sa faible teneur en molybdénel2 1141, En effet, la XO du lait bovin présente une teneur
en Mo la plus élevée comparé aux autres sources a XO (0,61 atomes de Mo/ sous unité)[8s 1141
tandis que la XO du lait humain présente une nette déficience en Mo (0,04 atomes de Mo/sous
unité) (Tableau 6)1%, Ceci nous améne a dire que la XO du lait bovin a une activité

enzymatique et une teneur en Mo 15 fois plus élevées que celle de la XO du lait humain[108],

Tableau 6 : Quantité en Molybdéne et pourcentage de forme inactive dans 1’enzyme bovine et humaine.

Xanthine oxydase bovine Xanthine oxydase humaine
Quantité en Mo 0,61 atomes/sous unité 0,04 atomes/sous unité
% en forme
45,2% 97,1%

Démolybdo-XO

(Adapté de Atmani et al., 2004)[111,

Cette faible activité enzymatique du lait maternel a soulevé plusieurs questions sur son role
physiologique!®], amenant a dire qu’il y’est une possibilité que 1’enzyme du lait humain sois
programmée pour qu’elle puisse répondre (post-traditionnellement) a différentes situations
métaboliques, et que le cofacteur n’est incorporé que lorsque cela est fonctionnellement
requist!®. En effet I’activité enzymatique dans le lait maternel n’est nécessaire que dans les
premieres semaines post-partum, afin de remplir son role d’antimicrobien (mentionner dans le
titre suivant) dans I’intestin du bébé. Elle diminue par la suite jusqu’a 50 fois moins que les
valeurs maximales 1191,

VIl. ROLE PHYSIOLOGIQUE DE LA XO

Pendant de nombreuses décennies, la XOR est présumée étre 1’enzyme intervenant dans le
catabolisme des purines, mais plus de preuves suggerent un réle biologique beaucoup plus large
pour cette enzyme qui commence maintenant a élargir notre compréhension de son role
physiologique 105 115],

I a été suggéré que I’expression accrue de XO peut jouer un role dans I’effet
immunomodulateur, et antivirale en catalysant la conversion du retinaldéhyde en acide
rétinoique. Les dérivés de cet acide peuvent inhiber la réplication virale empéchant ainsi la
propagation de I’infection [89: 1161,

XOR a longtemps été connu pour avoir des propriétés bactéricides en présence de
I’hypoxanthine, L’enzyme est régulée par les cytokines pro-inflammatoires, considéré comme
un agent de défense, en grande partie en raison de sa capacité a générer les ROS, le superoxyde,

et le peroxyde d’hydrogéne [19], Dans des conditions hypoxiques (0,5-3% O), la XOR catalyse
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la réduction de nitrite inorganique a I’oxyde nitrique (NO), une molécule de signalisation avec
des propriétés bactéricides. D’ailleurs, si I’oxygéne est présent, également il est réduit, formant
le superoxyde, lequel réagit rapidement avec le NO pour donner le peroxynitrite, un agent
bactéricide plus efficacel1%],

Plusieurs études ont aussi pu montrer une activité antimicrobienne de la XOR du lait humain
et bovin qui inhibe la croissance bactérienne in vitro d’une maniére nitrite-dépendante. In vivo,
les nourrissons ayant recu du lait maternel riche en XOR ont moins de risques de développer
des gastroentérites que ceux ayant recu la formule infantile [*%],

L acide urique, produit de la XOR et un antioxydant général, c’est un piégeur efficace de
peroxynitrite et se produit a des concentrations relativement élevées, dans le plasma de I’homme
et les primates supérieurs, qui n’ont pas I’urate oxydase. Offrant une protection contre le
vieillissement et le cancer ou le stress oxydatif dans le systéme nerveux central 4],

VIIIl. ROLE PATHOLOGIQUE DE LA XO

Depuis que McCord et Fridovich ont montré que la XO est une source de génération des
radicaux libresl*7], de nombreuses études ont été réalisées et ont montré son implication dans
plusieurs pathologies telles que 1’infection virale, I’inflammation 18], les tumeurs de cerveau
(1191 les problemes cardiovasculaires [*2%] et dans le processus de 1’ischémie-reperfusion 1211,

Il est admis que cette derniere est a 1’origine de I’ensemble des pathologies citées
précédemment et a bien d’autres [101],

> Role de 1a XOR dans I’ischémie / reperfusion

La XO est une source importante des especes oxygénées réactives (ROS) dans I’ischémie
reperfusion?, C’est un phénomeéne ou la lésion du tissu peut étre causée suite a la reperfusion
d’un organe par le sang oxygéné aprés une période d’ischémiel1?2],

Durant I’ischémie, le catabolisme de I’ATP pendant I’hypoxie, conduit a I’augmentation de
concentration de I’hypoxanthine et lorsque la concentration intracellulaire de L’ATP est
diminué, les gradients ioniques transmembranaire augmentent menant a une élévation des
niveaux du calcium intracellulaire, qui implique 1’activation d’une protéase responsable de la
conversion irréversible de la XDH en XO (Figure 16) [6: 101, 106]

Dans la reperfusion, I’oxygeéne encore disponible est réduit par la XO, et I’hypoxanthine
accumulée est oxydé aussi par la XO en xanthine, et la xanthine en acide urique, produisant
ainsi des radicaux oxygénés, provoquant la lésion tissulaire. Cette lésion peut étre localisée au
niveau de différents tissus tels que : I’intestin gréle, le cceur, le cerveau, le rein et au niveau des

cellules hépatiquel® 101 106],
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D’aprés (Granger et al., 1981)1121]

Figure 16 : Le processus d’ischémie-reperfusion.

» Role dans ’inflammation

L’inflammation est une réaction physiologique de défense contre les invasions externes mais
elle peut s’amplifier d’une maniere incontrolable conduisant a I’apparition de différents
désordres et maladies inflammatoires[1°6l,

Au cours de I’inflammation, la XOR est activée par différents interférons, qui provoquent la
conversion de la XDH en XO[1?3l, ainsi ’élévation de la production des ROS[*?4 1251, | es ROS
produites par la XOR peuvent également réagir avec les composés de la membrane cellulaire,
tel I’acide arachidonique, pour produire des lipides chimio attractants des neutrophiles
amplifiant ainsi la réponse inflammatoirel126],

> ROole dans d’autres maladies

Des niveaux elevés de xanthine oxydoréductase ont été observes dans le plasma de patients
atteints de différents types de cancer*?”], notamment dans les carcinomes épidermoides bien
différenciés du larynx humainl*?8l, Une autre étude dans les tissus humains a rapporté une

augmentation des activités de la XO dans certaines lignées cellulaires de cancer du sein(t29],
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IX. INHIBITEURS DE LA XO

Les inhibiteurs de la XOR sont divisés en deux catégories majeures ;

o Analogues de substrats puriniques ;

o Molécules n’ayant aucune relation structurale avec les substrats biologiques de
I’enzymel®],
IX. 1 Analogues de substrats

Allopurinol ; ou 1,2-dihydro-4H-pyrazolo[3,4-d] pyrimidin-4-one), I’allopurinol a été
approuve par la Food and Drug Administration en 1966 pour le traitement de la goutte et
demeure une pierre angulaire dans le traitement de I’hyperuricémiel311,

L’allopurinol est un inhibiteur non sélectif de la XOI, il conduit a une diminution de la
synthése de D’acide urique, conduisant ainsi a une augmentation des concentrations
d’hypoxanthine et de xanthine qui sont sans conséquence pathologique, puisqu’elles sont
facilement éliminées par le rein.

Il est également un substrat pour la XO qui la métabolise en Oxypurinol (alloxanhine), agissant
lui-méme comme inhibiteur de cette enzyme et responsable en grande partie de 1’effet

thérapeutique de 1’allopurinol [ 132 (Figure 17).
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hypoxanthine xanthine acide urigque

HN’

L\h,

analogie structurale

Depuis (Hamlaoui, 2014 )[04

Figure 17 : Effet de I’allopurinol et de son métabolite (Oxypurinol) sur la réaction de la xanthine
oxydase.
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IX. 2 Autres inhibiteurs de la XO

Febuxostat ou I’acide 2-[3-cyano-4-isobutoxyphenyl] -4-méthyl thiazole-5-carboxylique.

Le febuxostat, comme 1’allopurinol, empéche la synthése d’acide urique via 1’inhibition de
la xanthine oxydase. C’est un inhibiteur non purinique puissant et sélectif de la xanthine
oxydaselll.

11 existe d’autres inhibiteurs de la XO tels que : le Cyanide, I’Arsenite.

Le cyanure inhibe la XO en libérant le soufre du site Mo, donnant naissance a la forme
désulfo inactive de la XO.[1%]

Alors que I’arsenite interagit avec le molybdene de I’enzyme et bloque le transfert

d’électrons du centre molybdéne vers les centres Fe, / S; et FADI33],

LE SAVIEZ VOUS !

= La xanthine oxydase peut avoir plusieurs origines, dont la plus simple est celle
obtenue par la purification du lait des bovins 101,

= La xanthine-oxydase est relativement thermostable. Ce n’est qu’apres un chauffage
a 75° C pendant 5 min ou a 85° C pendant 5s ou dans du lait U.H.T. (stérilisé par
Upérisation a Haute Température) que I’enzyme est inactivée 134,

= L’activité réductase xanthine/NAD+ est plus élevée que celle xanthine/O2 méme en
présence de I’oxygéne 1101,

» Une variabilité d’activité inter-individuelle a été mise en évidence avec une activité
XO hépatique en moyenne 21 % plus elevée chez les hommes que celle des femmes
(ce qui pourrait expliquer la prédominance de la maladie de la goutte chez les
hommes) 1351,

» Une variabilité d’activité inter-ethnique a également été mise en évidence, avec 11
% de métaboliseurs lents dans la population japonaise contre 20 % dans la population
caucasienne 1391,

= Les facteurs nutritionnels déterminent la quantité de la forme Demolybdo-XO
présente 1361,

= Dans lastructure de la XO, La distance la plus proche entre les atomes des cofacteurs
de chaque sous unité est de 50 A, ce qui fait que chaque sous unité est indépendante

de I’autre avec aucun échange d’électron entre les deux 9],
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= La XOR a deux formes inactives, I’une est démolybdo-XOR et I’autre est désulfo-
XOR. Ces formes représentent environ 60 % de I’enzyme du lait bovin 11371 et plus
de 97 % du lait humain 1381,

= La forme Desulfo-XOR peut étre convertie en sulfo-XOR active in vitro par
incubation de I’enzyme réduite avec des ions sulfurique mais ne I’activant qu’a la
moitié de son maximum d’activité théorique [105 138],

= L’omission du dithioérythritol (DTT) du milieu lors de ’extraction conduit a une

enzyme 100% de type O [112],
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Nous nous limiterons a une description assez générale sur le Docking (Amarrage), afin de
situer le contexte de ce travail. Cette partie n’a donc pas vocation de s’ajouter aux hombreuses
revues publiées sur les caractéristiques détaillées des différents programmes de Docking ou sur

I’évaluation de ces derniers.

I. INTRODUCTION

Le terme de modélisation moléculaire in silico est assez général, et sous cette étiquette, nous
trouvons un certain nombre de techniques: mécanique moléculaire, chimie quantique,
simulation de dynamique moléculaire, construction par homologie, criblage virtuel,
chemoinformatique, etc. Ces méthodes théoriques et/ou empiriques appartiennent toutes a la
famille des techniques informatiques, par opposition aux méthodes expérimentales.

Les études menées ces dernieres années dans le domaine de la biologie ont suscité un intérét
tout particulier & la modélisation moléculaire et cela grace a son large champ d’applications
possibles. En effet, Elle peut en particulier, s’avérer précicuse lors de la mise au point
d’inhibiteurs pour une cible thérapeutique, par le biais du criblage virtuel, souvent par
I’utilisation des algorithmes d’amarrage moléculaire ou « Docking ». Cela en cherchant a
comprendre les mécanismes qui permettent aux protéines d’assurer leurs fonctions, et en
comprenant comment elles interagissent entre elles ou avec d’autres molécules [139-142],

Les années 80 ont été marquées par 1’écriture des premiers codes du Docking moléculaire
tel que la premiére version du logiciel Dock [143. Ces programmes ont été congus a partir du
modele "clé-serrure” proposé en 1890 par Emil Fisher [101],

Au cours des années 90, les nouveaux logiciels du Docking prenaient en considération la
flexibilité du ligand en se basant sur la théorie dite "de la conformation induite” proposé en
1958 par Daniel Koshland 1441,

Pour ce travail de these, nous nous contenterons de décrire la méthode du Docking

Moléculaire, qui est couramment utilisée en biologie.
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1. DOCKING MOLECULAIRE

Le Docking moléculaire ou (Amarrage moléculaire en francais) est I’ensemble de méthodes
algorithmiques et géométriques qui proposent 1’identification des modes d’interaction entre
deux biomolécules quelles que soient leurs tailles (protéines, acides nucléiques, sucres, lipides).

Dans le contexte d’un Docking protéine/petite molécule (aussi appelée ligand), cette
méthode permet de modéliser les meilleures orientations et conformations du ligand sur une
surface protéique (aussi appelé récepteur ou cible), et d’évaluer sous la forme d’un score la
capacité qu’ont ces deux objets a se « lier » et a « interagir » ensemble.

Le Docking est également utilisé en « Drug design » ou (« Computer-Aided Drug Design »,
CADD) dans le but d’optimiser la structure du ligand et de I’adapter a la protéine [14°],

Ces techniques de Docking sont basées sur des logiciels. Ces logiciels sont donc des outils
treés utiles en biologie, pharmacie et médecine, car la plupart des principes actifs sont de petites
molécules (ligand) qui interagissent avec une cible biologique d’intérét thérapeutique,
généralement protéique (récepteur), afin d’influencer le mécanisme dans lequel cette protéine
est impliquée [146],

Plus d’une centaine de logiciels référencés dans la littérature proposent aux utilisateurs plus
ou moins aguerris les outils nécessaires pour realiser des simulations de Docking moléculaire
[147]

Les deux les plus fréquemment cités pesent a eux seuls presque la moitié (42 %) du total de
citations trouvées dans la littérature : AutoDock (27 %) [1481. GOLD (15 %) (Figure 18) [149],
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AutoDock
21%

ICM
6%

Hammerhead
3%

(Sousa et al., 2006)[15%
Figure 18 : Les programmes de Docking les plus cités.
I1. 1 Types du Docking
La flexibilité d’un objet se définit par sa capacité a se déformer. En effet, les protéines et les
ligands ne sont pas des objets rigides, ils sont capables de s’adapter a leur environnement. Cet
aspect peut poser un probléme pour déterminer le meilleur mode d’interaction protéine/ligand.
En effet, la présence d’un nouvel élément sur la surface protéique peut perturber localement
cette méme surface et vice versal*sl,

= Le ligand et la protéine étaient traités comme des objets rigides dans Le Docking
rigide qui consiste a obtenir la conformation préférentielle d’un systéme protéine-
ligand en considérant que chacune des deux molécules conserve une géométrie
interne fixe. Dans ce cas, la relaxation de la géomeétrie interne de chaque entité, en

interaction dans le complexe, n’est pas prise en compte 140 145],
= Cependant, il est tout a fait concevable que les structures de la protéine et du ligand
soient modifiées durant le processus de Docking moléculaire afin d’optimiser au
mieux I’interaction entre les deux entités. On parle, dans ce cas, de Docking flexible

[140]

= Entre les deux modes existe le Docking semi-flexible, ou les partenaires

d’interaction sont partiellement déformables. En général, le récepteur est traité
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comme étant rigide et le ligand comme étant totalement flexible, se sont imposés,
résolvant en partie le probléme 51,
Les algorithmes utilisés pour le traitement de la flexibilité du ligand sont :
= Les algorithmes de recherche systématique

IIs sont basés sur les méthodes de la reconstruction incrémentales. Il consiste a couper le
ligand en fragments rigides, a placer le fragment de base et ensuite de reconstituer le ligand de
départ en ajoutant les fragments de maniere incrémentale. Au cours de cette étape toutes les
coordonnées geomeétriques sont prises en considération. Cette méthode est utilisée dans les
programmes LUDI [152let FLEXX [153],

= Les algorithmes de recherche aléatoire ou les algorithmes stochastiques

Dans ce cas, il y a les algorithmes génétiques (AG) [18] et les algorithmes basés sur la
méthode Monté Carlo (MC) [154],

Le principe de ces programmes consiste a imposer au ligand des changements
conformationnels aléatoires, puis en utilisant une fonction de probabilité notée " fitness function
" élire la meilleure conformation possible. La premiéere conformation acceptée sera le point de
départ pour un nouveau changement aléatoire. Cette technique est utilisée dans le programme
ICM (Internal Coordinate Mechanics) [*9],

= Les algorithmes génétiques Sont utilisés par les programmes Autodock et Gold.
Afin de limiter le calcul, le programme PRO_LEAD utilise I’algorithme de recherche
nommé Tabou. Il consiste a explorer I’espace conformationnel en interdisant les
zones de I’espace déja explorées dites (tabou). Les nouvelles conformations
acceptées sont celles qui présentent un RMSD (Root Mean Square Deviation) proche
des conformations précédentes [101],

= Lesalgorithmes déterministes ou de simulation

La méthode la plus connue est la dynamique moléculaire 151, Cette technique est rarement
utilisée en Docking a cause des problémes rencontrés lors des barriéres énergétiques.

I1. 2 Les étapes de Docking moléculaire

Le Docking moléculaire peut se rapporter a un probléme d’optimisation selon une valeur
numérique qui rendrait compte de la conformation plus ou moins favorable de deux entités (e.g.
I’énergie libre totale du systéme protéine-ligand). Cette valeur numérique sera appelée score de
Docking (ou simplement score) par la suite. Sa définition est essentielle a tout programme de
Docking moléculaire car elle détermine le résultat de la prédiction.

Pour cela le Docking moléculaire se base sur quatre étapes majeures ;
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(@) ladescription de la surface ou du volume des protéines, (b) un algorithme de recherche
destiné a représenter les différents modes d’association des partenaires, () une étape de
filtration destinée a réduire le nombre de solutions potentielles, (d) une étape de raffinement ne
concernant que les modeéles les plus probables (scoring)i*>71 (Figure 19).

» La fonction du Score

Le score est une donnée numérique qui permet une approximation de 1’énergie libre AG
résultant du passage de la forme libre de la protéine et du ligand a la formation du complexe.
En d’autres termes, elle donne une approximation de 1’affinité entre la protéine et le ligand et
permet de classer les ligands les uns par rapport aux autres et ainsi d’avoir une idée des
molécules ayant potenticllement le plus d’effets (inhibition ou induction) sur leurs cibles

biologiques. 158 159
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Représentation de la surface des protéines

Algorithme de recherche

Filtration des modéles

Raffinement des solutions '
Sélection du meilleur modéle

(Madaoui, 2007)[157]
Figure 19 : Principales étapes des méthodes de Docking.

A lissue des deux premiéres étapes, un grand nombre de solution sont générés, puis évaluées
par une fonction de score propre a chaque programme. Les meilleures solutions sur la base de
ce score sont retenues pour une derniére étape d’optimisation, suivie a nouveau d’une
évaluation des solutions et de la sélection d’un ou plusieurs modéles d’assemblage.
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I1l. LES PROGRAMMES DE DOCKING MOLECULAIRE UTILISES
I11. 1 Autodock Vina (Adv)

La premiere version d’AutoDock est initialement développée en 1990 par I’institut de
recherche Scripps a San Diego [14%],

Il fera I’objet d’un certain nombre de mises a jour jusqu’a la version la plus récente sortie en
2007 qu’est AutoDock 4 (AD4). Il est construit autour d’un algorithme de recherche
conformationnelle du ligand et d’une fonction d’évaluation de I’énergie d’interaction entre le
ligand et sa cible. 1l fournit une interface graphique permettant de visualiser les structures des
molécules et les résultats tout en mettant en évidence les interactions intermoléculaires grace a
I’outil AutoDock Tools (ADT) [160],

AutoDock Vina (ADV) est un programme de Docking introduit en 2010 et est la seconde
génération du logiciel AutoDock (AD4) publié en 2007 par le méme institut de recherche que
son prédécesseur [143],

La nature de 1’algorithme de recherche et la fonction de score qui sont implémentés dans
ADV sont totalement différents. Il s’agit en effet des algorithmes d’exploration
conformationnelle recuit simuler et d’optimisation locale Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno
(BFGS), rendant le logiciel ADV plus efficace dans ses prédictions que son prédécesseur.
Contrairement a AD4, ce logiciel est développé pour le calcul paralléle, ce qui le rend beaucoup
plus efficace et adapté pour le criblage virtuel haut débit (1611,

La fonction de score empirique d’ADV a été déterminée selon la méme méthode que la
fonction d’AD4, c’est-a-dire en établissant un modéle de régression linéaire multiple mais en
se basant sur un jeu de données beaucoup plus important: environ 1 300 complexes
protéine/ligand (contre 188 pour AD4) issus de la PDBind.[145],

Autodock vina impose au systéme 1’exploration de 1’espace conformationnel en autorisant
certains degrés de libertés au ligand, tout en maintenant fixe le « récepteur ».

Il réalise, parmi les différentes methodes utilisées pour représenter la cible, une grille du
récepteur.

» Lagrille (the grid box)

Une grille est une matrice tridimensionnelle qui englobe I’intégralité (Blind Docking) ou
une région choisie intéressante du récepteur étudié (Specific Docking).

Chaque point de la grille enregistre le potentiel d’interaction entre une sonde, (constituée

d’un ou de plusieurs atomes) et I’ensemble des atomes du récepteur. L’énergie calculée par
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AutoGrid, qui est un programme d’Autodock, en chaque point de la grille, dépend du type
atomique, de la charge et de la position de la cible [1%8],
1.2 GOLD

Le programme GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking) provient d’une
collaboration entre I’Université de Sheffield et la CCDC (Cambridge Crystallographic Data
Centre)[162],

C’est un programme de calcul des modes de docking de petites molécules dans le site
catalytique d’une protéine. Le logiciel est fourni sous forme d’un ensemble de programme
(HERMES) pour la visualisation et la manipulation des structures. (1421,
Il est basé sur trois parties majeures ;

e Un algorithme de recherche pour explorer les possibilités de modes de liaison.

GOLD utilise un algorithme génétique pour le docking de petites molécules (ligand) dans
le site actif d’une protéine. Il considere le ligand comme flexible alors que la protéine est
maintenue fixe sauf pour les groupements hydroxyles de certains résidus a savoir Tyrosine,
Serine et Thréoninel'6l

e Un mécanisme pour placer le ligand dans le site de liaison
e Une fonction de score pour classer les différents modes de liaison.

GOLD utilise différentes fonctions de score pour le processus d’optimisation : GoldScore
(une fonction de score basée sur le champ de force), ChemScore, ASP (Astex Statistical
Potential), CHEM PLP (Piecewise Linear Potential) et User Defined Score5% 164],

» Hermes

Hermes est un programme permettant de visualiser la structure des protéines en trois
dimensions. Ses caractéristiques comprennent ;

e La capacité de visualiser les structures 3D des récepteurs et de ligand a partir de
fichiers pdb ;

e Une gamme d’options de visualisation 3D, y compris le choix des modeles
d’affichage, les couleurs, la capacité de cacher et puis afficher a nouveau les atomes,
les résidus, les ligands, les molécules d’eau etc ... ;

e La capacité de mesurer et afficher les distances, les angles et les angles de torsion ;

e La capacité de trouver et montrer les liaisons hydrogene ;

e La possibilité d’enregistrer les fichiers ;

e La possibilité de modifier les ligands.[*4?]
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1IV. APPLICATIONS DU DOCKING

Il'y a au moins deux applications principales au programme de Docking. La plus ancienne

est :
= La prédiction du mode d’interaction, qui consiste & déterminer le positionnement
possible du ligand par rapport a son récepteur.

L’autre utilisation consiste a

= Optimiser des molécules ayant déja une activité avec le récepteur.

L’optimisation de la structure de ligands déja connus peut avoir plusieurs raisons :
I’amélioration de son affinité, de sa spécificité, de sa syntheése ou encore de ses propriétés
ADME-T (Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion, Toxicité) [16],

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer les performances des différents programmes
de Docking pour chaque application. L’aptitude d’un algorithme a trouver 1I’emplacement
possible du ligand par rapport a son récepteur est habituellement déterminée au moyen de la
déviation quadratigue moyenne ou RMSD (root-mean-square deviation) qui consiste a
quantifier la modification que va subir la protéine au cours de la simulation. La valeur admise
est une différence maximale de 2 angstroms au-dela de laquelle la prédiction est considérée

comme non adéquate [158. 166, 167],
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Nous avons vu dans l’introduction que 1’enzyme Xanthine oxydase est une cible
thérapeutique intéressante dans la maladie de la goutte. Dans ce cadre, plusieurs molécules ont

été testées dans le but d’identifier des inhibiteurs.

Le projet de recherche d’inhibiteurs a été initi¢ par des essais in vitro. Les molécules
semblent avoir des effets d’inhibition sur les deux sources de la XO (humaine et bovine) avec

des ICso de I’ordre de pg/ml.

Dans la continuité du projet de recherche d’inhibiteurs sélectifs de I’enzyme XO, et pour
approfondir le sujet, nous avons utilisé 1’étude in silico par Docking moléculaire pour chercher
a comprendre pourquoi les molécules présentent des effets d’inhibition peu similaires sur

I’enzyme humaine et bovine.

IN VITRO
Notre travail a été realise au niveau du Centre de Transfusion du Sang (CTS) de
I’établissement public hospitalier EPH-Ahmida Benadjila et au laboratoire de recherche des

Sciences Fondamentales a 1’Université Amar Telidji-Laghouat.

I. MATERIELS
I. 1 Matériel biologique
> Lait

Le lait maternel humain a été généreusement obtenu par des meres volontaires (primipares
et multipares), durant les premieres semaines post-partum, elles étaient toutes en bonne sante,
et agées de moins de 40 ans. Tous les échantillons ont été conservés entre -10°C et -17°C jusqu’a
1’obtention du volume voulu.

Le lait bovin utilisé pour 1’extraction a été obtenu d’une ferme a Dhaya-Laghouat. Aprés
avoir été fraichement tiré, le lait est directement mis dans une cuvette a 02°C (Alfa Laval. Lund,
Suede.). Il n’a subi aucun traitement thermique. Avant distribution il est soumis a un controle

de qualité de pH et de matiere grasse.

These de doctorat
46



PARTIE 1 : Matériels et Méthodes ||| ARG

[Partie expérimentale]

> Plantes

Les plantes étudiées dans ce travail appartiennent a la famille des Apiacées, nous avons
utilisés les graines car elles sont connues par leur richesse en huiles essentielles, ce sont des
épices utilisés au quotidien, ces dernieres ont été fournis par le Pr. YOUSFI Mohammed. Nous

représentons dans le Tableau 7 ; le nom scientifique, le nom connu, ainsi le nom arabe.

Tableau 7 : La nomenclature botanique des plantes.

Nom scientifique des plantes Nom arabe Nom connu

Carum carvi L. dh S Carvi
Pimpinella anisum L. FPENIFETN Anis
Coriandrum sativum L. oS Coriandre
Foeniculum vulgare Mill. sl Fenouil
Cuminum cyminum L. US Cumin

I. 2 Matériel chimique

Les réactifs de dosage d’acide urique sont de Spinreact (Vall D’En Bas, Girona, Espagne)
et BIOLABO (Les Hautes Rives, Maizy, France). La xanthine, DMSO (diméthyle sulfoxide),
K2HPO4 (Phosphate de potassium dibasique), KH2PO4 (Phosphate de potassium monobasique),
EDTA (Ethylénediaminetétraacétique) et tous autre produit utilisé dans cette étude est fournis
par Sigma-Aldrich (Saint-Louis, Missouri, Etats-Unis).

Les complexes organométalliques de lanthanide (I11) sont: Ce (NO3)3,6H20, La
(NO3)3,6H20, Nd (NO3)3,6H20. Obtenus du Pr.Luciano SASO et Pr.lrena KOSTOVA.

Tous les autres produits chimiques et réactifs utilisés dans cette étude sont d’un grade

analytique.
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. 3 Instrumentation

» Pour P’extraction enzymatique

e Clampeuse-soudeuse électrique BIOSEALER CR 4 — Ljungberg & Kogel AB, est un
équipement compact pour sceller les poches a sang par le systeme d’étanchéité a haute
fréquence. Cet équipement nous a permis de souder et couper les tubulures des poches
contenant le lait.

e Extracteur de plasma Semi-automatic-extractor BMS, permet d’appliquer une pression
proportionnelle sur la poche contenant notre lait pour détecter toute éventuelle fuite au niveau
des poches.

e Balance électronique ACS-B, Permet de mesurer le poids de la poche contenant le lait
pour calculer secondairement le volume.

e Centrifugeuse réfrigérée de type ROTANTA 460R — HETTICH, cette centrifugeuse
permet d’effectuer presque toutes les taches de séparation du laboratoire. Une nacelle spéciale
permet de centrifuger des systémes pour poches a sang de 450 ml. La température peut étre
régulée entre -20°C et +40°C et la programmation du temps peut aller jusqu’a 99 h 59 min avec
une vitesse maximum de 15 000 rpm.

e Agitateur magnétique Heidolph-MR 3001 K, utilisé¢ dans le protocole d’extraction de
I’enzyme.

e Congélateur pour plasma sanguin SUPERARTIC ECT-F- Fiocchetti, Ce congélateur
pour plasma congu pour les Banques de Sang d’haute gamme, fournit un environnement de
congélation idéal pour la conservation de notre extrait enzymatique a une température de -30°C.

e Etuve MEMMERT, pour toute incubation a 37°C.

e Lecteur de microplaques URIT UV-660. Cet appareil est utilisé en conjonction avec
des plaques a multipuits, comme la plaque a 96 puits, ainsi, il permet pour beaucoup

d’échantillons d’étre mesurés simultanément avec de petits volumes.
» Pour les molécules/extraits a tester

e Balance électronique KERN ABS et ADVENTURER PRO.
e Chauffe ballon WISD WISE THERM et Clevenger, pour 1’extraction des Huiles

essentielles.

e Chromatographe de type Perkin Elmer Clarus680 couplé au spectrometre de masse
Clarus SQ80t.
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e Chromatographe de type Skyray instruments GC5400.

. 4 Autres
Ciseaux, Tubes, Eppendorf, Microplaques a 96 puits, poches de sang vide, micropipettes,

Barreau magnétique, spatule, portoirs, bocaux en verre.

Il. METHODES
I1. 1 Contréle de qualité des équipements

» Contréle de la balance numeérique

L’¢étalonnage de la balance ou la tare se fait a 1’aide d’un objet de mesure qui a un poids
prédéfini pour s’assurer de la précision de cette balance.
Le calibrage de la balance (la remise a zéro) doit se faire avant chaque série de mesure.
> Soudure et détection des fuites

Apres la séparation et la soudure de tubulure des poches du lait, on doit exercer une pression
a I’aide d’extracteur de plasma sur la poche pour vérifier leur intégrité et 1’absence des fuites
dans leurs différentes parties.

I1. 2 Préparation des huiles essentielles et molécules a tester
I1. 2. A Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été faite par hydrodistillation dans un appareil de type
Clevenger, pendant une durée de trois (03) heures.

L’opération consiste & introduire 250g des graines de chaque plante (cumin, fenouil,
coriandre, anis et carvi) (Figure 20), dans un ballon en verre de capacité de deux litres, on 'y
ajoute une quantité suffisante d’eau distillée sans pour autant remplir le ballon pour éviter les
débordements de ’ébullition et le phénomene de stagnation. L’ensemble est placé dans le
Clevenger, et porté a ébullition, a 1’aide d’un chauffe-ballon. En traversant un réfrigérant, les
vapeurs chargées d’huile se condensent et décantent ; I’eau et I’huile se séparent par différence
de densité. Le temps d’extraction est mesuré a partir de la chute de la premiére goutte dans
I’ampoule. Les hydrodistillats obtenus sont mesurés (en ml par Kg de matériel végétal) et séchés
par du sulfate de sodium anhydre (Na>SOjs) afin d’éliminer toutes trace d’eau. Aprées les avoir
récupérées, les huiles essentielles sont conservées, dans des tubes en verre opaques et bien
scellé, au réfrigérateur a une température voisine de 4°C et a 1’abri de la lumiere (protection

contre la chaleur, 1I’évaporation et la lumiére).
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Figure 20 : Graines des cinq épices utilisées pour I’extraction des huiles essentielles.

Il. 2.a.1 Rendement en huile essentielle
Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse d’huile
essentielle obtenue apres I’extraction (M) et la masse de la matiere végétale utilisée (MS). Le

rendement est exprimé en pourcentage, et il est donné par I’Equation 3 suivante :

M
Rendement HE = (—) b2 {010 R ¢ ) |
Mg

I1. 2.a.2 Caractérisation des huiles extraites

» Caractéristiques organoleptiques

L’analyse sensorielle est une source d’information essentielle. L’analyse a été effectuée en
observant et en inhalant directement I’huile essentielle. L’évaluation des propriétés
organoleptiques constitue généralement une partie des études visant a analyser les facteurs qui
affectent la qualité de I’huile essentielle. La couleur d’huile essentielle est un paramétre trés

important pour certaines applications, en la déterminant directement par les yeux.
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» Détermination de la densité relative

L’AFNOR recommande I’utilisation d’un pycnometre d’une capacité de Sml, mais a défaut,
celui-ci a été remplacé par un aliquote d’une capacité de 1,5ml. A 1’aide d’une balance
¢lectronique, on pese 1’aliquote propre et séche et on fait la tare. Ensuite on prend des volumes
égaux d’huile essentielle et on les pése afin d’obtenir leurs poids exacts.

Le calcul de la densité des HE s’est fait & partir de 1’Equation 4 suivante :

Densité = K cen e e e e e e e e e e e (4)
V

Ou:

M : Le poids exact en (g) de I’'HE pesée.

V : Le volume en (ml) d’HE utilisé.

11. 2.a.3 Analyse chromatographique

Les huiles essentielles des différents échantillons sont analysées par chromatographie en
phase gazeuse couplée a un detecteur a ionisation de flamme (CPG-DIF), puis par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM).

» Les conditions opératoires de la CPG

La séparation des composés de I’huile essentielle a été effectuée au Laboratoire LABSF
(Laboratoire des Sciences Fondamentales) de I’université de Laghouat, selon une procédure
interne qui est la suivante :

Chromatographe de type Skyray Instruments GC5400, équipé d’une colonne capillaire DB-
5 (30 m x 0,32 mm), avec une épaisseur de film 0,1 pm et d’un détecteur d’ionisation de flamme
(FID). La programmation de la température du four était la suivante : de 50°C a raison de
20°C/min jusqu’a 280°C. 280°C en mode isotherme pendant 10 min. Les températures d’entrée
et du detecteur sont de 280°C. L’ ’Hydrogene a été utilisé comme un gaz vecteur a un débit
constant de 1 ml/min. Les injections sont de 2 pl d’huile essentielle dans du Chlorure de
méthyléne (50 mg d’HE dans 1 ml de CH2Cly).

Les indices de rétention linéaire sont calculés par comparaison entre le temps de rétention
(TR) du composé étudié et ceux d’une série de n-alcanes (Cs-Czo) standards selon I’Equation

5 suivante [168l

tp); — (t
I = 100 X (tr)i = (tr)n + 1007 oo vee e e e e eee e . (5)

(trR)n+1 — (Ern

Ou:
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Ir : Indice de rétention du soluté considéré ;

(tr)i : Temps de rétention du soluté considéré ;

(tr)n : Temps de rétention de I’alcane contenant « n » atomes de carbone et dont le pic
préceéde celui du soluté ;

(tr)n+1 : Temps de rétention de 1’alcane contenant « n+1 » atomes de carbone et dont le pic
sort apres celui du soluté ;

n et n+1: nombre de carbones des hydrocarbures paraffiniques (n-alcanes) ;

L’identification des composés a été effectuée par comparaison de leurs indices de rétention
(indices de Kovats) et des spectres de masse expérimentaux de leurs ions-fragments
caractéristiques a ceux cités dans la littératurel®?l et/ou inventoriés dans les banques de
librairies spectrales (Wiley 7, Nist 2002).

» Les conditions opératoires de la CG/SM

L’analyse GC-MS a été realisée au Laboratoire LISA (Laboratoire Interuniversitaire des
Systemes Atmosphériques) de 1’'université d’Aix Marseille en France, selon une procédure
interne qui est la suivante :

Chromatographe de type Perkin Elmer Clarus680 couplé au spectrometre de masse Clarus
SQ 8 0 t. La silice fondue Rtx-5MS (30 mx 0,25 mm DI, 0,25 um df, RESTEK, USA) est
directement couplée au spectrometre de masse. Le gaz porteur était de I’hélium (1 ml / min).
Le programme de température du four était le suivant : initialement maintenu a 70° C pendant
4 min ; varie de 70 a 180° C a en raison de 4° C / min ; puis maintenu pendant 10 minutes a
180° C. La température de I’orifice d’injection était de 250 ° C et la température du détecteur
était de 280 ° C. L’ionisation des composants de I’échantillon a été réalisée en mode El (70 eV).
La plage de balayage du spectrométre de masse était de 30 a 300 amu. Les constituants
individuels ont été identifiés en comparant les spectres de masse avec les spectres stockés dans
la base de données de spectres de masse NIST / EPA / NIH. Version 2.0 g, build le 19 mai 2011.

I1. 2. B Molécules pures et médicaments

» Synthése des complexes de lanthanide (111)

Les lanthanides sont les 15 éléments de la premiére periode du bloc f, allant du lanthane (Z
= 57) au lutécium (Z = 71). Représentés dans le tableau périodique ci-aprés (Figure 21). La
perte d’un électron 4f et des deux électrons 6s conduit a I’ion lanthanide trivalent qui est le
degré d’oxydation le plus stable pour toute la série 179, C’est a ces ions lanthanides (notés Ln

(111) ou Ln3*) complexées au bis-coumarines que nous nous intéressons.
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He

561 71 81 9|10
BIIC| NJ| O]| F|[Ne

13 (14|15 16| 17 || 18
Al [|Si| P | S| Cl| Ar

21|/ 22|23/ 241|251/ 26( 27|28 29| 30| 31 32| 33|34 35| 36
Sc| Ti|| VI|Cr|[Mn| Fel|[Cof Ni|[CulZn| Gal| Gel||lAs | Se]|lBr | Kr

39|(40| 41 |(42| 43|44 | 45| 46| 47| 48 49| 50| 51 |[52] 53| 54
Y || Zr ||Nb||Mo|| Tc |[Ru|[Rh |[Pd |[Ag |[Cd|[ In |[[Sn|[Sb [ Te || | || Xe

72 (73|74 (75|76 77| 78| 79| 80| 81| 82| 83| 84 |[ 85| 86
Hf || Ta || W |[Re || Os || Ir || Pt ||Au |/ Hg||l Tl || Pb || Bi || Po || At || Rn

104|(105((106|(107({108|(109({110|(111{{112|(113|{114|(115||116|(117||118
Rf || Db || Sg || Bh || Hs || Mt || Ds || Rg || Cn [|Uut|| FI {{Uup|| Lv [[Uus|{Uuo

hanides | 57 |38 |39 60 [ 61| 62][63|[64 €566 |67 |[68][69 |[70|[ 7T
Lanthanides | | 5 || Ce || Pr || Nd ||Pm ||Sm | Eu || Gd || Tb |[ Dy || Ho || Er || Tm|| Yb || Lu

Actinides | 89 [[ 90 (1 9192|193 1194 | 95 |/ 96 |( 97 || 98 || 99 |1001/101/102|/103
Ac (| Th{|Pa || U |[Np|| Pu |[Am|[Cm/|f Bk || Cf || Es |[Fm|| Md || No || Lr

(Adapté de Nonat, 2007)170
Figure 21 : Classification périodique des éléments de Mendeleiev.

Les complexes Lanthanides (Ln) ont été synthétisés par réaction de sels inorganiques de
cérium (Ce) (111), lanthane (La) (I11) et de néodyme (Nd) (I11) avec les ligands (L) respectifs :
bis (4-hydroxy-2-oxo-2H-chromen-3-yl) — pyridin-2-yl-méthane (HzL>), bis ( 4-hydroxy-2-
0x0-2H-chromen-3-yl) —pyridin-3-yl-méthane (HzL3), bis (4-hydroxy-2-oxo2H-chromen-3-yl)
—pyridin-4-yle —méthane (H2L.) et bis (4- hydroxy-2-oxo-2H-chromen-3-yl) — (1H-pyrazol-3-
yl) -méthane (HzLs).

La formation des complexes peut étre représentée par les Equation 6, 7 et 8 suivantes :

HoL + 2 NaOH — 2 Na* + L2+ 2H20 ..o oo e e (B)
[Ln (H20) n]** + H20 < [Ln (OH) (H>0) n-1]?* + H30*............... (7)
[Ln (OH) (H20) n-1]?* + L? — Ln (L¥) (OH) (H20) + n'2 (H20),......(8)

ou,

Ln = Ce (111), La (111), Nd (111),

H2L2 = C24H15NOs,

H2L3 = C24H15NOg,

HzL4 = C24H15NOe,

H2L5= C22H14N20e.

Les ligands ont d’abord été deprotonés et les espéces dianioniques correspondantes sont les
formes de ligands actifs dans la réaction avec les ions Ce (111), La (111) et Nd (I11)[12-14 171-174]

La structure des complexes est représentée dans I’Annexe 5.
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» Les anti-inflammatoires non stéroidiens

Les médicaments ont été broyés, pesés a 1’aide d’une balance de précision 0,0002 g et
conserver sous forme de poudre jusqu’a leur utilisation.

11. 2. C Effet du solvant sur I’activité enzymatique

Le DMSO est fréquemment utilise comme solvant pour les molécules hydrophobes afin
d’étudier leur effet sur les différentes enzymes, mais son utilisation en des concentrations non
défini et indéterminé, peut géner a I’activité enzymatique.l7!

C’est dans ce contexte, que nous avons evaluer I’influence possible du DMSO sur
I’inhibition de notre enzyme (XO). L’extrait enzymatique a été ajouté a une série de volumes
croissants de DMSO, ces volumes sont exprimes en pourcentage de solvant dans I’extrait
enzymatique 12,5% 25% 50% et 100% de DMSO.

(Le méme test est realisé avec le tampon phosphate a PH 7,4 comme solvant).

I1. 3 La Xanthine oxydase (XO)
11. 3. A Préparation de I’extrait brut de la XO

La XO a était isolée a partir du lait bovin et humain (XOB et XOH) selon le protocole
d’extraction de Nakamura et Yamazaki, (1982)117¢] modifié par (Baghiani et al., 2003)[138]
comportant quelques modifications. Le lait a été centrifugé a 4500 rpm pendant 35 minutes. La
creme flottante a été dissoute dans un volume double de phosphate de potassium (K:HPQO4 0,2
M) contenant | mM d’EDTA. Le mélange a été soumis a une agitation douce pendant 2 heures
puis centrifugés a 4500 rpm pendant 40 minutes. Le surnageant récupéré, représente 1’extrait
enzymatique brut de XO qui a été répartie en aliquotes a raison de 1,5 ml et conservée par la
suite a -30°C jusqu’a son utilisation. (Toutes ces étapes sont effectuées a une température de
+4°C).

La démarche expérimentale est resumee dans le diagramme représenté dans la Figure 22
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Lait Bovin / Humain (400 mL par poche)

Centrifugation & 4500 rpm pendant 35 min

Récupération de la créme flottante dans un
volume double d'un tampon phosphate de
potassium (0,2M KoHPO4 avec 1ImM d'EDTA)

Agitation douce pendant 2h

Centrifugation a 4500 rpm pendant 40 min

Récupération du surnageant et conservation a -30°C

Remarque : toutes les étapes de centrifugation ont été effectuées a +4°C

Figure 22 : Diagramme qui représente la démarche expérimentale de I’extraction de la XO.

I1. 4 Test d’effet des molécules/extraits sur la XO
I1. 4. A Principe de la méthode de détection a double enzyme (DED)

L’effet inhibiteur de nos molécules pures et extraits a été testé par la méthode de détection a
double enzyme (DED) [*®l en utilisant un lecteur a microplaque de 96 puits. Cette méthode de
détection est connue dans I’analyse biomédicale, mais elle est utilisée pour la premiére fois pour
suivre I’activité inhibitrice de cette enzyme. Puisque ’acide urique (notre produit cible) n’a pas
de couleur a la fin de réaction, la méthode DED propose un moyen efficace de retracer le produit

fabriqué par ’enzyme, par ’utilisation d’un réactif spécifique pour détecter I’acide urique.

» Réactif du dosage de I’acide urique

Nous avons utilise le réactif du dosage de 1’acide urique de la marque (BIOLABO et

Spinreact) (Annexe 6). L’acide urique est oxyd¢ par 1’uricase pour produire de I’allantoine, du
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dioxyde de carbone et du peroxyde d’hydrogéne (2H202). En présence de peroxydase (POD),
le peroxyde d’hydrogéne réagit avec un chromogéne (3 ,5-dichloro-2-hydroxybenzéne
sulfonate (DCHBSA) et 4-aminophenazone (4-AF)) pour former une N-(4-antipyryl) -3-chloro-
5-sulfonate-p-benzoquinone-monoimine, complexe de couleur violette. L’absorbance est
mesurée a 490 nm.

L’intensité de de la couleur formée est proportionnelle a la quantité¢ d’acide urique dans

I’échantillon testé [177], Le schéma réactionnel est présenté dans la (Figure 23).

Q 9 |:| 'il
H,N-CN N )
Uricase 2 t CO,+H,0,
)\ >=O +2H;0 +0y ——————
NH
Allantoin
uric acid

A _OH HOs
\ Peroxidase CH,+4H20,
% NH, +2H;,07 —————J O Zr\ o
M
©/ /_\ ' N/ \CH3

OH
KFe(CN)g K Fe(CN)s
1.5 -dichloro-2- 4-aminophenazone C‘ H
hydroxvbenzene N-(4-antipyryl)-3- (].‘lforu—s—
sulfonic acid sulfonate-p-benzoquinone-
monoimine

(Fossati et al., 1980).

Figure 23 : Schéma réactionnel de la catalyse de 1’acide urique par les deux enzymes.

> Préparation du réactif

Le réactif du dosage se présente en trois flacons : R1 : Solution tampon ; R2 : Enzymes ;
R3 : Etalon primaire aqueux d’Acide urique). Ainsi pour préparer le réactif de travail RT nous
avons mélangé I’intégralité du volume du flacon R1 et du flacon R2). Avant I’emploi, nous

agitons doucement le flacon pour homogénéiser la solution (éviter la formation de mousse).

I1. 4. B Préparation des molécules et extraits a tester
Nos inhibiteurs (HE, AINS et molecules pures) ont été préparés juste avant les essais dans
le tampon dans une série de concentrations diluées de 1 pg/ml a 8 pg/ml pour chaque inhibiteur.
Certains inhibiteurs ont nécessité I’ajout d’un pourcentage bien déterminé de DMSO pour

assurer leur dilution totale.
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I1. 4. C Inhibition de la réaction catalysée par la XO

L’effet inhibiteur de nos molécules et extraits sur ’activit¢ de la XO a été étudié
spectrophotométriqguement en suivant indirectement (Par la méthode de double enzyme) la
production de 1’acide urique a 492 nm.

Un volume de 20 pul d’extrait enzymatique dilué dans le tampon phosphate a été ajouté a 40
ul d’inhibiteur (en présence de concentrations croissantes). Les solutions méres des différents
inhibiteurs ont été préparées dans le tampon phosphate (d’autres dans le DMSO (25%))

Ce melange (enzyme/inhibiteur) est pré-incubé pendant 15 min a 37°C. La réaction
enzymatique est déclenchée par I’ajout d’un volume de 40ul de substrat (xanthine a 0,1g/1)
dissout dans un tampon phosphate, le mélange est incubé a 37°C pendant 30min, le réactif de
dosage de I’acide urique est ensuite ajouté avec un volume de 160 pl, et incubé de nouveau a
37 °C pendant 10 min. L’allopurinol (I’inhibiteur spécifique de la XO) a été utilisé comme
control positif. Le blanc du test d’inhibition est dépourvu du substrat. Le control de la réaction

est dépourvu de I’inhibiteur. Le blanc de la plaque est dépourvu du substrat et de I’inhibiteur.

Toutes les expériences ont été répétées plusieurs fois (10 fois).

La démarche expérimentale est réesumée dans le diagramme représenté dans la Figure 24

20ul d'enzyme diluée dans le tampon + 40l
d'inhibiteur (allant de 0,001...0,008g/)

Incubation 37°C | pendant 15 min

20p1 de substrat (Xanthine 0,1g/l)

Incubation 37°C | pendant 30 min

160pl de réactif de dosage

Incubation 37°C | pendant 30 min

Lecture a 492nm

Figure 24 : Diagramme qui représente la démarche expérimentale de 1’inhibition de la XO.
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I1. 5 Recueil traitement et analyse des données
» Le recueil des données est fait dans des tableaux (Figure 25) qui classent tous les

parameétres contrélés de chaque série et regroupent les résultats finaux.

Figure 25 : Tableau affichant les résultats d’absorbance d’une microplaque étudiée.

> Le traitement des donnés a été fait a 1’aide du logiciel EXCEL 2013/2019, et les
valeurs d’ICso ont été déterminées a partir des représentations graphiques 1 % = f (c),

les taux d’inhibitions | % sont calculés selon I’Equation 9 suivante :

196 = Acontrc‘)l T Aextrait
Acontrﬁl

x100 ... @

Tel que :

| % : le taux d’inhibition.

Acontral : Activité de I’enzyme en absence de I’inhibiteur (contrdle négatif)
Aextrait : Activité de ’enzyme en présence de 1’inhibiteur

» Toutes les analyses de ce travail ont été effectuées 10 fois et la moyenne des résultats
est présentée. La barre d’erreur représente 1’erreur standard. L’analyse des données

a été effectuée par ANOVA.
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IN SILICO

I. MATERIEL

I. 1 Moyen informatique

Dans notre étude, nous avons utilisé une station puissante (Carte graphique NVIDIA Quadro

Experience, plateforme : Windows7). Les programmes utilisés sont installés sous le systeme

d’exploitation Windows 7 (64bits).
I. 2 Logiciels

Nous avons utilisé les logiciels suivants dans cette étude de modélisation : Discovery Studio
Visualizer v4.0, Autodock tools (ADT), Autodock Vina (ADV), GOLD, Chemoffice v 16.0.

I. 3 Les banques des données

Nous avons consulté deux bases de données pour la réalisation de cette étude : la PDB et la

PubChem.

» Labanque de données protéiques (PDB)

C’est une collection mondiale de données sur la structure tridimensionnelle (structure 3D)

de macromolécules biologiques : protéines,

essentiellement, et acides nucléiques. Ces

structures sont essentiellement déterminées par cristallographie aux rayons X ou par

spectroscopie RMN (Figure 26).

S O 8 https;//www.wwpdb.org Cl = Fasen::.'s:!f,f(hmn?:\!trcng
M Gmai (B Outiook:messager.. @ [240)YouTube |- Chemico-Siological Categorie A+pdf  # GoogleScholar [ Home Feed |Resear.. B Tradure 8 Sci-Hub ) Facebook - Connex b
WORLDWIDE
@ [B  A0SON- OFPOSTION. DCTONARES~ DOCUMENTTON+ TASKFORCES + FIP~ STAISTCS» 80U~ (g mfod

Since 1971, the Protein Data Bank archive (PDB)
has served as the single repository of information
about the 3D structures of proteins, nucleic acids,
and complex assemblies.

The Worldwide PDB (wwPDB) organization
manages the PDB archive and ensures that the
PDB s freely and publicly available to the global
community.

Learn more about PDB HISTORY and FUTURE.

Data Dictionaries

s

— -
> Validate Structure

or View validation reports
é Deposit Structure
All Deposition Resources
Download Archive
Instructions

=
+

09/22/2020

ooessible, interoperating Core Archives of
and metadata for bio

0 promote

applied research and edu 0ss the

(BIRD)

Biocuration

» Procedures and policies
8 Manage the wwPDB Core Archives as a public good

Dictionary (P
| » Small Molecule Dictionary (CCD)
» Peptide-like antibiotic and inhibitor molecules

» Improvements for consistency and accuracy

o | » Updated Validation Reports for Released PDB

Structures

Al validation reports for

released PDB entries have
been updated and are now
available with recaculated
percenties. In addition, the

Figure 26 : Interface de la banque de donnée protéique PDB.
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> Pubchem

PubChem est une banque de données américaine de molécules chimiques, elle répertorie
plusieurs millions de composés en mettant en ligne, gratuitement, pour chaque substance une
grande quantité de données de divers ordres: chimique, biochimique, pharmacologique,
production, toxicologie, environnemental...etc. Cette chimiothéque contient les structures
chimiques de petites molécules ainsi que I’information sur leurs activités biologiques (Figure
27).

National Library of Medicine
National

Center for Biotechnology Information

Pub © hem About  Blog  Submit  Contact

Explore Chemistry

Quickly find chemical information from authoritative sources

Browse 5 i i X

EGFR C9HB04 57-27-2 C1=CC=C(C=C1)C=0 InChi=15/C3H60/c1-3(2)4/h1-2H3

[ use Entrez

Figure 27 : Interface de PubChem.

Il. METHODES
I1. 1 Préparation des molécules

La préparation des ligands et des récepteurs est nécessaire avant le Docking. Les hydrogenes
manguant et liaisons rotables sont des données importantes et doivent étre ajoutées aux fichiers
pdb des molécules, dont le format dépend du logiciel de Docking utilise.

Pour Autodock vina, la suite AutoDock met a disposition le logiciel AutoDock Tools (ADT)
1160] et pour le GOLD, le logiciel Hermes, pour la visualisation.

I1. 1. A Préparation et choix du récepteur

Pour I’amarrage moléculaire, il faut telécharger des fichiers sous format PDB contenant la
conformation tridimensionnelle de 1’enzyme via la banque de donnée PDB (Protein Data
Bank). Ces structures sont essentiellement déterminées par cristallographie aux rayons X ou par

spectroscopie RMN.
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Dans notre cas, cette banque nous propose 23 conformations 3D de la XO bovine et 02
conformations 3D de la XO humaine avec différentes résolutions et différents ligands (Tableau
9).

Notre objectif est d’étudier 1’inhibition de la XO Humaine et Bovine par les méthodes de
mod¢lisation moléculaire, dont nous intéressons a déterminer le mode d’interaction du
complexe (XO- inhibiteur) pour la fixation de I’inhibiteur a I’enzyme, avec une meilleure
complémentarité et en calculant 1’énergie d’interaction du complexe formé.

Le complexe qui aura 1’énergie d’interaction la plus faible et/ou le PLPchem score le plus
élevé et celui qui présentera la meilleure activité inhibitrice. Ces résultats aideront
probablement au développement d’un outil thérapeutique efficace pour lutter contre la goutte.
Pour cela, nous avons regroupé toutes les informations disponibles des deux XO a partir de la
PDB dans le Tableau 8.

Tableau 8 : Informations structurales de la XO Bovine et Humaine disponibles dans la PDB.

Caractéristique d’enzyme Code PDB Ligands Résolution Références
Xanthine Oxydase Bovine
Structure cristalline de la FES x4
xanthine oxydase bovine 3NRZ FAD x2 18 A Cao et al.,20100781
complexée avec I’hypoxanthine HPA x2
FES x2
Structure cristalline de la FAD Enroth et al.,2000
; . . 1FIQ MTE-MOS 25 A w
xanthine oxydase du lait bovin SAL
GOL
. . FES x4
Structure cristalline de la
: : FAD x2 Cao et al.,2011[180
xantr;me, oxydai? b0\,/|r.1te 3NVV MTE-MOS-AST 1,82 A
compliexee avec 1'arsenite AST-MTE-MOS
Structure cristalline de la FES x4
xanthine oxydase bovine 3NVW FAD x2 16 A Cao et
complexée avec la guanine MTE-MOS x2 l al. 201414
P g GUN x2
Structure cristalline de la FES x4
xanthine oxydase bovine 3NVY FAD x2 2A Cao et
complexée avec la quercétine MTE-MOS x2 al. 201414
P aq QUE x2
Structure cristalline de la FES x4
xanthine oxydase bovine 3NS1 FAD x2 26A Cao 8%1?!]"2010
complexée avec la 6- MTE-MOS x2
mercaptopurine PM6 x2
Structure cristalline de la FES x4
xanthine oxydase bovine FAD x2 Cao et al.,2014
complexée avec I’indole-3- 3NVZ MTE-MOS x2 16 A (183]
aldéhyde I13A x2
Structure cristalline de la FES x4 Cao et
xanthine oxydase bovine réduite 3SR6 FAD x2 21A al.,2011080
complexée avec I’arsénite MTE-RMO x2
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FES x4 — FAD x2

ool O™ awa oSz auA M,
BCT x2 — GOL x5 !
FES x4-FAD x2
Xanthine oxydase bovine, forme 3AX9 XAX x2 — BCT x2 23 A Ishikita et
clivée par protéase GOL x5 ’ al.,2012[18%]
SAL x2
. . FES x8
désaag?igiﬁicr:f;igldnaesg Z\IZC la 3EUB MTE-MOM x4 2,6 A Pauff etal,
. FAD x4 — XAN x4 ' 20091881
xanthine
Structure cristalline de la FES x4 — FAD x2
xanthine oxydase en complexe 3ETR MTE-MOS x2 22 A Pauff et al.,
avec la lumazine LUZ x2 2009[187]
Structure de la xanthine FES x4 - FAD x2
oxydase avec la 2-hydroxy-6- 3B9J MTE-MOS - 290 32A Pauff et al.,
méthylpurine MTE-MOS-290 2009[188]
. . FES x4
StTUCt“,re crlstal!lne dela . MTE-MOS x2 Enroth et al.,2000
xanthine deshydr.ogenase du lait 1FO4 SAL x2- FAD x2 21A 83]
bovin GOL x4
FES x4
Structure cristalline de la MTE-MOS x2 Ishikita et
xanthine déshydrogénase du lait 3UNA FAD x2 _NAD x2 1,9A al.,2012184
bovin avec une liaison NAD CO3 x2 SAL x2
GOL x13
. . FES x4
e A anc MTEMOS<2  15A
bovin FAD x2 _SAL x2 al.,2012[18%]
GOL x24 CO3 x2
Structure cristalline de la FES x4_MTE-MOS .
xanthine déshydrogénase du lait 3UNI FAD x2- NAI x2 22 A Ishikita et
bovin avec NADH lié GOL x9- CO3 x2 al. 201211
SAL x2
. . . FESx4 MTE-MOS .
Xanthine gisra)i/%%%?rr:ase Y-700 VDV x2_FAD x2_YSH 1,98 A Fl;llru;l(a)l(r)l4 et
x2_GOL x21- ACY T19]
. . FES x4
e MTEMOW 2 Ofamog o
lai C s 3BDJ FAD x2 2A al.,2008(1%0]
ait bovin lié de maniere 141 x2
covalente a ’oxipurinol GOLx7- CO3 x2
. , . . FES x4
Xant_hlne deshyfjro_ggnase de lait MTE-MOS x2 Okamoto et
bovin avec un inhibiteur lié au IN5X 28A [191]
TEI-6720 FAD x2 al.,2003
TEI x2
Structure cristalline de la forme FES x4
liée de la xanthine 1V97 MTE-MOS x2 194 A Okamoto et al.,
déshydrogénase bovine au FYX- FAD x2- FYX x2 : 200401921
051 ACY x2- GOL x8
Complexe de xanthine FES xé'éT E'ZAD x2 Matsurmoto et
deshy(_jrogenase bovine et de 3AM9 MTE-MOS-FYOx2 2,17 A al. 20110199
trihydroxy FYX-051 GOL x2
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FES x4- FAD x2
Forme liée a I’urate de xanthine- 3AMZ NAI x2- BCT x2 21 A Okamoto et
oxydoréductase bovine GOL x3 ’ al.,20100194

MTE-MOS-URCx2

Xanthine Oxydase Humaine

Structure cristalline de la

xanthine oxydoréductase du lait FES, FAD, GOL, Pearson et
humain 2CKJ ACY, PO4 350 A al.,2006(1%!
Structure cristalline de la
. X . BCT, FES, FAD .
xanthine oxydoréductase de lait ’ ' ' Yamaguchi et
humain muté sur Glu803 et 2E1Q MTE, MC(?AM’ SAL, 26 A al.,20071%!

Arg881

Nous avons décidé de travailler avec les structures XO avec les codes PDB : 3NRZ pour la
XO bovine et 2CKJ pour la XO humaine.

L’enzyme 2CKJ est déja présente sous forme libre et le complexe 3NRZ a été séparé de son
ligand (hypoxanthine) afin d’obtenir un récepteur avec un site actif libre.
Les deux récepteurs sont ensuite préparés par AutoDock Tools (dans le cas d’autodock vina)
qui permet d’attribuer des charges de type « KOLLMAN », ajout des Hydrogenes dits polaires
(présents dans le fichier d’entrée des protéines pour GOLD), suppression des hétéroatomes, et
des molécules d’eau sauf les molécules nécessaires dans le site actif (pour GOLD, Un clic sur
I’option « Delete Remaining Waters » permet leur élimination). Les molécules d’eau dans les
cavités des protéines peuvent parfois étre un ¢lément fondamental. Elles sont capables d’assurer

le relais entre le récepteur et le ligand et ainsi créer des réseaux de liaisons hydrogenes.

Vers la fin, nous intégrons dans ce fichier les parameétres de solvatation des atomes avant de
I’enregistrer dans le format :

e pdbqt requis par le programme AutoDock Vina.
e mol2 requis par le programme GOLD.
Il. 1. B Préparation des ligands

Nous avons eu recours a la chimiothéque PUBCHEM [1%7] afin d’obtenir les molécules a
étudier par Docking sur XO. Les molécules ainsi obtenues sont enregistrées en format SDF. La
phase finale de préparation du ligand est réalisée par le programme Autodock tools. Ce dernier
a pour réle de contréler les mouvements du ligand, en définissant les atomes aromatiques, les
liaisons flexibles et les angles de torsion. La molécule finale est enregistrée en format pdbgt

avant son utilisation par AutoDock Vina. Pour le programme GOLD. Le fichier protéine peut

These de doctorat
63



PARTIE 1 : Matériels et Méthodes [ N NQ0G@N IS

[Partie expérimentale]

avoir un ou plusieurs ligands occupant le site de liaison qui doit étre enlevé avant de pouvoir
effectuer un docking. En cliquant sur « Delete Ligands » de la liste des options proposées, puis
sur le bouton « Extract ». Le ligand extrait est enlevé du fichier de la protéine et
automatiquement rechargé dans « Hermes » de sorte qu’il puisse étre employé pour définir le
site de liaison.
Les ligands utilisés sont :
v Les composés majoritaires de chaque huile essentielle obtenue a partir de 1’analyse
CPG-SM : Linalol, Estragole, D-Limonene, Carvone, 2-methyl-3-phenylpropanal et
I’ Anéthol.

v' Les anti-inflammatoires non stéroidiens (Indométacine, Celecoxib, Diclofénac de

sodium, Naproxéne de sodium et I’Ibuproféne).

v' Ainsi qu’un certain nombre de complexes organométalliques synthétisés chimiquement
pour la premiere fois par Kostova et ses collaborateurs ; La2, La4, La5, Ce2, Ce3, Ce5,
Nd2, Nd3, Nd4, Nd5. [12-14,171-173]

Le Tableau 9 résume les différentes informations structurales de ces ligands.

Tableau 9 : Informations structurales des ligands.

Ligands more’(():lleIZire Nom IUPAC Formule brute
(g/mol)
2-[1-(4-chlorobenzoyl) -5-
Indométacine 357,790 methoxy-2-methylindol-3-yl] Ci1gH16CINO
acetic acid
4-[5- (4-methylphenyl) -3-
Celecoxib 381,373 (trifluoromethyl) pyrazol-1- C17H14F3N302S

yl]benzene sulfonamide

o ) sodium, 2- [2- (2,6-
Diclofénac de sodium 318,129 ) . C14H10Ci2Nna0O;
dichloroanilino) phenyl] acetate

. ) sodium; (2S) -2- (6-methoxy-
Naproxéne de sodium 252,245 C14H13NaOs
naphthalen-2-yl) propanoate

2-[4-(2-methylpropyl
Ibuprofen 206,285 L4~ P p_y) Ci13H1502
phenyl] propanoic acid

] 1-Methoxy-4-[(1E)-prop-1-
Anéthol 148,205 C10H120
en-1-yl]benzene

2-Methyl-5-(prop-1-en-2-
Carvone 150,22 C1oH140
yl)cyclohex-2-en-1-one
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) (4R)-1-methyl-4-prop-1-en-
D-limonene 136,23 CioHis
2-ylcyclohexene

3,7-Dimethyl-1,6-octadien-3-

Linalol 154,253 | CioH150
0
2-methyl-3-phenyl ) .
148,202 Propanal,2-Méthyl-3-phényl C1oH120
Propanal
Estragole 148,2 1-allyl-4-méthoxybenzéne CioH120

I1. 2 Docking moléculaire

Le Docking a été réalisé en utilisant les programmes Autodock vina (ADV) et GOLD.

. ADV : Les parametres « receptor » et « ligand » correspondent aux noms des
fichiers au format « .Pdbqt » de la protéine et de la petite molécule a docker, respectivement
(propre aux logiciels AutoDock). Pour augmenter la vitesse d’évaluation de I’énergie du
systeme, ADV effectue une recherche dans une zone délimitée par une grille tridimensionnelle
englobant largement le site actif de la protéine étudiée et permettant la libre rotation du ligand
dans ce site. Le centre de cette boite est déterminé par les coordonnées « center_X », « center_y

» et « center_z », et sa taille en fonction des parameétres « size_X », « size_y » et « size_z ».

L’espacement ou la maille de la grille est fixé 1 A (Figure 28). La boite ou « Grid box » est
alors centrée sur le ligand, et ses dimensions sont proportionnelles a la taille de tous les ligands
étudiés. Les parametres de la grille sont évidemment différents pour chacune des deux

structures d’enzyme et sont définis manuellement grace a 1’outil AutoDock Tools.

Le Docking est ensuite lancé via la commande : vina --config config.txt.
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%4 Grid Cption= A
File Center Wiew Help
Current Total Grid Pts per map: 12167

number of points in x-dimension:

M 221
number of points in y-dimension:

[RNEZ3NID |
number of points in z-dimension:

M 22T
Spacing (angstrom): W7 1000 TN
Center Grid Box: <offset>
® center [78.955 ﬂ| |-10.083 '
y center: |T?.169 [[”-12.139 [ll
Z center lm m

Figure 28 : Les différents parameétres de la grille (Grid box).

o GOLD : La fonction PLPChem score est la fonction de score par default de
GOLD 191 et celle qui a été utilisée dans cette thése. Avant de terminer la mise en place de
notre docking, cliquer sur I’option Advanced, sélectionner Output Options. Cette page est
séparée en trois vues tabulées: « File Format Options », « Information in File » et
« Selecting Solutions », permettent de contrdler les informations des fichiers de sortie. Enfin,
le choix de I’option Run GOLD dans le menu permet de lancer les calculs. Une fois le
docking terminé, le message « Finished Docking Ligand » apparaitra dans la fenétre Run
GOLD. Les résultats de docking sont présentés sous forme des 05 meilleures solutions
pouvant étre observés dans la fenétre Run GOLD :

e Les fichiers contenant des informations sur la protéine et le ligand initialisé ;

(gold_protein. Mol2 et gold_ligand. Mol2).

e Les fichiers contenant le ligand docker (gold_soln_ligand_m1_n. mol2) ;

Les fichiers contenant le score de Fitness, les tentatives d’amarrage sont énumérées selon

le score de Fitness. Donc, la meilleure solution est placée en premier ;

e Les fichiers log des protéines et de ligand (gold_protein.log et gold_ligand_mZ1.log) ;

e Les fichiers contenant les messages d’erreur (gold.err).

Au cours du Docking, le site actif de I’enzyme est considéré comme rigide. Dans la partie

résultats et discussion, nous étudions les différents ligands dont les structures sont représentées
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en Annexe 5. Nous montrons également les différentes positions adaptées au sein du site actif

avec les interactions les plus significatives.
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Résultats IN VITRO

I. Huiles Essentielles

» Rendement en huiles essentielles
L’estimation du rendement massique en huile essentielle obtenu par hydrodistillation révéle des
valeurs comprises entre 0,1-1,2 % pendant 180 min (Tableau 10).
Les valeurs obtenues de densité de nos huiles essentielles sont représentées dans le (Tableau
10).

Tableau 10 : Rendements et valeurs de densité des huiles essentielles extraites pendant 180 min.

Densité Rendement (%)
Carum carvi L. 0,923 0,98
Pimpinella anisum L. 0,99 0,39
Coriandrum sativum L. 0,772 0,1
Foeniculum vulgare Mill. 0,992 0,37
Cuminum cyminum L. 0,869 1,2

» Caractéristiques organoleptiques
Cette caractérisation de chaque HE a porté sur 3 volets : L’aspect ; La couleur, L odeur, les
résultats de cette évaluation sensorielle réalisée sur nos cing HEs sont présentés dans le Tableau
11.
L’HE de carvi, cumin, fenouil et coriandre sont liquides a température voisine de 4°C a

I’exception de I’HE d’anis qui est a 1’état solide. Toutes les HES présentent la méme couleur

jaune pale.
Tableau 11 : Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles extraites.
HE Aspect Couleur Odeur
Pimpinella anisum Solide a 4°C Semblable a celle de I’anis
Carum carvi Semblable a celle du carvi
Coriandrum sativum Jaune péle Semblable a celle du coriandre
Liquide mobile
Cuminum cyminum Semblable a celle du cumin
Foeniculum vulgare Semblable a celle du fenouil
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> ldentification des constituants des huiles essentielles

La composition chimique des huiles essentielles étudiées a été déterminée a I’aide de deux

techniques d’analyses : la chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a ionisation

de flamme (CPG-DIF), et la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse CG/SM. L’analyse quantitative a atteint les taux de 94,94%, 26,21%, 54,89%, 82,42%
et 82,24% avec un total de 30, 25, 20, 18 et 25 composés identifiés respectivement pour les Hes

d’anis, cumin, carvi, coriandre et fenouil. Les résultats de la CG/SM sont présentés dans les

Tableaux (12-16) selon I’ordre de prédominance.

Tableau 12 : Composition chimique de I’huile essentielle d’anis.

Temps

de Composé
rétention

7,355 a-Pinéne

7,856 1,5,5-trimethyl-6-methylene-cyclohexéne

8,801 B-Pinene

9,156 2,6-octadien-1-ol, 2,7-dimethyl-

9,671 Cyclohexéne, 1-methyl-5-(1-methyletheny) (R)

10,462 Benzéne, 1-ethyl-2,4-dimethyl-

10,622 Cyclohexéne, 1-methyl-5-(1-methylethenyl (R)

12,703 1.6-octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-

13,328 1,6-octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-

16,759 Estragole

17,184 Estragole

21,406 Anéthol

29 286 Cyclohexéne, 4—etheny|-4-methyl-3-(t1-me)thylethenyl) -1-(1- methylethyl) -, (3R-
' rans) -

23,807 2-propanone, 1-(4-methoxyphenyl) -

1-H-benzocycloheptene, 2,4a,5.6,7,8,9,9a-octahydro-3,5,5- trimethyl-9-methylene-,

26,023 (4aS-cis) -

26,628 4,4-dimethyl-3-(3-methylbut-3-enylidene) -2-methylenebicyclo (4.1.0heptane

27,013 Longifolene-V4)

27,263 1,3-cyclohexadiene, 5-(1,5-dimethyl-4-hexeny) -2-methyl, IS (Rs)

29,684 Cyclohexene-1-acrylic acid, 2,6,6-trimethyl-3-oxo-, methyl ester

30,279 Isoaromadendrene epoxide

31,52 - (-) spathulénol

32,135 7-epi-cis-sesquisabinene hydrate

33,506 Retinal

Tableau 13 : Composition chimique et teneur des différents constituants de I’huile essentielle de

cumin.
Tgmps_ de Composé Surface Teneur %
rétention
18,69 Propanal, 2-methyl-3-phenyl 889608512 50,26
10,502 Benzéne, 1-methyl-3-(1-methylethyl) 460181760 26
21,561 Cyclohexanebutanal, 2-methyl-3-oxo-, cis- 124283960 7
16,934 1,3-cyclohexadiene-1-methanol, 4-(1- 98980304 5.6
methylethyl)
8,876 B-Pinéne 93359424 5,27
18,16 Phenol, 3(1-methylethy)- 56692320 3.2
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Bicyclol2.2.1lheptan-2-one, 1,7.7-trimethyl-

15,194 (15).

46616592 2,63

Tableau 14 : Composition chimique et teneur des différents constituants de I’huile essentielle de

carvi.
Tgmps_ de Composé Surface Teneur %
rétention
18,935 Carvone 1600324992 51,83
10,707 D-limonéne 1455014784 47,12
14,758 Limonene oxide, cis- 23866332 0,77
14,243 Trans-p-mentha-2,8-dienol 8151198,5 0,26

Tableau 15 : Composition chimique et teneur des différents constituants de I’huile essentielle de

coriandre.
Tgmp§ de Composé Surface Teneur %
retention

13,503 B-linalool 5094492672 73,03
16,879 a-terpineol 464275584 6,65
16,004 Endo-borneol 231248352 3,31
15,214 (-)-camphor 211471136 3,03
19,13 Geraniol 171828832 2,46
23,532 Geranyl acetate 156963936 2,25
20,471 Thymol 138776752 1,98
17,064 Estragole 97599264 1,39
20,26 Anethole 88364784 1,26
16,369 Terpinen-4-ol 64656976 0,92
17,234 Decanal 61245724 0,87
19,315 2-decenal, (2)- 42890312 0,61
18,85 Carvone 40301976 0,57
11,777 Y-terpinene 39437372 0,56
26,253 2-dodecenal 33108028 0,47
18,675 Propanal, 2-methyl-3-pheny|- 16845762 0,24
12,407 Cis-linalool oxide 14351695 0,2
22,601 Phenol, 5-methyl-2-(1- 76046995 0,1

methylethyl)-, acetate

Tableau 16 : Composition chimique et teneur des différents constituants chimique de I’huile
essentielle de fenouil.

Temps
de Composé Surface Teneur %
rétention
17,224 Estragole 4283771648 77,12
16,914 a-terpineol 394783936 7,10
20,281 Anethole 192832368 3,47
20,486 Thymol 173414256 3,12
16,024 Endo-borneol 159996304 2,88
18,865 (-)-carvone 93496920 1,68
10,697 D-limonene 89965168 161
Bicyclo 2.2.1heptan-2-one,
13,053 1,3.3-trimethyl 72865224 1,31
29,674  3-methoxycinnamaldehyde 36951968 0,66
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1,6-octadien-3-ol, 3,7-

13,328 . 18232080 0,32
dimethyl-
20831 [nenol, 2-methyl-5-(1- 12114243 021
methylethyl)-
Bicyclol2.2.1heptan-2-one,
15,234 L7.7-trimethyl-. (15)- 10283799 0,185
Phenol, 5-methyl-2-(1-
22,601 methylethyl) acetate 10159122 0,182
18,7 Benzaldehyde, 4-(1- 5673800,5 0.1

methylethyl)-

I1. Caractérisation des complexes de lanthanide (111)

La synthése des complexes de lanthanide (I11) étudiés et leurs formules, nous ont déja été

rapportées par Kostova et ces collaborateurs [12 14,172, 173,199-203] | 3 composition des complexes

a été etudiée par spectroscopie de masse. Le type de liaison des complexes de lanthanide (111)

ont été étudiés par des techniques spectroscopiques.

Les résultats obtenus ont montré que les sites réactifs les plus probables pour I’attaque

électrophile (liaison métallique) dans le type de ligand sont les atomes d’oxygéne carbonyliques

et hydroxyliques.

Les données spectrales ont confirmé que les atomes d’oxygene carbonylique et hydroxylique

sont inclus dans la liaison avec I’ion métallique dans les complexes étudiés. Les deux autres

sites de liaison de I’ion métallique sont occupés par un ion OH" et une molécule d’eau [199-202],

I11. Effet du solvant sur ’activité enzymatique

Les résultats montrent que ’activité résiduelle est conservée en présence du tampon,
q

contrairement au DMSO, ou nous observons un décroit de 1’activité enzymatique a partir de
25% (Tableau 17 et Figure 29).
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Tableau 17 : Effet de la teneur en solvants organiques sur 1’activité enzymatique de la XO.

Solvant Pourcentages Activité
A 12,5 +
B 25 +

DMSO
C 50 -
D 100 -
A 12,5
B 25

Tampon +
C 50
D 100

(+) présence d’activité, (-) Absence ou diminution d’activité.

T NI . %

\ A% l/\\r I/.\\ /\‘A/\\,, PN

Figure 29 : Effet des différentes teneurs du DMSO et du Tampon sur la XO.

Iv. Extraction de I’enzyme xanthine oxydase

» Rendement
Le rendement moyen de I’extrait enzymatique obtenu a partir du lait humain était d’environ
deux fois supérieures a celui de I’extrait enzymatique du lait bovin (Tableau 18).
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Tableau 18 : Rendements des extraits enzymatiques obtenus des deux sources de lait (bovin et humain) a partir
d’un volume de 1000 ml.

Source Rendement (%)

6,4
8,25
Lait Bovin 3,3
51
54

10,3
10,2
22,9
7,19

Lait Humain

V. Inhibition de la réaction catalysée par la Xanthine oxydase

Nous avons tracé les courbes représentant la variation du pourcentage d’inhibition I % en
fonction des concentrations des extraits et molécules pures, exprimées en pug/ml pour une seule
concentration de substrat (0,1g/l), nous avons déterminé la concentration inhibitrice a 50 %
(ICs0) de chaque échantillon (les courbes des meilleures inhibitions sont présentés dans

I’Annexe 4 et les valeurs d’ICso sont représentes dans le Tableau 19.

Tableau 19 : Valeurs d’ICso des inhibiteurs étudiés et des deux médicaments commerciaux.

1Cs0 (ng/ml)
XOH XOB
Carum carvi L. 3,43+ 0,56 5,33+£0,13
" Pimpinella anisum L. 2,37+0,23 1,74+0,21
= Coriandrum sativum L. 3,76 £0,18 10,59 £ 1,59
Foeniculum vulgare Mill. 3,89+£0,11 5,53+0,82
Cuminum cyminum L. 3,67+0,17 6,26 £ 0,92
Diclofénac de sodium 1,45+0,19 6,21 £0,17
Naproxene de sodium 2,04 +0,13 2,96 + 0,27
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n Indométacine 0,31+0,13 0,83+0,11
<Z( Ibuprofene 2,75+ 0,23 9,46 £ 0,13
Celecoxib 1,27+£0,11 3,48 +0,13
La(L2) (OH)-H20 / 11,66 + 0,86
La(L4) (OH)-2H-0 / 13,65 + 2,16
La(L5) (OH).2H-0 / 9,97 +1,29
g Ce(L2) (OH). H.0 / 8,54 + 2,20
IéJ Ce(L3) (OH). H.0 / 9,07 +0,81
§ Ce(L5) (OH)-H20 / 13,69+ 1,51
Nd(L2) (OH).2H.0 / 14,49 + 1,94
Nd(L3) (OH).2H20 / 7,85+ 1,28
Nd(L4) (OH).2H.0 / 12,96 + 1,06
Nd(L5) (OH).2H20 / 13,38 + 1,71
Febuxostat 2 0,064 £ 0,017
Allopurinol @ 2,72+0,64

a Utilisés comme témoins
Selon I’analyse ANOVA, les résultats obtenus indiquent que tous les groupes testés ont un Fstat

plus grand que le Ferit et tous ont une valeur P inférieure a 0,05.
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I. Docking moléculaire

Résultats IN SILICO

Les résultats retournés par ADV se présentent sous la forme d’un fichier. Pdbqt contenant

la liste de toutes les conformations du ligand générées (aussi appelées « poses ») dans la zone

de recherche, également un fichier texte contenant les scores de chacune de ces conformations,

la meilleure énergie d’affinité et la moins bonne de chaque pose (en kcal/mol) et alors fourni

dans ce fichier texte. Les résultats sont résumés dans le Tableau 20.

Les résultats retournés par GOLD se présentent sous la forme d’un fichier. Pdb contenant

les solutions des conformations du ligand générées (poses) dans la zone de recherche, ainsi

qu’un fichier texte contenant les scores de chacune de ces conformations, la meilleure valeur

du « PLPchem score » est la bonne pour chaque pose est alors fourni dans ce fichier texte. Les

résultats sont résumés dans le Tableau 20.

Tableau 20 : Les différentes interactions obtenues aprés le Docking moléculaire pour les deux sources de xanthine oxydase.

Energie
(Kcal/mal)/ Taux de Acides aminés Tvoe Interaction
Ligand PLP répétition . . " ype Hydrogenes
chem (%) en interaction d’interactions ( A)
score
Xanthine oxydase Bovine (XOB)
Leu648, Val1011 Leul014, n-alkyl ”'T
Indométacine 58 52 Phe1013 Asn768, Lys771 ;']gmad_“ﬁl; | 2,87
Asp872, Ser876 aped; Alkyl-
alkyl
n-cation; w-alkyl
. ) Lys771, Leu648, Val1011, n-sigma; Alkyl-
Celecoxib 72 8 |eu1014, Leu873, Prol076 alkyl !
Fluorine
-alkyl; 7-
o . Pro1076, Leul014, Leu648, Jr-alky’,
Diclofénac sodique -5,6 92 Phe1013, Val1l011, Leus73 S|gm;,k,§\llkyl- /
-alkyl
R . Arg912, Ser1080, Thr1083, T .
Naproxéne sodique -7,9 68 Ser1082, Glu1261, Val1081 Amide-r- 2,26
stacked
Ibuproféne 72 86 A'a1078'TAr:§folgé Ser1082, Alkyl-alkyl 3,05
Thr1010, Val1011, Leu1014, :"Sli(grc‘;a' |H
Anéthol 7,0 66 Alal079, Phel009, Phe914, fkacl € 'f’l‘( 1y ) 3,23
Ala1078, Ala910 alkyl, mralky’, 1=
n t-shaped
alkyl-alkyl, 7t-
Alal079, Leul014, Val 1011,
Carvone -7,0 66 Phe1009, Phe914, Leus73 alkyl, van der 3,32
waals
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Val1011, Leul014, Leu873,

D-limonene 6,8 90  Phe9l4, Alal079, Phel009, a'ky:ﬁ:k?’" ™ /
Alal078 y
Leu1014, Val1011, Leus73, ’::’S‘h;ta‘efgegik’;lf‘
Estragol -6,7 44 Phe914, Ala1079, Phe1009, Ik lp i ,lk L - /
Ala1078, Glug02 alkyl, malkyl, T
sigma
. Leul042, Met1038, Thr1083, 2,61
Linalol -5,9 52 Ser1082 alkyl-alkyl 312
2-methyl-3- 33 46 Thr1010, Arg880, Phe1009, n-sigma, alkyl- 3,32
Phenylpropanal ' Phe914, Alal079, Alal1078 alkyl, m-alkyl 3,39
2,21
Leu648, Ser876, Glu879, n-alkyl, ©t- '
Lanthanum (H1) 32,28 80 Val1011, Leul014 sigma, alkyl 5’2‘3‘
-sulfure, 7-
. Leu648, Ser876, Val1011, T SUIUTS, 2,05
Cérium (111) 33,27 60 Phe1013, Leu1014 alkyl, m-sigma, 250
n- 7 t-shaped
. 2,43
. Leu648, Lys771 n-alkyl, m-sigma '
Neodymium (111) 33,46 70 Phe1013, Leul014 2,21
2,83
Xanthine oxydase Humaine (XOH)
Arg913, Phe915, Ala1080, _alkvl - alkvl-
Indométacine -7,0 98 Alal079, Ser1083, Gln10a1, " - T 3,02
Met1039, Phe799 yi
conventional
fluorine
Arg913, Phe799 '
Celecoxib 72 52 , Ser1081, Gly1261, “'“'t;h;f;ed’ ™ 3,00
Met1039, Val1260, Ser1083 gma,
n-alkyl, alkyl-
alkyl, -sulfur,
IT-alkyl; amide-
Met1039, Phe799, Arg913, n-stacked, ©t- mt- 251
Diclofénac sodique -7,6 100 GIn1195, Glul262, Gly1261, stacked, - 2’24
Cys150. sulfur; alkyl- '
alkyl
Phe915, Phe912, Gly800,
Naproxéne sodique -8,1 100 Gly914, Glul262, Arg913, n-sulfur ; w-alkyl 2,00
Ser1080, Ser1082, Met1039
\ m-cation, 7t-
Ibuprofene 70 54 Arg913, Met1039, Gly1040, alkyl, 3,06
GIn1195 2,13
alkyl-alkyl,
n-alkyl, m- &
, Cys150, Phe799, Met1039, stacked, -
Anethol -7 88 Arg913 cation, zt-sulfur, /
alkyl-alkyl
) Cys150, Gly1261, Phe799, n —sigma, alkyl-
Carvone 6,0 100 Arg913, Met1039 alkyl, -alkyl 3,53
D-limonéne 58 100 Cys150, Phe799, Met1039, n-alkyl, a_lkyl- /
Arg913 alkyl, m-sigma
Phe799, Arg913, Met1039, n-sulfur, alkyl-
Estragol .6 52 Ala911, Phe915 alkyl, n-alkyl !
Phe799, Arg913, Glu768, alkvl-alkvl. -
Linalol 5,7 66  Ala1080, Ala1079, Ala911, yalky?’ ’ 2,96

Phe915
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2-methyl-3- 27 88 Phe799, Met1039 alkyl-alkyl, z- /
Phenylpropanal sigma
GIn1195, GIn1202, Phe799, n-alkyl, 7- 183
Cys150, Ala1079, Met1039, sigma, amide- '
Lanthanum (H11) 46,41 100 "Giy800, Ala1080, Ala911, “stacked, 7- 223?2
Arg913, Phe915 sulfur '
Cys113, Met1039, Val1260,
. Gly1261, Ala1259, Cys150, 2,19
Ceérium (1) 28,25 90 Phe799. GIn1041, GIn1195. n-alkyl, m-sulfur 287
Cys113, Gly798, Met1039
Cys150, Phe799, Met1039, z:t':g’lle dam:i 203
. Ala1259, Ala1079, Alal080, ’ ’
Neodymium (111) 53,87 100 'Sor1081 Ser1083. vall260. - l;l"lfsul;a.pgl(li(, - 2,83
Gly1040, 111191 » aKY
alkyl
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Discussion IN VITRO

I. Huiles Essentielles

> Rendement en huiles essentielles

Les résultats du rendement de 1’extraction d’huile essentielle des plantes utilisées dans notre
étude rapporté dans la littérature montrent de maniére générale que le rendement obtenu est en
accord avec les rendements mentionnés dans la littérature (a I’exception de quelques huiles),
cette variation de rendement peut étre due a plusieurs facteurs, notamment les conditions
d’extraction, la période de récolte et les variations dans la culture exemple : Type de sol, climat,
etc...

Nous rappelons que I’huile essentielle des graines séches de nos différentes plantes a été
extraite par hydrodistillation. Le Tableau 21 résume les rendements en huiles essentielles
issues de notre étude et de la littérature.

L’extraction par hydrodistillation des HE de cumin, fenouil, carvi, coriandre et anis révele
une valeur de rendement de ’ordre de 1,2%, 0,37%, 0,98%,0,1%, 0,39% pour chaque espece
respectivement.

Le rendement en HE du cumin (1,2%) semble nettement plus important que celui mentionné
par Abhril24 (0,63%) et Yezza et Djediail?®! (1,02%), mais inférieur a celui trouvé par
Abdellaoui et al.[2%] (5,27%)).

D’autres résultats rapportés par Singh et al.[2%7] et par Gulfraz et al.l?%8! sur I’'HE du fenouil
montre un rendement supérieur de 1,2% et de 3,8% respectivement, contre 0,37% pour notre
huile.

Pour I’HE de carvi, les auteurs ont obtenu un rendement de 0,75% et 0,47%, respectivement,
tous les deux inférieurs au notre ou nous avons observe un rendement de 0,98%.

Quant & ’HE de coriandre nous avons observé des rendements proches des auteurs, avec
0,1% pour notre HE, et 0,2 et 0,5 % pour ceux de la littérature. 209 [210]

Pour ’HE d’anis, Ozel et al.[?*1] et Ghouati et al.[?1?] estiment un rendement allant de 1 a 4
%. Dans notre cas, nous avons observe un rendement de 0,39%.

Ces différences de rendement en huile essentielle sont tout & fait normales puisqu’elles
peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs en méme temps, tel que les facteurs climatiques et

environnementaux, 1’organe de plante, la situation géographique, 1’dge et la période de la
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cueillette 2132151 De plus, et d’aprés Lagunez Riveral?1®l I’hydrolat peut toujours contenir des

gouttelettes que nous n’avons pas pu récupérer ce qui pourrait fausser le rendement.

Tableau 21 : Rendements des huiles essentielles issues de notre étude et de la littérature.

HE Rendement HD % Références
1,2 Notre étude
Cumin 1,02 [205]
0,63 [204]
5,27 [206]
0,37 Notre étude
Fenouil 1,2 [207]
38 [208]
0,98 Notre étude
Carvi 0,75 [217]
0,47 [218]
0,1 Notre étude
Coriandre 0,2 [209]
0,5 [210]
0,39 Notre étude
Anis 1-4 [211]
3 [212]

HD : Hydrodistillation

» Densité
Nous avons également rassemblé les valeurs de densité des HE d’anis, carvi, coriandre,
fenouil et cumin retrouvées dans la littérature dans le Tableau 22 afin de les comparer avec

ceux de nos résultats

Tableau 22 : Valeurs de densité des huiles essentielles issues de notre étude et de la littérature.

Densité Références

Carum carvi L. 0,923 Notre étude
0,916 [219]

Pimpinella anisum L. 0,99 Notre étude
0,99 [220]
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Coriandrum sativum L. 0,772 Notre étude
0,607 [221]

Foeniculum vulgare Mill. 0,992 Notre étude
0,923 [221]

Cuminum cyminum L. 0,869 Notre étude

0,915 [219]

En étudiant la littérature, nous avons été amenés a dire que ; les valeurs de densité sont plus

ou moins du méme ordre de grandeur que ceux retrouves dans la littérature.

» Caractéristiques organoleptiques

Des notes olfactives proches des ardmes originels des espéces fraiches utilisées sont

enregistrées pour les cing huiles essentielles. Nous notons que nos huiles essentielles ayant des

caractéristiques organoleptiques du méme ordre et des propriétés en accord et comparables avec

ceux donnés par la littérature et par la direction de normalisation (nouvelle direction

aromatique) (Tableau 23).

Tableau 23 : Caractéristiques organoleptiques de notre étude et de littérature.

HE Aspect Couleur Odeur Références
o ) Jaune péle Semblable a celle de I’anis Notre étude
Pimpinella Solide a
. Incolore & o .
anisum 4°C ) . Epicé, sucré [222]
jaune pale
Jaune péle Semblable a celle du carvi Notre étude
Carum carvi Liquide Jaune Aromatique épicé [218]
Jaune clair Forte odeur anisée [217]
Jaune pale Semblable a celle du coriandre Notre étude
Coriandrum Liauid Jaune Caractéristique de la coriandre [221]
. quiae — :
sativum . Caractéristique et semblable a celle de
Jaune clair ) [210]
de la coriandre
Jaune péle Semblable a celle du fenouil Notre étude
Foeniculum Incolore a
Liquide Caractéristique herbacée 223
vulgare jaune pale a [223]
Limpide Anisée [221]
Jaune pale Semblable a celle du cumin Notre étude
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. Jaune a L
Cuminum o ] . Epicé trés forte [224]
. Liquide jaune doré
cyminum

Jaune foncé Peu agréable [204]

» Composition chimique
» L’Huile essentielle de coriandre

Les résultats de la CG/SM de I’HE étudiée ont révélé que la quasi-totalité des constituants
de I’huile essentielle des graines de C.sativum faisaient partie de la classe chimique des terpéenes
et des composés terpéniques représentés majoritairement par 1’alcool monoterpénique, linalol
avec 73,03% suivi de d’autres constituants minoritaires tels que ; a-terpineol, Endo-borneol et
le L-camphor qui est un monoterpénone. (Figure 30).

Ces résultats ont été comparés a la composition chimique décrite dans la littérature (Tableau
24)[209.225] 'Notre HE est en accord avec celles de la littérature, a quelques exceptions prés. En
effet, certains composés présents dans notre HE étaient absents de celle de Sourmagh et al.[20%],
a I’image du thymol, I’estragol et 1’Anéthol, d’autres étaient quant a eux, absents dans notre
échantillon, a-pinéne en est I’exemple. Ceci peut étre expliqués par les facteurs climatiques,
édaphiques et culturaux, mais d’une maniére générale, les résultats de la composition chimique
trouvés pour I’échantillon étudié sont semblables et correspondent a ceux rapportés dans la

littérature.

H B-linalool

M a-terpineol
Endo-borneol

B (-)-camphor

B Geraniol
Geranyl acetate

B Thymol

Figure 30 : Diagramme a secteurs représentant la composition chimique majoritaire de I’'HE de
coriandre.

> L’HE de carvi

Les résultats de la CG/SM de I’huile essentielle des graines de C.carvi ont révelé deux

principaux composés, la Carvone avec 51,83% suivi du limonéne avec 47,12%. D’autres
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constituants mineurs ont été notés tels que (Limonene oxide, cis- et Trans-p-mentha-2,8-dienol)
(Figure 31).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Laribi et al.[?18] et Ben-khalifa et al.l??®! qui ont
noté que la Carvone et le limonéne représentaient la principale proportion d’environ 90% et

96% respectivement (Tableau 24).

H Carvone H D-limonene

Limonene oxide, cis- B Trans-p-mentha-2,8-dienol

Figure 31 : Diagramme a secteurs représentant la composition chimique majoritaire de I’'HE de
carvi.

» L’HE de cumin

Pour I’HE des graines de C. cyminum, les résultats ont montré que cette huile contenait le 2-
methyl-3-phenylpropanal, comme composé majoritaire avec 50,26% (Figure 32). Les autres
composés étaient présents a de faibles teneurs. Notre composé majoritaire est en accord avec
celui trouvé dans I’'HE des graines de cumin de Ben-khalifa et al.[?%6], Cependant les résultats
de Jirovetz et al.??l n’ont pas été similaires avec les nétres, en effet leur HE présentait le
Cuminaldehyde comme compose majoritaire. Ceci peut étre expliqué par les facteurs
climatiques et environnementaux, ainsi qu’ & la situation géographique, puisque nos graines et
ceux de Ben-khalifal??6] sont d’origine du nord d’Afrique quant a ceux de Jirovetz[??l sont de

Bulgarie.
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B Propanal, 2-methyl-3-phenyl

B Benzéne, 1-methyl-3-(1-methylethyl)
Cyclohexanebutanal, 2-methyl-3-oxo-, cis-

B 1,3-cyclohexadiene-1-methanol, 4-(1-methylethyl)

M (3-Pinéne

Figure 32 : Diagramme a secteurs représentant la composition chimique majoritaire de I’'HE de
cumin.

» L’HE de fenouil

Une étude a été réalisée par Barazani et al.1??81 sur I’'HE des graines de fenouil de différentes
populations. 1ls ont trouvé trois chémotypes: HE de certaines populations contient
principalement de I’estragole (comme le cas de notre HE), d’autres le trans-Anéthol ou bien un
mélange des deux composés (= 50% et 30%).

Zoubiri et al.[??%! ont trouvé que I’HE des graines de fenouil cultivées a Sétif (Est d’ Algérie)
contenait principalement le trans-Anéthol (72,86%) contre (3,41%) d’estragole. Contrairement
a notre HE qui est constituée de (77,12%) d’estragole contre (3,47%) d’ Anéthol (Figure 33).

Anastasopoulou et al. [23% et Yaacoube et Tlidjanel?3 ont aussi trouvé 1’Estragole comme
étant le principal composé de ’HE de graines de fenouil.

Cependant, basé sur des données disponibles. « The European Committee for Herbal
Medicinal Products (HMPC) » a conclu que de fortes concentrations d’Estragole sont des
carcinogenes génotoxiques. En raison du rapport, « The Committee of experts on flavouring

substances » a recommandé une dose d’Estragole limite de 0,05mg/kg.[230]
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M Estragole
H a-terpineol
Anethole

B Thymol

® Endo-borneol
(-)-carvone

M D-limonene

Figure 33 : Diagramme a secteurs représentant la composition chimique majoritaire de I’'HE de
fenouil.
» L’HE d’anis
Le principal constituant de notre HE des graines de P.anisum s’est avére étre I’Anéthol,
résultat en accord avec celui de Ullah et al.[?32 et Singh et al.[?3%, L’Anéthol est considéré
comme le constituant le plus important en raison de ses activités spasmolytiques et
expectorantes, stimulant les sécrétions respiratoires, alors qu’il s’agit d’un agent cestrogénique

et anesthésique locall?34],

Tableau 24 : Composés majoritaires de nos HEs comparé a la littérature.

HE Composés majoritaires Références

Anéthol Notre étude
Anis Trans-Anéthol [232]
Trans-Anéthol [233]

Carvone et d-limonéne Notre étude
Carvi Carvone et limonéne [218]
Carvone et d-limonéne [226]

B-Linalol Notre étude
Coriandre Linalol [209]
Linalol [225]

Estragole Notre étude
Fenouil Estragole [230]
Estragole [231]

Propanal, 2-methyl-3phenyl Notre étude
Cumin Propanal, 2-methyl-3phenyl [226]
Cuminaldehyde [227]
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Xanthine oxydase

> Rendement

Nous avons remarqué que le rendement moyen de I’extrait enzymatique obtenu a partir du
lait humain était environ deux fois supérieur a celui de I’extrait enzymatique obtenu du lait
bovin, mais, en parallele, une activité enzymatique plus faible.

En effet, cette faible activité était déja évaluée dans plusieurs expériencesl10 112113 quij ont
indiqué que moins de 2% de I’enzyme humaine était présente sous forme active contre 40% de
forme active pour I’enzyme bovine. Cela résulte de la présence de formes inactives démolybdo
et désulfo (déja mentionner dans la revue bibliographique : partie Xanthine oxydase, p30).
Selon Abadeh et al.[*?] |a cause de ces formes inactives est intrinséque et non une conséquence

de la procédure d’isolement.

I1. Inhibition de la Xanthine oxydase

Des expériences sur I’inhibition de la XO ont été menées depuis longtemps par différents
groupes de chercheurs utilisant deux méthodes, la méthode spectrophotométrique mesurant la
quantité d’acide urique libérée a 292 nm(23%] et la méthode HPLC mesurant le méme produit23¢],

La premiere méthode est moins sensible lorsque nous utilisons des inhibiteurs a cycles
aromatiques car ils absorbent a la méme longueur d’onde et interférent alors avec les résultats.

La deuxiéeme méthode est efficace et précise, mais prend beaucoup de temps.

Dans cette these, nous utilisons pour la premiére fois une nouvelle approche pour mesurer
I’acide urique. D’une fagon générale, cette approche est basée sur la transformation de ’acide

urique libéré en un produit coloré détecté par la méthode spectrophotométrique.

» Huiles essentielles

Les résultats obtenus représentent une activité intéressante des huiles essentielles utilisées
sur les deux sources de XO. Il a été observé gque les changements variaient d’une a trois fois
plus grand que le maximum entre les valeurs d’inhibition pour la XOH et la XOB. Les HE dans

la XOH ont montreé les 1Cso les plus faibles.
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Nous supposons que ces HE pourraient avoir plus d’affinité pour I’enzyme humaine qu’a
I’enzyme bovine, ceci pourra s’expliquer par la nature et I’origine de la source et son effet sur
la structure génétique. Bien que ce changement de structure génétique n’ait pas eu d’incidence
trés significative sur I’inhibition entre les deux sources.

Nous n’avons pas pu discuter nos résultats avec d’autres recherches dans la littérature par
manque d’études similaires & la notre, seule la plus proche a été réalisée par un groupe de
chercheurs taiwanais lors d’une tentative d’inhibition de la XO par I’huile essentielle de feuilles
de C. osmophloeum qui a présenté une activité d’inhibition avec un I1Cso de 16,3 pug/mif231, Une
autre étude réalisée par Bahadori et al.l?3® en utilisant 'HE des parties aériennes de S.spinosa
a présenté une activité d’ICso de 38,7 pug/ml.123]

Ces valeurs sont nettement supérieures aux notres, en effet, toutes nos HE ont présenté une
activité inhibitrice avec des ICso inférieurs a 11 pg/ml.

Par contre, Mosbah et al.[23% ont testé I’effet inhibiteur de I’HE de Rhaponticum acaule et
ont trouvé une activité inhibitrice intéressante d’une valeur d’ICso 2,20 pg/ml.

» Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les résultats obtenus montrent que tous les médicaments AINS testés présentaient des
niveaux variables d’activité contre la XOH et XOB. L’inhibition est assez extraordinaire a de
tres faibles concentrations. En particulier I’indométacine, ayant une valeur d’ICsode 0,96 pg/ml
pour la XOB et 0,29 pg/ml pour la XOH, toutes les deux inférieures a celle de 1’allopurinol
(2,72 + 0,64 pg/ml). Cela pourrait faire de lui un puissant candidat en tant qu’inhibiteur de la
XO. Et puisque son activité inhibitrice est supérieure a celle de I’allopurinol, nous pouvons
postuler que ses effets secondaires possibles seraient moindres par rapport aux effets connus de

I’allopurinol en raison de son efficacité a une concentration relativement faible.

Nous aurons voulu discuter nos résultats avec d’autres études de la littérature mais en raison
des données non disponibles pour I’inhibition de la XO par les AINS cela nous a été difficile.
Alors, nous nous sommes contentés de les discuter avec des études réalisées avec d’autres
composés purs. Le premier a montré que I’acide ursolique a un ICso de 10,3 pg/mli249 et |a S-
allyl cystéine avec une ICso de 33 pg/ml rapportée par Johnson et al.[*4Y . Une autre étude a été
réalisée par un groupe de chercheurs brésiliens. Les résultats montrent des valeurs d’ICso de
88,33 pg/ml, 79,865 pg/ml, 119,765 pg/ml et 155,55 pg/ml pour le décanoate de naringine,

I’octanoate de naringine, le décanoate de naringine et I’hespéridine, respectivement [242,
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» Les complexes de lanthanides (I11)

De nombreuses études ont suscité beaucoup d’intérét aux métaux de terres rares et ont rapporté
la présence d’activité biologique des complexes de ces métaux (tel que les ions lanthanides)
avec des dérivés de la coumarinel?43 2441, a recherche montre que les activités biologiques des

ligands sont augmentées par la complexité de la formation des métaux.[24]

La relation entre I’inhibition enzymatique et d’autres effets thérapeutiques n’est pas toujours
significative, mais afin de révéler les effets biologiques potentiels d’une nouvelle molécule, les
activités biologiques telles que les activités antitumorales sont fréquemment publiées avec des

résultats d’interaction entre les molécules d’essai et les enzymes.[246. 2471

C’est dans cette optique que I’effet inhibiteur des complexes organométalliques sur I’activité
de la XO du lait bovin a été évalué. Rappelons que ces complexes ont déja fait I’objet d’études
par Kostova et al.['214] dans lesquelles ils ont rapporté qu’ils avaient une activité antitumorale
importante contre deux lignés cellulaires humaines (cas de la leucémie), ainsi qu’une action
anticoagulante intéressante. Les complexes testés dans notre étude ont également montré dans

les mémes études de Kostova et al, qu’ils auraient un faible potentiel cytotoxique.

Nos résultats d’inhibition ont montré que tous les complexes organométalliques inhibent de
maniére modérée I’activité de la XOB, avec des valeurs d’ICsg allant de 7,85 pg/ml jusqu’a
14,49 pg/ml (Tableau 19) avec les trois meilleurs inhibiteurs potentiels ; Nd3, Ce2 et Lab.
Cependant, nous n’avons pas pu trouver d’études similaires sur I’inhibition de la XO avec ces
complexes. Ce qui confirme 1’originalité de notre travail et aucune étude préalable dans ce

contexte n’a été réalisé.

Toutefois, nous citons ici quelques-unes basées sur I’inhibition de la XO avec d’autres
complexes métalliques, comme dans I’étude d’Ozerkan et coll.?*”] ou ils ont rapporté la
synthese et I’évaluation de nouveaux complexes de palladium (11) avec des thiosemicarbazones
tétradentées. Deux composés ont montré une inhibition intéressante de la XO avec des I1Cso de

0,4 et 0,7 pg/ml, meilleures valeurs que 1’allopurinol témoin.

Autres complexes résultant de la combinaison d’acide férulique, un inhibiteur connu de XO, et
de 3-aminopyrazole, une molécule aux effets anti-inflammatoires, et de cuivre/ zinc ont été
préparés par Li et al.[?#6] Ces deux composés ont présenté des effets inhibiteurs de XO, avec de

meilleurs résultats observés pour le complexe de cuivre. De plus, des études chez des souris
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modeles d’hyperuricémie ont révélé que les taux élevés d’acide urique dans le sang pouvaient

étre diminués par les deux complexes (10 mg / kg, injectés par voie intrapéritonéale) et que leur
effet est similaire a celui observé avec le febuxostat.
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Discussion IN SILICO

Dans cette section nous discutons le mode d’interaction des différents inhibiteurs avec le site
actif des deux sources d’enzymes de xanthine oxydase.
I. Huiles essentielles (composés majoritaires)

» L’Anéthol, ou le (E)-1-methoxy-4-(prop-1-en-1-yl) benzéne (Figure 34).
Selon les résultats du docking moléculaire avec la xanthine oxydase bovine (XOB), I’Anéthol
est lié sur la partie extérieure du site actif (Figure 34), a un taux de répétition égale a 66% et
une valeur d’énergie significative (Tableau 20).
En revanche, dans le cas de la xanthine oxydase humaine (XOH), sa liaison avec le site actif
est meilleure avec un taux de répétition plus important a 88% (Tableau 20), mais avec une
valeur d’énergie faible.
Nous pourrons alors dire que 1’Anéthol est plus stable dans le cas de la XOB mais avec un
minimum d’affinité, et moins stable dans le cas de la XOH mais avec une grande affinité. Ces
résultats sont notamment influencés par trois facteurs essentiels ;

e Le mode d’orientation préféré de 1’ Anéthol,

e Le poids moléculaire,

e La composition en acides aminés dans les deux sites actifs.
En effet, dans le cas de la XOB, le tunnel du site actif est composé de plusieurs acides aminés
hydrophobes tel que : Ala910, Phe914, Phe1009, Val1011, Leul014, Alal1078, et Alal079, six
(06) de ces acides aminés composent le site catalytique dans 1’enzyme bovine, et un total de dix
(10) interactions hydrophobes sont formés avec ces derniers. L’Ala910, Alal079, Leul014, et
Val1011 ont formé une seule interaction hydrophobe, tandis que Phe914, Alal078, et Phe1009
ont formé au minimum deux (02) interactions hydrophobes avec la fonction ester et le noyau
benzéne de I’Anéthol, Thr1010, quant a lui, est le seule acide aminé hydrophile dans ce groupe
avec deux (02) importantes interactions hydrophiles avec la fonction ester. Cette derniére est la
plus réactive avec six (06) différentes interactions. D’un autre coté, la masse moléculaire de
1’ Anéthol est Iégérement faible avec 148,08 g/mol, ce facteur est tres important lors du docking
moléculaire, car plus la molécule est petite plus la possibilité des poses augmente avec respect
au groupement fonctionnel. En effet, la meilleure pose de 1’ Anéthol était attirée par la triade
catalytique Ala910, Alal078, et Alal079, d’un co6té vue sa localisation au début du site
catalytique, et 1’électronégativité élaborée par le noyau benzéne de 1’autre c6té, finalement

1’Anéthol est inséré horizontalement dans le site actif ce qui explique sa meilleure valeur
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d’énergie par rapport a son taux de répétition obtenu, cela prouve sa stabilité au sein de site

actif de XOB.

Dans le cas de XOH, la composition du site catalytique est différente d’un point de vue polarité,

puisqu’il est composé essentiellement par des acides aminés hydrophiles tel que : Glul1262,

Arg881, GIn768, et Arg913. Ce dernier intervient dans le site catalytique et forme deux (02)

interactions de type hydrophobe et électrostatique, en outre le noyau benzene a formé trois (03)

autres interactions hydrophobes avec Met1039, Phe799, et Cys150, ce dernier a formé deux

(02) importantes interactions de type sulfure et carbone-hydrogéne avec la fonction ester et le

noyau benzene, en totale, une seule interaction hydrogene est obtenu. Contrairement a la XOB,

les interactions enregistrées étaient avec des acides aminés polaires et apolaires, ce qui explique

I’affinité de 1’ Anéthol vers le site actif polaire et apolaire. Cela ne peut pas garantir sa stabilité,

en raison de I’absence de certains acides aminés apolaires qui favorisent plus d’interactions et

donc plus de stabilité.
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Figure 34 : Les acides aminés impliqués dans les interactions de 1’ Anéthol avec la XOB (A) et XOH (B).

» La Carvone ou 2-methyl-5-(prop-1-en-2-yl) cyclohex-2-en-1-one (Figure 35).

Selon le docking moléculaire avec la XOB. La Carvone est liée au debut du site catalytique

(Figure 35) avec un taux de répétition égale a 66 % (Tableau 20) et avec une valeur d’énergie

significative (Tableau 20).

D’autre part, dans le cas de la XOH, le ligand a enregistré le meilleur taux de répétition de 100

% (Tableau 20), mais avec une valeur d’énergie relativement faible.
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La Carvone semble étre similaire & I’Anéthol en terme de stabilité et affinité. En effet, les deux
inhibiteurs sont plus stables dans le cas de XOB, mais avec un minimum d’affinité, par contre,
moins stable dans le cas la XOH, et avec une grande affinite.

La Carvone est également influencée par les trois facteurs déja decrit dans la section de
I’Anéthol tel que ; le mode d’orientation préféré, le poids moléculaire, et la composition en
acides aminés des deux sites actifs.

Dans le cas de la XOB, le tunnel du site actif qui représente la rentrée vers le site catalytique
est de nature hydrophobe due a sa composition en acides aminés hydrophobes tel que ; Phe914,
Phel1009, Val1011, Leul014, et Alal079, ce dernier avec Ala914, Alal078, et Phel009
composent le site catalytique dans la XOB. L’acide aminé Phe1009 étant le plus réactif avec
trois (03) interactions hydrophobes par son cycle aromatique en raison de sa localisation face
au cycle de Carvone, suivi par le Phe914 avec deux (02) interactions hydrophobes établis entre
son cycle aromatique et le cycle de Carvone, quant a la Leul014 et Alal079, ont aussi
enregistré deux (02) interactions pour chacune avec une importante interaction hydrogene entre
la fonction cétone et I’Alal079. La VVal1011 a enregistré une seule interaction hydrophobe, en
totale dix (10) interactions hydrophobes sont obtenues.

Ces acides aminés avec le Phe1009, sont responsables en grande partie du taux de répétition
obtenu, car la structure du Carvone est simple en terme de groupement fonctionnel et de faible
masse (~150 g/mol) dans ce cas I’effet d’encombrement stérique est négligeable, la polarité de
Carvone joue pareillement un réle important, car il est apolaire, finalement la Carvone est
gravité vers la partie apolaire de site actif, supportée par plusieurs interactions hydrophobes et
hydrogénes ce qui assure son affinité qui est prouvée par sa valeur d’énergie.

Cependant, dans le cas de la XOH, la composition et la polarité du site catalytique sont
différentes, le tunnel du site actif est peu apolaire et est composé essentiellement de méthionine,
cystéine, et phénylalanine tandis que le site catalytique est composé de 1’Arg881, GIn768,
Arg913, et Glul262 ces deux derniers participent dans deux (02) interactions de type
hydrophobes et carbone-hydrogene, de plus, le cyclohexane du Carvone a formé encore trois
(03) interactions hydrophobes comme dans le cas de 1’Anéthol avec Met1039, Cys150, et
Phe799 ce dernier a enregistré trois (03) interactions importantes.

Ces donnees prouvent la grande similarité entre la Carvone et 1’Anéthol, tout deux partagant
presque les mémes propriétés physico-chimiques, finalement, y’avais moins d’interactions
enregistrées avec les acides aminés polaires et apolaires, contrairement a la XOB, ceci explique
le taux de répétition enregistré (Tableau 20) qui traduit sa grande affinité, mais avec une
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stabilité influencée par 1’absence de milieu apolaire vue sa nature hydrophobe comme le cas de

la XOB.
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Figure 35 : Les acides aminés impliqués dans les interactions de la Carvone avec la XOB (A) et XOH (B).

» Le D-limonéne ou 1-methyl-4-(prop-1-en-2-yl) cyclohex-1-ene (Figure 36).
Selon le docking moléculaire dans le cas de la XOB, le D-limonéne est trouvé lier au milieu du
site catalytique (Figure 36) avec un taux de répétition égale a 90 % et une valeur d’énergie
convenable (Tableau 20). En revanche, dans le cas de la XOH toutes les poses possibles du
docking ont été trouvées dans le site actif (Tableau 20), pourtant, sa valeur d’énergie est parmi
les plus faible dans cette étude, pour cette raison 1’affinité et la stabilité peuvent étre meilleures
dans XOB. Dans ce cas, le D-limonéne est trouvé en face des acides aminés catalytiques
hydrophobes, tous ces atomes ont réagi avec au moins une interaction hydrophobe, Phe1009 et
Phe914 ont enregistré six (06) interactions chacun avec leurs fonctions alkyles. Alal079 et
Leul014 ont participé dans quatre (04) interactions avec les différentes fonctions alkyle.
Alal078, Val1011 et Leu873 ont participé dans une seule interaction. Toutes les interactions
obtenues étaient hydrophobes. Vu sa faible polarité, le D-limonene est attiré par la région
hydrophobe du site actif qui est couvert par quatre (04) acides aminés catalytiques, par
conséquent treize (13) interactions apolaires sont obtenues. Donc la meilleure orientation du D-
limoneéne est influencée essentiellement par la polarité, nous notons que le site actif de XOB est
composé d’une partie polaire et apolaire ce qui explique la valeur du taux de répétition obtenu.
Eventuellement, sa stabilité est logique, car la structure du D-limonéne est pauvre en
groupements fonctionnels comme les fonctions hydroxyle et carboxyle, donc une association

avec d’autres terpénoides qui se trouvent naturellement avec le D-limonene comme la Carvone
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est possible. Nous pensons que cette association peut en effet améliorer son affinité, et méme
sa stabilité.

Dans le cas de la XOH, le D-limonéne est situé en face de 1’Arg913 avec deux (02) interactions
hydrophobes dans le site catalytique, entoureé par trois (03) autres acides amines tel que Cys150,
Met1039, et Phe799, qui semblent indispensables. Ces derniers sont obtenus dans le cas de
plusieurs molécules telles que 1’Anéthol, la Carvone et le limonéne avec Arg913, qui intervient
toujours en tant que le seul acide aminé catalytique, le Phe799 est le plus réactif avec deux (02)
interactions, la Cys150 et Met1039 ont enregistré une seule interaction chacun, la masse du
limonéne est tres faible par rapport aux autres molécules (~136 g/mol), méme avec les acides
aminés qu’ils entourent, cette propriété reste le facteur majeur qui favorise son insertion au sein
du site actif de la XOH avec 100 % de chance, contrairement a la XOB car la cavité de site actif
est plus adéquate et favorable aux molécules de faible taille et de différents degrés de polarité
mais 1’inconvénient principal est d’un c6té ; I’instabilité due au manque d’acides aminés
(seulement 04 acides aminés), et de I’autre c6té ; I’absence de groupements fonctionnels comme
les fonctions hydroxyle et carboxyle, ces données éclaircissent la valeur d’énergie obtenue par
le D-limonéne.

Donc, une possible association avec d’autres terpénoides comme la Carvone reste toujours
pratique dans la cavité de la XOH vue la faible masse des deux ligands, cette association peut

augmenter la stabilité du D-limonene.
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Figure 36 : Les acides aminés impliqués dans les interactions du D-limonéne avec la XOB (A) et XOH (B).
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» L’Estragol ou 1-allyl-4-methoxybenzene de formule C10H120, est I’isomére structural
de I’Anéthol et le Cuminal (Figure 37).

Selon le docking moléculaire avec la XOB. L’Estragol est li¢ dans le site actif (Figure 37) avec
un taux de repétition égale a 44 %, malgré sa valeur d’énergie significative (Tableau 20), le
résultat enregistré est classé comme étant le plus faible dans cette étude, en outre, dans le cas
de la XOH, la liaison de I’Estragol n’est pas la meilleure avec un taux de répétition de 52 %, et
une valeur d’énergie faible (Tableau 20), donc I’Estragol est purement défavorable dans les
deux cas du docking. Ces résultats sont obligatoirement influencés par le mode d’orientation
préférée, le poids moléculaire, et la polarité dans les deux sites actifs, en plus de la rotation de
la double liaison Co-C11. Malgré la propriété d’isomérisation structurale entre 1’Estragol et
I’ Anéthol, les résultats obtenus expliquent I’inverse en vis-a-vis de ’affinité et la stabilité¢ de
ces derniers, la seule différence entre ces deux inhibiteurs, reste le mouvement de la double
liaison simple C3-Cgen Co-Caus.
Dans le cas de la XOB, I’Estragol est lié principalement avec Phe914, Phe1009, Val1011,
Leul014, Alal078, et Alal079. Ces derniers représentent d’un coté le tunnel hydrophobe et de
’autre coté, le site catalytique, 1’inconvénient majeur, est que le tunnel du site actif est connu
pour son hydrophobicité, pour cette raison que 1’Estragol est trouvé bloquer au début du site
catalytique face au Leu873 et Glu802. Ce dernier a noté une importante interaction rigide type
carbone-hydrogene, on suggeére que cette derniére est responsable de sa stabilité, traduit par sa
valeur d’énergie la plus faible (Tableau 20), cette interaction est établie avec la fonction ester
de I’Estragol. Deux (02) autres interactions sont faites avec ce dernier avec Alal078 et Phe914,
en plus, le cycle benzénique a enregistré quatre (04) interactions avec Alal078, Alal079,
Phe914, et Phe1009. Le groupement buténe quant a lui ; a enregistré trois (03) interactions avec
Leu873, Leul014, et Val1011, notant que ces interactions enregistrées sont hydrophobes, nous
suggérons alors que ce groupement est responsable de 1’affinité de I’Estragol au sein du site
actif, en raison de la rotation de sa liaison Co-C11de 120° qui a entouré la molécule vers Glu802
créant ainsi une interaction rigide qui forcement conduit a bloqué I’Estragol face aux acides
aminés hydrophobes, c’est pour cela que la plupart des poses ont été trouve loin du site
catalytique et face a la partie hydrophile hors site actif.
Dans le cas de la XOH, I’Estragol est influencé par les mémes paramétres que la XOB. En plus
de la rotation de la molécule entiére de 180° vers le milieu polaire par son pdle hydrophile, qui
est logique vue la composition en acides aminés polaires et apolaires favorisés par la cavité et

le site catalytique, I’Estragol est li¢ avec des acides aminés hydrophiles qui sont le Met1039 et
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Arg913 et hydrophobes qui sont le Phe799, Phe915 et Ala911. L’Arg913 avec Phe799 sont
responsables de former quatre (04) interactions. Par conséquent cing (05) interactions
hydrophobes et une interaction sulfure ont été formé avec les différents groupements
fonctionnels tel que la fonction ester et la fonction anisole. Le couple Ala911 et Phe915 ont
réagi avec la double liaison Co-Cy1 et ont influencé I’orientation de 1’Estragol au sein du site
catalytique vers la partie apolaire car la distance en A mesuré entre I’'Met1039 et la fonction
anisole sont élevées, en les comparant avec le méme cas de 1’ Anéthol dans XOH, car ce sont
des isomeres structuraux et le Met1039 intervient dans les deux cas, finalement, apres le
docking seulement la moitié des poses avec cette conformation est trouvé au sein du site actif,
et le reste des poses avec des conformations et des rotations différentes qui sont trouvées hors
du site actif dans des régions plus ou moins apolaire, ce qui explique les résultats trouvés et

prouve que 1’Estragol ne représente pas I’exemple du ligand idéal pour la xanthine oxydase.
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Figure 37 : Les acides aminés impliqués dans les interactions de 1’estragol avec la XOB (A) et XOH (B).

» le Linalol ou 3,7-dimethylocta-1,6-dien-3-ol (Figure 38).
Selon le docking moléculaire dans le cas de la XOB. Le Linalol est trouvé intégrer par sa queue
hydrophobe a un taux de répétition égale a 52 % avec une valeur d’énergie faible (Tableau 20).
Par contre, dans le cas de la XOH, le Linalol est trouve intégrer par sa téte hydrophile a un taux
de répétition égale a 66 % avec une valeur d’énergie faible (Tableau 20), nous pouvons dire
que le Linalol est classé parmi les inhibiteurs défavorables dans les deux cas du docking. Sa
structure est acyclique linéaire et insaturée issue des alcools terpéniques qui peuvent donner
une grande flexibilité a sa chaine alkyle tandis que sa téte hydroxyle peut attirer plusieurs acides
aminés et donc s’impliquer dans différentes interactions, ces données fournies ne montrent pas

une grande affinité ou stabilité au sein du site actif de XOB ou XOH, vue la structure du Linalol
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qui est dépourvu d’un cycle aromatique et malgré la présence de 1’atome d’oxygeéne qui favorise
d’un co6té, la formation d’un nuage électronique important et de I’autre c6té, la flexibilité du
groupement alkyle dans le cas de la XOB. La moitié des poses de Linalol ont été trouve hors
du site actif dans des régions aléatoires dans 1’espace, quant a 1’autre moitié, elle est intégrée
au sein du site catalytique, mais en face de Ser1082 et forme alors une interaction hydrogéne
comme étant le plus proche acides aminés, le groupement alkyle était le contréleur du
mouvement du Linalol qui s’installe finalement face au Met1038 avec deux (02) interactions
hydrophobes. Cette conformation exige a la partie hydrophile de faire une rotation de 90° vers
le Ser1082 et Thr1083, nous suggérons que cette rotation est responsable de sa stabilité dans
XOB car la Glul261 peut créer une interaction rigide avec son groupement hydroxyle si la
rotation était de 180°, ces informations montrent I’avantage des inhibiteurs a systémes cycliques
par rapport au non cyclique dans I’inhibition de la xanthine oxydase, pareillement, les autres
interactions obtenues été avec Leul042 et Thr1083. Par conséquent, trois (03) interactions
hydrophobes et une interaction hydrogéne ont été formé.

Dans le cas de la XOH, les modifications sur la structure du Linalol sont similaires, presque le
tiers des poses ont été trouvé hors du site actif dans des régions aléatoires dans I’espace, et le
reste des poses est intégré au sein du site catalytique en face de GIn768 qui forme la seule
interaction hydrogéne. Le groupement hydroxyle était le contrdleur du mouvement de Linalol
contrairement a la XOB, en outre le groupement alkyle s’installe et se stabilise par Phe799 et
Arg913, ce dernier a enregistré trois (03) interactions hydrophobes. La conformation du Linalol
trouvé est la méme qu’avec la XOB, dans ce cas la partie hydrophile a fait la méme rotation de
90° mais vers la fonction cétone de GIn768 afin de trouver un atome électronégatif, en outre, il
a fait appel a d’autres acides aminés inattendues dans le site actif comme le Ala911, Alal079,
Alal080, et Phe915 qui ont formé cing (05) interactions hydrophobes. Nous suggérons que
cette rotation est responsable de la diminution de la stabilité (-5,7 kcal/mol) du Linalol dans la
XOH. Ces informations prouvent que le Linalol seul, peut étre destabilisé en raison du
mouvement de ces extrémités trés flexibles au sein de la xanthine oxydase. Cependant, une

possible association avec d’autres inhibiteurs cycliques peut soulever ce probléeme.
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Figure 38 : Les acides aminés impliqués dans les interactions du Linalol avec la XOB (A) et XOH (B).

> 2-Methyl-3-phenylpropanal (Figure 39) selon le docking moléculaire dans la XOB.
Le 2-methyl-3-phenylpropanal est trouvé intégré entiérement au centre de site catalytique a un
taux de répétition trés faible a 46 % avec une valeur d’énergie assez faible (Tableau 20), par
contre dans la XOH le 2-methyl-3-phenylpropanal est trouver intégré au centre de site
catalytique avec un taux de répétition fort a 88 %, mais avec une valeur d’énergie trés faible
(Tableau 20), alors le 2-methyl-3-phenylpropanal est classé parmi les inhibiteurs défavorables
dans les deux cas de docking, sa structure est simple de trés faible taille comme le cas de Linalol,
la chaine alkyle et la fonction cétone dans les deux extrémités peuvent favoriser une grande
flexibilité, plusieurs types d’interactions vont se former, ces données fournis indique I’inverse
dans le cas de XOB malgré les nombres d’interactions recorder, afin d’expliquer ces résultats
nous avons concentré sur sa structure, car c’est le facteur principal, la plupart des poses ont été
trouvé hors site actif dans des régions al€atoire dans 1’espace, et le reste est intégré au sein de
site catalytique face au groupement amine de Thr1010 et Arg913 et forme 2 interactions
hydrogéne, le groupement alkyle s’installer face au Phe914, Phe1009, Alal078, et Alal079 et
forme 4 interactions hydrophobes, malgré la présence de I’atome de I’oxygeéne qui favorise un
nuage électronique vers Thrl010 et Arg913 et la flexibilité elaboré par le groupement alkyle
qui est liés avec tous les acides aminés catalytique, une faible affinité et stabilité au sein de site
actif est obtenu, la structure de 2-methyl-3-phenylpropanal est caractérisé par le pouvoir de se
lier dans des milieux polaires et apolaire et de s’ intégrer dans des sites actifs petits, ont suggéré
que le 2-methyl-3-phenylpropanal est peut se lié dans un autre site similaire dans la chaine C
de XOB cette liaison peut étre due a sa flexibilité, finalement le 2-methyl-3-phenylpropanal

peut étre le mauvais modele pour la XOB. Ces informations montrent I’inconvénient des
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inhibiteurs a systémes cycliques de faible taille dans I’inhibition de la xanthine oxydase. Dans
le cas de XOH, la plupart des poses ont été trouvées dans la cavité catalytique, le groupement
alkyle s’installer et se stabiliser face au Phe799 et Met1039, la minorité des poses ont trouveé
hors cavité contrairement a la XOB, en outre, la fonction cétone est dévier vers 1’Arg913 afin
de former une interaction hydrogene, mais la chaine alkyle est bloqué par le Phe799 et Met1039
ces deux derniers ont recordé 2 interactions hydrophobes chacun d’eux comme étant le nombre
total d’interactions ce qui explique la faible stabilité obtenue (-2,7 kcal/mol). Ces informations
prouvent que le 2-methyl-3-phenylpropanal seul se déstabiliser fortement dans la xanthine
oxydase humaine, une possible association avec d’autres inhibiteurs cycliques comme le

Cuminal peut améliorer sa stabilité.

PHE799

PHE914

Figure 39 : Les acides aminés impliqués dans les interactions du 2-methyl-3-phenylpropanal avec la XOB
(A) et XOH (B).

» Reésumé des composés majoritaires des huiles essentielles

En réesumé le docking moléculaire des composés majoritaires des huiles essentielles qui sont ;
1’Anéthol, la Carvone, le D-limonene, 1’Estragol, le Linalol, et le 2-methyl-3-phenylpropanal
présentent un effet modeéré pour les deux sources de xanthine oxydase, ces derniers présentent
des poids moléculaires faibles avec des fonctions biochimiques limitées par rapport aux autres
inhibiteurs testés.

Dans le cas de la XOB, les inhibiteurs sont trouvés au sein du site actif et leurs modes d’action
sont caractérises par la fixation profonde dans le site catalytique en raison de leurs faible taille,
et forment alors des interactions hydrophobes et hydrogenes. Le facteur commun entre ces
derniers repose sur la polarité du site actif de la XOB, leur taux de répétition est toujours

inférieur a 100 % a cause de la nature moyennement apolaire du site actif de la XOB.
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Egalement, la minorité des atomes électronégatifs qui portent ces inhibiteurs les obligent a se
lier dans des régions apolaires, ce qui explique leur faible taux de répétition. En revanche, Ils
présentent une meileurs stabilite.
Il faut savoir que les acides aminés Vall011, Leul014, Phel009, et Phe914 sont notés
indispensables dans toutes les interactions hydrophobes obtenues.
Dans le cas de la XOH, les inhibiteurs sont trouvés aussi au sein du site actif et leurs modes
d’action sont caractérisés de la méme facon que la XOB ; en se fixant profondement dans le
site catalytique et formant ainsi des interactions hydrophobes et hydrogénes grace a la polarité
du site actif de la XOH. Leurs taux de répétition sont meilleurs par rapport a ceux enregistrés
pour la XOB, et les acides aminés Cys150, Phe799, Met1039, et Arg913 sont notés
indispensables dans toutes les interactions hydrophobes obtenues.

I1. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)
o L’Indométacine ou I’acide 1-(4-chlorobenzoyl)-5-méthoxy-2-méthyl-1-H-indole-3-
acétique (Figure 40) est trouvé lié dans la partie extérieure du site actif, selon les résultats du
docking moléculaire. Son taux de répétition est de 52% dans la (XOB), tandis qu’il est a 98%
dans la XOH (Tableau 20), ces résultats sont proportionnels avec les valeurs d’énergie en
kcal/mol associé des deux enzymes. Plus le taux de répétition est important plus la valeur
d’¢énergie la plus faible est importante mais avec des affinités différentes, par exemple, 1’affinité
de I’indométacine est grande dans XOH, cette grande différence entre ces deux résultats est
expliquée apres avoir analysé la structure des deux enzymes.
Pour la XOB, le site actif est composé d’une longue chaine d’acide aminés apolaires situé¢ dans
la partie extérieure, ces acides aminés sont ; Ala910, Phe914, et Phe1009 et couvrent I’entrée
du site actif, quant aux autres acides aminés (Glu802, Arg880, et Glu 1261), ils sont de type
polaires et interviennent dans la partie intérieure en couvrant complétement le tunnel du site
actif.
L’indométacine a formé quatorze (14) interactions dans le site actif du XOB, la partie majeure
est trouveée liée avec son groupement indole a cote du site actif avec des acides amines apolaires
qui sont ; Leu648, Val1011 Leul014, et Phe1013. Ces derniers ont formé dix (10) interactions
de type hydrophobe, tandis que Asn768, Lys771, Asp872, et Ser876 ont formé quatre (04)
liaisons hydrogenes avec les deux fonctions cétone et hydroxyle, la fonction chlorobenzeéne n’a
réagi avec aucune liaison a cause de sa position pointée vers la partie extérieure éloignée de
I’enzyme. Le groupement indole de I’indométacine est responsable de son orientation préférée

dans le site actif de XOB qui est altéré par les acides aminés Leu648 et Leu 1014, qui influent
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sur son taux de répétition et donc sur sa valeur d’énergie indiquant alors sa faible stabilité, mais
il peut inhiber la XOB en bloguant son site de liaison.

De I’autre coté, le site actif de la XOH est composé d’une courte chaine d’acide aminés polaires
(Glul1262, Arg 913, GIn768, et Arg881) qui sont situés dans la partie intérieure du site actif. La
cavité du site actif de la XOH est petite compareée a celle de la XOB, dans ce cas 1’indométacine
a formé onze (11) interactions hydrophobes et hydrogénes au niveau du site actif de la XOH et
contrairement a la XOB, les interactions formées sont d’ordre équivalent entre les acides aminés
polaires et apolaires (Arg913, GIn1041, Ser1083, Phe799, Phe915, Ala1080, Alal079) avec le
groupement chlorobenzéne.

Tandis que le groupement indole a formé deux (02) interactions hydrophobes avec Met1039
par son cycle benzénique et hydrogene avec Ser1083 par son groupement hydroxyle, en outre
les deux fonctions cétone et hydroxyle qui représentent le groupement carboxyle de
I’indométacine n’ont réagi avec aucune interaction, et I’orientation préférée par 1’indométacine
dans le cas du site actif de la XOH est plus stable, cela est due principalement aux acides aminés
Phe915, Alal1080, et Ala1079 qui sont responsables de la plupart des interactions et du taux de

répétition enregistré (Tableau 20) et donc de la valeur d’énergie. Pour conclure, nous pourrons

dire que I’indométacine pourrait étre un excellent inhibiteur pour la XOH.
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Figure 40 : Les acides aminés impliqués dans les interactions de I’indométacine avec XOB (A) et XOH (B).

o Celecoxib ; est le 4 [5-(4-Methylphenyl)-3-(trifluormethyl)-1 H-pyrazol-1 YI]
benzolsulfonamid (Figure 41). Selon le docking moléculaire avec la XOB, le celecoxib est
trouvé lier dans la partie extérieure du site actif (Figure 41) a un taux de répétition de 78% et

avec une valeure d’énergie intéressante (Tableau 20). Alors qu’avec la XOH sa liaison avec le
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site actif est diminuée avec un taux de répétition plus faible (Tableau 20), ces résultats sont
expliqués par le mode d’orientation préférée par le celecoxib dans les deux cas du docking
moléculaire.

Dans le premier cas (XOB) ; la totalité de I’inhibiteur a été trouvée amarrer en prenant la forme
d’une lettre Y. La fonction 3-(trifluoromethyls)-1 H-pyrazole est la partie « leader » et
dominante grace a son grand nuage électronique qu’elle présente, cette derniere a enregistré
huit (08) interactions de type hydrophobes avec les acides aminés apolaires Leu648, Leu873,
Leul014, et Val1011. Egalement, nous avons aussi noté une importante interaction halogene
entre la fonction cétone de GIlu802 (I’un des acides aminés catalytiques de la XOB) et I’atome
fluore du celecoxib. Cette interaction refléte la grande stabilité du celecoxib avec la XOB et
explique aussi la valeure d’énergie obtenue (Tableau 20). Quant aux restes des interactions
trouvées, elles sont enregistrées avec Pro1076 et Lys771 avec la fonction 4-(4-methylbenzyl)
benzéne-sulfamide qui représente la partiec non réactive en terme d’interaction et affinité. Le
méme résultat est trouvé pour la XOH ; ou le celecoxib a été introduit avec la forme Y mais
inseré plus profondement. Sa fonction 3-(trifluoromethyls)-1 H-pyrazole a enregistré qu’une
seule interaction hydrophobe de type alkyle avec Val1260. Les autres interactions sont de type
hydrogene-hydrogéne, carbone-hydrogéne, et oxygene-halogene, et la fonction 4-(4-
methylbenzyl) benzéne-sulfamide a enregistré cing (05) différenttes interactions de type sulfure
avec Met1039 et trois (03) interactions hydrophobes avec Phe799 et une importante interaction
avec I’acide aminé catalytique Arg913 contrairement a la XOB. Cette derniére fonction est plus
réactive dans le cas de XOH et prouve que le celecoxib a été docker profondement, elle explique
aussi la valeur d’énergie stable enregistrée de la XOH (Tableau 20), par contre, son taux de
répétition obtenu est I’un des plus faibles pourcentages trouvés, cela peut étre expliqué par
I’absence de I’acide aminée leucine dans la cavité du XOH, en effet, c’est un acide aminé
indispensable pour fixer celecoxib au sein du site actif et assurer son affinité grace a la fonction
3-(trifluoromethyls)-1 H-pyrazole. Pour conclure, nous dirons que le celecoxib est stable mais

avec une affinité moins importante sa chance a se lier dans le site actif est de 50%.
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Figure 41 : Les acides aminés impliqués dans des interactions du Celecoxib avec la XOB (A) et XOH (B).

MET1032

o Diclofénac sodique ou le sodium 2,6-dichlorophenyl amino phényle acétate (Figure
42). Selon le docking moléculaire dans la XOB, le diclofénac sodique est trouvé lier avec un
taux de répétition intéressant égale a 92% (Tableau 20). La majorité de sa structure s’est
retrouvée au sein du site actif tandis que sa fonction carboxylique est retrouvée dans le milieu
extérieur, avec une valeur d’énergie relativement elevée (Tableau 20) par rapport aux autres
inhibiteurs testée.

Tandis que pour la XOH, le diclofénac sodique s’est trouvé entiérement entouré dans la cavité
par les acides amineés catalytiques formant ainsi plusieurs et différentes interactions, présentant
alors un taux de répetition optimale de 100% (Figure 42), avec une valeur d’énergie
satisfaisante. Ces résultats sont influencés essentiellement par le patrimoine génétique des deux
enzymes. En effet, dans les deux cas du docking moléculaire, le diclofénac est introduit au sein
du site actif par la méme facon et avec une conformation relativement similaire en terme de
rotation et dégré de liaison en faveur de la fonction 1,3-dichlorobenzene qui est plus réactif
dans la XOB. Pareillement, la nature du site actif des deux enzymes est différente en terme de
polarité. Cette derniére propriété est plus importante dans le cas de la XOH. La complexité et
le poids moléculaire du diclofénac n’ont pas influencé sur ces résultats car le nombre d’atomes
qu’il compose est inférieure a 400 atomes, paramétre qui respecte la loi de Lipinski.

Dans le cas de XOB, la structure de I’inhibiteur est liéé avec Leu648, Leu873, Leul014,
Pro1076, et Val1011 en formant dix (10) interactions hydrophobes avec le 1,3-dichlorobenzene,
par contre, une seule interaction s’est trouvée avec le sodium 2-(2-(methylamino) phényle)
acetate avec Leu648, ceci prouve que le diclofénac est bloqué a I’entrée du site actif, dans le

cas de XOB et pour les inhibiteurs a systeme cyclique liés a des atomes halogenes, la présence
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de ces acides aminés hydrophobes, diminue la possibilité a inhibé 1’enzyme, dans ce cas, la
seule fagon efficace pour I’inhibition de I’activité de la XOB est par le blocage du site actif,
ceci explique la valeur d’énergie enregistrée.

Pour la XOH, la structure de I’inhibiteur se trouve liéé avec le Phe799, Met1039, Glul1262, et
Arg913 en formant cing (05) interactions hydrophobes avec le 1,3-dichlorobenzene.
Contrairement a la XOB, plusieurs interactions de type sulfure, et hydrogene ont été observées
avec le sodium 2-(2-(methylamino) phényle) acétate avec Cys150, Gly1261, et GIn1195, en
plus deux acides aminés catalytiques (I’Arg913 et Glul262) qui ont participé dans ces
interactions. Ceci justifirait 1’introduction totale du diclofénac sodique au sein du site actif,
augmentant et assurant ainsi son affinité. Finalement, pour les inhibiteurs a systeme cyclique
liés a des atomes halogenes, la présence de ces acides aminés hydrophiles dans le cas de XOH
augmentrait la possibilité d’inhiber I’enzyme XOH irréversiblement.
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Figure 42 : Les acides aminés impliqués dans les interactions du Diclofénac sodique avec la XOB (A) et
XOH (B).
o Naproxene sodique ; ou sodium (S)-2-(6-methoxynaphthalen-2-yl) propanoate
(Figure 43). Selon les résultats du docking moléculaire pour la XOB, le naproxene sodique est
trouvé lier a un taux de répétition plus au moins acceptable par rapport aux autres inhibiteurs
(Tableau 20), par contre, sa valeur d’énergie est classée deuxiéme avec une valeur de -7,9 kcal
/mol, de I’autre coté (XOH), le naproxene sodique, est trouvé lier a un taux de répétition de
100%, en plus sa valeur d’énergie est classée premiére parmi tous les inhibiteurs testés, la
simplicité structurale du naproxene de point de vue poids moléculaire (~252 g /mol) et le
nombre d’atome lui facilite I’entrée au sein du site actif quel que soit sa polarite, de méme dans

le cas des cavites plus au moins apolaires, vue la nature de sa structure polaire et petite, qui
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facilitent la liaison aux acides aminés polaires, ces derniers se trouvent en réalité localisés
profondement et en minorité dans le cas de la XOB, contrairement a la XOH ou ils apparessent.
Dans le cas de la XOB, le naproxéne est lié par interaction rigide de type carbone-hydrogene
avec le Glul261 (I’'un des acides aminé catalytique) et le plus important dans I’activité
inhibitrice, sachant que le Glu1261 intervient naturellement dans la réaction de transformation
de la xanthine en acide urique et est responsable de 1’attaque nucléophile en 4 étapes par sa
fonction cétone. La structure du naproxene partage quelques similarités avec le substrat
xanthine surtout au niveau de sa fonction ester qui est portée sur le groupement anisole (Figure
43), une autre interaction de type hydrophobe a été observé avec Ser1080 et Arg912 avec les
groupements sodium (S)-2-phenylpropanoate et anisole respectivement, une interaction
hydrogéne est notée également avec Ser1082. Par conséquent, quatre (04) interactions sont
partagées entre les deux fonctions du naproxeéne.

Finalement, la faible présence d’acides aminés polaires dans le site actif de la XOB a influencé
sur son taux de répétition. Dans le cas de XOH, le naproxéne est également lié par une
interaction rigide de type carbone-hydrogéne avec Gly800, et trois (03) autres interactions de
type hydrogene sont notées avec Phe912, Phe915 et Glul262, ce dernier est I’un des acides
aminés catalytiques responsables de ’activité inhibitrice. L’acide aminé Glul262 intervient
naturellement (tout comme le Glul1261) dans la réaction de catalyse décrite auparavant. Deux
(02) interactions hydrophobes avec 1’Arg913 sont notées, en plus deux (02) autres importantes
interactions (sulfure avec Met1039) sont obtenues. En conséquence huit (08) interactions
obtenues, chose qui prouve la grande stabilité du naproxene et explique ainsi sa valeur
d’énergie.

La fonction hydroxyle de I’anisole n’a enregistré aucune interaction, en revanche, la fonction
carboxyle portée sur le groupement sodium (S)-2-phenylpropanoate était plus réactive
(comparée au premier cas) avec quatre (04) interactions hydrogénes. Finalement, la structure et
la conformation du naproxéne peuvent étre 1’un des inhibiteurs efficaces les plus préférés,
pouvant jouer le role d’analogue de substrat assuré par différentes interactions hydrogeéne,

hydrophobe et sulfure.
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Figure 43 : Les acides aminés impliqués dans les interactions du Naproxene sodique avec la XOB (A) et
XOH (B).

o L’Ibuprofene ou 2-(4-isobutylphenyl) acide propanoique (Figure 44).

Selon le docking moléculaire de la XOB, I’ibuproféne est trouvé lier au centre du site actif
(Figure 44) avec un taux de répétition logique (Tableau 20) et une valeur d’énergie intéressante
égale a -7,2 kcal/mol. Par contre dans le cas de la XOH, sa liaison avec le site actif se trouve
diminuée avec un taux de répétition moins important (Tableau 20), et une valeur d’énergie
relativement similaire avec -7,0 kcal /mol.

Ces résultats sont expliqués par le mode d’orientation préféré de 1’ibuproféne dans les deux cas
de docking moléculaire. Tout d’abord, I’ibuproféne présente une structure simple avec une
masse moléculaire de 206 g/mol qui est légérement plus petite qu’aux autres inhibiteurs étudiés.
Dans ce travail, et méme avec la xanthine (ligand natif de la XO), la fonction carboxylique avec
le cycle benzénique partage un nuage électronique important avec les acides aminés du site
actif, et contrdle aussi son orientation préférée, dans le cas ou I’inhibiteur est de petite taille,
I’effet stérique vis-a-vis du site actif est moins important, les fonctions biochimiques de
I’inhibiteur, la polarité et la disposition des acides aminés catalytiques influent sur son
efficacité.

Dans le premier cas (XOB), I’ibuproféne a enregistré deux (02) interactions de type hydrogene
et carbone-hydrogéne avec le groupement amine, et hydroxyle avec Ser1082, respectivement.
D’autres interactions de type hydrophobe ont été trouve avec Arg912 et Alal078, ce dernier est
I’un des acides aminés catalytiques, en outre, I’ Ibuproféne est localisé proche des autres acides
aminés catalytiques mais avec de grandes distances (>5 A) due a sa petite taille par rapport au

site actif. Par conséquence, quatre (04) interactions ont été enregistres.
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Finalement, ces résultats indiquent la stabilité de I’ibuprofene dans la XOB, cette stabilité est
assuré par les interactions rigides, justifiant ainsi sa valeur d’énergie, et son taux de répétition.
Dans le cas de XOH, I’ibuproféene a enregistré pareillement deux (02) interactions de type
hydrogene mais avec différents acides aminés (Gly1040 et GIn1195), ces derniers se trouvent
situés loin des acides aminés catalytiques. Par ailleurs, trois (03) interactions hydrophobes ont
été observé avec Met1039 et Arg913, ce dernier est le plus réactif avec trois (03) interactions :
deux hydrophobes avec la fonction isobutane et une importante interaction électrostatique de
type m-cation avec le noyau benzene.
L’Arg913 joue un role important dans la stabilité de I’ibuproféne, cette derniére explique la
valeur d’énergie obtenu. En effet, I’Arg913 est 1’'un des quatres acides aminés catalytiques
(Glul262, Arg881, et GIn768). Notons eégalement que le taux de répétition obtenu est faible
comparé a sa stabilité, ceci est due a sa localisation proche de I’Arg913 et au début du site
catalytique, en plus la fonction carboxyle qui présente 1’¢lément le plus réactif pour I’
ibuproféne a été attiré par le Gly1040 et GIn1195 qui se localisent au début du site actif
bloquant ainsi 1’entrée pour 1’Ibuproféne, nous pouvons dire alors que la plupart des poses
obtenues sont hors du site actif.
Finalement, le taux de répétition obtenu est logique et la structure de I’ibuproféne peut étre plus
efficace dans le cas de la XOB que la XOH.
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Figure 44 : Les acides aminés impliqués dans des interactions de I’Ibuproféne avec la XOB (A) et XOH (B).
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» Reésumé des anti-inflammatoires
En résumé le docking moléculaire des anti-inflammatoires : Indométacine, Celecoxib, et
I’lbuprofene présente un effet faible, contrairement au Diclofénac sodique et au Naproxéne

sodique qui présentent un effet fort pour les deux sources de xanthine oxydase. Dans le cas de
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la XOB, les inhibiteurs se trouvent dans différentes régions du site actif, leurs modes d’action
sont caractérisés par la fixation dans le tunnel du site actif tandis que leurs atomes
électronégatifs se trouvent pointés vers les acides aminés catalytiques et forment alors des
interactions hydrophobes et hydrogenes. En outre, les acides aminés Leu648, Vall011, et
Leul1014 sont notés indispensables dans la plupart des interactions hydrophobes obtenues. Dans
le cas de la XOH, les inhibiteurs se trouvent également dans différentes régions du site actif,
leurs modes d’actions sont similaires a ceux de la XOB mais par fixation au sein de site actif et
leurs atomes électronégatifs se trouvent pointés vers les acides aminés catalytiques et forment
des interactions hydrophobes et hydrogenes. En outre, les acides aminés Phe799, et Arg913

sont notés indispensables dans la plupart des interactions hydrophobes obtenues.

I11. Les complexes de lanthanides (I11)

Les lanthanides (Ln) sont des éléments de terre rares avec des applications industrielles et
médicinales. En conséquence, les systémes biologiques vivants tels que les plantes, animaux,
et humains sont en contact avec eux. Les applications médicinales des lanthanides ont repris et
intensifié les recherches sur leur chimie et biocompatibilite.

o Lanthanum (I11) ou complexe de bis(4-hydroxy-2-oxo-2 H-chromen-3-yl)-(1 H-
pyrazol-3-yl)-methane (La(L5)(OH).2H20) (Figure 45), dérivé de coumarines.

Selon les résultats du docking moléculaire avec la XOB, le Lanthanum (111) (La5) est lié dans
la partie extérieure du site actif loin du site catalytique, son taux de répétition est égal a 80 %
mais nous notons un taux plus important pour la XOH de 100 %, ces résultats sont
proportionnelles avec les valeurs du PLPchem score des deux enzymes (Tableau 20).

La valeur du PLPchem score définie I’affinité : plus la valeur du PLPchem score est importante
plus I’affinité est meilleure. Le (La5) a formé trois (03) interactions importantes de type
hydrogene avec le Leu648, Ser876, et Glu879, ce dernier a formé une interaction rigide de type
carbone-hydrogéne avec son groupement hydroxyle et le noyau chromane, de plus la Leu648 a
formé deux (02) autres interactions hydrophobes avec le noyau chromane, et une interaction
hydrogene avec le cycle du Lanthanum (La), la Val1011 a formé trois (03) interactions
hydrophobes et la Leu1014 a enregistré une interaction hydrophobe avec le méme noyau.

Le premier noyau chromane de La5 est le plus réactif avec neuf (09) interactions comparé au
deuxiéme noyau chromane qui n’enregistre aucune interaction, de 1’autre coté, le métal

Lanthanum a fait une seule interaction. Le La5 est introduit au sein du site actif avec son premier
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noyau chromane, quant au deuxieme noyau chromane, il est trouvé face au milieu extérieur ce
qui explique son inactivité, la seule différence entre ces deux noyaux est la liaison entre la
fonction cétone du premier noyau et la fonction hydroxyle du deuxiéme noyau. Le La5 est une
grande molécule multicyclique complexée avec le Lanthanum qui lie cing (05) atomes
d’oxygéne d’un coté et deux noyaux chromanes avec un cycle pyrazole de I’autre coté, cette
propriété lui permet de s’engager dans plusieurs interactions hydrophobes et hydrogénes qui
sont essentielles dans 1’amélioration de son affinité et de sa stabilité d’un c6té, et d’un autre
coté d’assurer un effet stérique dans le site actif grace a son poids moléculaire significatif (~593
g/mol). La présence de métaux Lanthanum pourrait conduire a une inhibition importante, ce
résultat est prouvé aprés avoir confirmé 1’absence d’interactions défavorables de type
« BUMPS » (bosses), par conséquent la plupart des poses sont rencontrées au sein du site actif,
prouvant ainsi sa grande affinité vers la XOB qui est assurée par le Lanthanum et est confirmée
par le PLPchem score. La fonction cétone du noyau chromane est responsable en grande partie
de ces interactions, car son orientation vers Ser876 a forcé le noyau chromane a dévié d’un
angle d’environ 30°, par conséquent, cing (05) interactions hydrophobes ont été formé.

Selon les résultats du docking moléculaire dans la XOH, le La5 est trouvé plus stable dans cet
environnement et est lié dans la partie extérieure du site actif avec un taux de répétition de 100
% (Tableau 20). Malgré la non implication des acides aminés catalytiques de la XOH, son
PLPchem score est amélioré, ce qui prouve sa grande affinité. Ces données prouvent que le La5
a bloqué le site actif, donnant alors une prédiction initiale de son mécanisme d’action, toutes
ces fonctions biochimiques sont impliquées dans au moins une interaction. Par contre, le
deuxiéme noyau chromane qui porte la fonction cétone est plus réactif par rapport au premier
noyau chromane qui porte la fonction hydroxyle comme dans le cas de la XOB.

Le Met1039 a formé deux (02) interactions (hydrophobe et sulfure) avec le cycle de pyrazole
et la fonction hydroxyle du premier noyau chromane, ce dernier est trouvé lié avec GIn1195 par
une interaction hydrogene et avec Cys150 par une interaction hydrophobe, alors que, plusieurs
interactions hydrophobes ont été formées avec le deuxiéme noyau chromane avec : Alal079 et
Gly800 qui ont formé deux (02) interactions chacun, et Alal080, Ala911 et Phe915 avec une
interaction chacun. Dans cette structure, le métal Lanthanum (La), est le plus important. En
effet, il a formé deux (02) importantes interactions hydrogenes avec Phe799 et GIn1202 par les
différents atomes d’oxygéne qu’il porte. En tout, quinze (15) différentes interactions ont éte
formées avec le Lanthanum (II1) chose qui prouve sa grande stabilité étant un complexe
organométallique dans la XOH. Ces différents atomes electronégatifs et ces hétérocycles ont
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permi de bloquer le site actif de la XOH, ces derniers sont essentiels afin d’améliorer son affinité
malgré le grand poids moléculaire (~593 g /mol). La conformation obtenue est la plus répétée
avec 100 % de chance et absence d’interactions défavorables de type BUMPS (bosses), nous
suggerons que le Lanthanum est responsable en grande partie de ces interactions vue son role

majeur dans la fixation des différents groupements fonctionnels.

MET1039

SERET76

ALA1079

ALA1080 . 1195

ARG913 N\

ALA911
PHE915

Lanthanum (111)
GLN1202

Lanthanum (111)

Figure 45 : Les acides aminés impliqués dans les inEeBr)actions du Lanthanum (I11) avec la XOB (A) et XOH

o Cérium (I11) ou complex de bis (4-hydroxy-2-oxo-2H-chromen-3-yl)-pyridin-2-yl-
methane (Ce(L2)(OH).H20) dérivé de coumarines fait partie des lanthanides. Selon les résultats
du docking moléculaire (Figure 46), le Cérium (Ce2) est lié dans la partie extérieure du site
actif de la XOB loin du site catalytique, son taux de répétition est moins important avec un
pourcentage de 60 %, et avec un PLPchem score de 33,27. Tandis que son taux de répétition
est plus important dans la XOH avec 90 % (Tableau 20), mais avec une valeur de PLPchem
score légérement plus faible a 28,25.

Dans le cas de la XOB, le Ce2 forme une interaction importante de type hydrogéne avec le
groupement hydroxyle de Ser876 et I’atome d’oxygéne porté sur 1’hétérocycle de cérium (Ce),
ainsi, la Leu648 a formé deux (02) interactions hydrophobes avec le noyau chromane qui porte
le groupement hydroxyle, ce dernier est responsable dans toutes les interactions hydrophobes
et est noté comme la fonction la plus réactive, en raison de I’introduction du Ce2 par son cycle
chromane. Les acides aminés Vall011 et Phel013 ont formé chacun deux (02) interactions
hydrophobes avec le méme noyau, 1’autre noyau chromane qui porte le groupement cétone et
le noyau pyrazole n’a pas participé dans ces interactions, de I’autre c6té, le cycle de cérium a
fait une seule interaction. Le Ce2 est une grande molécule multicyclique complexée avec le Ce,

similaire a d’autres complexes lanthanides, le métal Cérium lie quatre (04) atomes d’oxygéne
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d’un c6té et deux noyaux chromanes avec un cycle pyrazole de I’autre c6té, ces fonctions
biochimiques favorisent la formation de plusieurs interactions hydrophobes et hydrogénes qui
sont indisponsables pour assurer son affinité et sa stabilité, le Ce2 est trouvé au sein du site actif
avec deux conformations qui se différent par la rotation du cycle pyrazole, 60 % sont stables et
agissent en bloquant I’entrée du site actif grace au poids moléculaire significatif de Ce2 (~588
g/mol) qui peut conduire a un effet d'encombrement stérique stabilisé par 1’atome de cérium.
Ces conformations sont absentes de toute interaction défavorable de type BUMPS (bosses), le
reste des conformations inhabituelles sont trouve instables avec formation des BUMPS, dans
ce cas, il est difficile pour les atomes électrophiles d’avoir des interactions avec les doublets
non liants de ces derniers en raison de 1’effet stérique. Finalement, la fonction hydroxyle du
noyau chromane est responsable de ces interactions en raison de son orientation vers Ser876
qui a forcer le noyau chromane a se dévier Iégerement, en conséquence, sept (07) interactions
hydrophobes ont été formé. Selon les résultats du docking moléculaire dans la XOH, le Ce2 est
trouvé stable et est lié également dans la partie extérieure du site actif avec un taux de répétition
de 90 %, (Tableau 20), son PLPchem score est diminué, mais n’a pas influé sur son affinité,
car la plupart de ces poses ont été obtenu dans le site actif, dans cette situation le Ce2 est lié en
bloguant le site actif dans sa partie extérieure vue son volumineux poids moléculaire comme
dans le cas de XOB. Toutes ces fonctions biochimiques ont été impliqué dans au moins une
interaction, ceci explique la différence de taux de répétition trouvé entre les deux enzymes, et
indique le mécanisme d’action vis-a-vis de la XOH, les deux cycles chromanes réagissent en
stabilisant la structure par Alal084, Alal259, Val1260, et Gly1261 avec la fonction hydroxyle,
et par Gly798, Phe799, Cys113, Cys150, et Met1039 avec la fonction cétone. Quant au
Met1039, il est trouvé lié avec le cycle pyrazole qui avec le cycle de Ce assurent I’inhibition en
couvrant la totalité de cavité en prennant la forme d’une clé. Deux (02) importantes interactions
hydrogene sont notées avec Phe799 et les deux fonctions hydroxyle portées sur les deux
hétérocycles du cérium et le doublet non-liant sur le cycle chromane. Le cycle de cérium a joué
un role important par les différents atomes d’oxygene qu’il porte, et qui favorisent une
électronégativité importante dans le milieu, la conformation obtenue est la plus répétée a 90 %

de chance avec absence de toute interaction défavorable de type BUMPS.
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Figure 46 : Les acides aminés impliqués dans les interactions du Cérium (111) avec la XOB (A) et XOH (B).

o Neodymium (111) ou complexe bis(4-hydroxy-2-oxo-2 H-chromen-3-yl)-pyridin-3-yl-
methane (Nd(L3)(OH).2H20) dérivés de coumarines fait partie des lanthanides.

Selon les résultats du docking moléculaire (Figure 47), le Neodymium (Nd3) est trouvé lié au
niveau de la partie extérieure du site actif de la XOB et est proche du site catalytique, son taux
de répétition est trouvé logique avec un pourcentage de 70 %, et avec la meilleure valeur
enregistrée de PLPchem score (33,46). Du c6té de la XOH, son taux de répétition a été plus
important avec un pourentage de 100 % (Tableau 20), et une valeur de PLPchem score plus
significative de 53,87. Le Nd3 forme trois (03) interactions importantes (type hydrogene et
carbone-hydrogene) avec ses fonctions hydroxyles portées sur le cycle de neodymium (Nd) et
avec le groupement amine de Lys771, ces interactions peuvent jouer un rdle important dans sa
stabilité, en outre, la Leu648 a formé deux (02) interactions hydrophobes avec le noyau
chromane qui porte le groupement hydroxyle, ce dernier est responsable de toutes les
interactions hydrophobes et est noté comme la fonction la plus réactive comme dans le cas du
cérium 11, étant donné que le Nd3 est introduit par son cycle chromane de la méme fagon que
le cérium 111 Le Phel1013 et Leu1014 ont chacun formé une seule interaction hydrophobe avec
le méme noyau, par contre le noyau chromane qui porte le groupement cétone et le noyau
pyrazole n’ont participé dans aucunes de ces interactions, d’un autre cOté, le cycle du
Neodymium a fait deux (02) interactions. Le Nd3 est considéré comme étant le plus
volumineux parmi tous les complexes lanthanides testés, il se compose d’un systéme
multicyclique complexe avec le Nd, le Nd lie cing (05) atomes d’oxygene d’un c6té et deux

noyaux chromanes avec un cycle pyrazole de I’autre coté. Selon I’échelle de Pauling, le Nd est
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plus eléctronegatif que La et Ce, ce qui lui procure 1’avantage de former plusieurs interactions
indesponsables pour assurer son affinité et sa stabilité, le Nd3 est stable au sein du site actif et
absent de toute interaction défavorable avec une seule conformation a 100 %, le Nd3 agit
comme les autres lanthanides testés, c’est-a-dire, en bloquant I’entrée du site actif grace son
poids moléculaire significatif (~608 g/mol) qui conduit forcément a un effet d'encombrement
stérique, stabilisé par I’atome de Neodymium.

Finalement, le Nd3 a enregistré le meilleur modéle d'inhibiteur de la famille des lanthanides.
Dans le cas de la XOH, le Nd3 est lié dans la partie extérieure du site actif avec un taux de
répétition optimale de 100 %, (Tableau 20), et son PLPchem score a noté la meilleure valeur.
Toutes ces poses ont été obtenu dans le site actif, démontrant ainsi sa grande affinité. Le Nd3
est lié en bloquant le site actif dans sa partie extérieure comme tous les lanthanides. Toutes ces
fonctions chimiques telles que les deux hétérocycles du cérium et pyrazole, et les deux cycles
de chromane ont participé dans au moins une interaction, ce qui explique les résultats obtenus,
le mécanisme d’action de Nd3 vis-a-vis de la XOH repose essentiellement sur 1’orientation en
forme clé qui va s’intégrer initialement par le cycle de Neodymium qui va se stabiliser par des
interactions hydrogénes avec Gly1040 (2,03 A) and 11e1191 (2,83 A), ensuite, les deux cycles
chromanes vont s’installer au niveau des deux extrémités extérieures du site actif et formant
ainsi des interactions hydrophobes, le cycle chromane qui porte la fonction cétone va réagir
avec Cys150 (n-sulfur), Phe799 (n-n -T shaped) et Met1039 (w-alkyl), tandis que 1’autre cycle
chromane va réagir avec Vall1260, Alal1259, Ser1081, et Ser1083 (n-n - T shaped, amide- 7-
Stacked, respectivement), et le cycle pyrazole va se lier avec Alal079 et Alal080 (amide- -
Stacked), ce mécanisme d’inhibition adopté par le Nd3 favorise une inhibition pouvant étre
irréversible, vu que I’ion neodymium était trés proche du Gly400 ce qui favorise la formation

de liaison métallique.
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Figure 47 : Les acides aminés impliqués dans les interactions du Neodymium (I11) avec la XOB (A) et XOH
(B).
» Reésumé des complexes organométalliques

Le docking moléculaire des complexes organométalliques: Lanthanum (I11), Cérium (I11), et
Neodymium (111) a prouvé leurs éfficacités pour les deux sources de xanthine oxydase évaluées,
leurs poids moléculaire étaient importants et leurs fonctions biochimiques sont différentes.
Dans le cas de la XOB, les inhibiteurs sont trouvés au début du site actif, partagant le méme
mode d’action pour bloquer le site actif, ilS interviennent a chaque fois par 1’un des deux cycles
chromane qui est utilisé pour bloquer le site actif avec les ions métalliques La, Ce, et Nd, ces
ions participent et jouent un réle dans la stabilisation de la structure en formant des liaisons de
type conventionnelle hydrogene et carbone-hydrogéne, par contre, le cycle pyrazole ne
participe pas dans les interactions avec XOB et reste a chaque fois pointé vers 1’extérieure, leur
taux de répétition est toujours moins de 100 % a cause de la nature moyennement apolaire du
site actif de XOB, de plus, les atomes électronégatifs que portent ces inhibiteurs obligent ces
derniers a se lier dans des régions plus polaires. Les acides aminés Leu648 et Leul014 sont
responsables de toutes interactions hydrophobes obtenues. En outre, leur stabilité qui est
traduite par leur PLPchem score est enregistrée la méme.

Dans le cas de la XOH, les inhibiteurs sont trouvés au début du site actif, ils partagent le méme
mode d’action en bloquant le site actif comme dans le cas de la XOB, mais en intervennant par
tous leurs groupements fonctionnels. Les ions métalliques La, Ce, et Nd jouent un role crucial
dans la stabilisation de la structure en formant des interactions de type conventionnels
hydrogene et carbone-hydrogene, leur taux de répétition tend vers le maximum (100 %). La

nature polaire du site actif de XOH joue un rdle significatif en attirant ces inhibiteurs en raison
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des atomes électronégatifs qu’ils portent, donc ce dernier est obligé de se lier proche du site
actif. Les acides aminés Cys150, Alal079, et Metl039 sont responsables de toutes les
interactions hydrophobes et sulfure obtenues. En outre, leur stabilité qui est proportionnelle a

leur PLPchem score est élevée a chaque fois que 1’¢lectronégativité de 1’ion métallique 1ié est
importante.
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La goutte est une maladie dont la prévalence et I’incidence sont en augmentation, faisant de
cette pathologie microcristalline un probléme de santé publique. L’obtention d’un objectif
d’uricémie (taux d’acide urique dans le sang) inférieur a 60 mg/L (360 mol/L) permet en effet
de réduire le nombre de crises et de dissoudre les tophi. Cela est possible, notamment par

I’inhibition de la xanthine oxydase. L’enzyme responsable de la formation d’acide urique.

Le travail que nous avons entrepris dans le cadre de cette thése s’est focalisé sur I’inhibition
de cette enzyme qui a était extraite a partir du lait de deux différentes sources, bovine et

humaine.

Nous avons été amenés a conduire aussi bien des expérimentations in vitro que des calculs
de Docking semi-flexible in silico. Ce travail couvre ainsi les deux étapes de la recherche

pharmaceutique.

In vitro, I’effet inhibiteur de nos HES, AINS et CO sur les deux sources de la XO, a été testé
par la méthode de détection a double enzyme (DED), qui a été rapportée pour la premiére fois.
Les résultats ont montré des activités inhibitrices importantes et le calcul des concentrations
d’inhibition ICsp a montré que les AINS, en particulier I’indométacine et I’HE d’anis, ont

présenté le meilleur pouvoir inhibiteur. Meilleur que 1’allopurinol.

In silico, nous avons choisi deux programmes de Docking moléculaire : Autodock vina, et
GOLD. Ces programmes ont été développés pour aider a la mise au point de molécules a activité
thérapeutique. Il s’agit de calculs entre des composés de petit poids moléculaire (inhibiteurs) et
des récepteurs protéiques de types enzymatiques. Dans ce contexte, nous avons utilisé ces
programmes pour étudier les interactions intervenant dans 1’inhibition de la XO par nos divers
inhibiteurs, nous avons supposé que le principal composé de chaque HE pourrait étre

responsable de I'activité inhibitrice de la XO.

Les résultats étaient les suivants ; Les CO ont été classés les meilleurs pour les deux XOs
(bovine et humaine) en termes d’affinité, avec les valeurs de taux de répétition les plus élevées.
Les medicaments AINS, quant a eu, ont été trouvés plus stables dans la XOH avec les meilleures
valeurs d’énergie enregistrées. De ’autre c6té, les composés majoritaires des HESs étaient plus

stables dans la XOB avec des valeurs de taux de répétition modérées.

Ce travail peut bien sir étre soumis a plusieurs critiques. Si nous pouvons estimer qu’il

représente un certain avancement dans la compréhension du mécanisme d’inhibition de la XO,
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tout en contribuant & I’amélioration des approches utiles a une telle étude, il est aussi clair que
de nombreuses possibilités restent ouvertes. Par ailleurs, je souhaite que le lecteur de cette these,
s’il n’en était pas déja convaincu, aura pu percevoir la complexité mais aussi la richesse et le
potentiel actuel des méthodes dérivées de la modelisation moléculaire ainsi que la méthode
DED.

Le caractére pluridisciplinaire du projet dans lequel s’inscrit cette thése, au carrefour de la
chimie, de la biologie et de I’informatique, m’a ouvert de nombreuses perspectives d’avenir.

Parmi ces perspectives, nous pouvons citer :

e Pour la premiere thématique (in vitro), la suite de ce projet sera de tester d’autres
inhibiteurs.

e Pour la deuxieme thématique (in silico), il sera intéressant de faire des dynamiques de
simulation moléculaire post-docking. En effet, Dans le milieu biologique, les protéines
sont tres flexibles et existent sous plusieurs conformations en équilibre entre elles.
Contrairement a la majorité des docking ou la protéine est fixe, la dynamique
moléculaire permet de tenir compte de cette grande flexibilité de la protéine. Elle peut
donc étre utilisée pour valider ou affiner une position de docking (complexe
ligand/protéine).
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Annexe 2

Traité de la goutte et I’hydropisie de Sydenham

TRACTATUS.

Podagra
H X D R O PE)
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S o)
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Annexe 3

Profils de chromatographie en phase gazeuse (CG) des cinq HEs : (AG) huile essentielle
d’anis ; (CC1) huile essentielle de cumin ; (CC2) huile essentielle de carvi ; (CS) huile
essentielle de coriandre et (FV2) huile essentielle de fenouil.
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Annexe 4

Les représentations graphiques de 1’inhibition enzymatique de la XOH 1%=f(C) des huiles
essentielles et des molécules testées.
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Annexe 5
Structures chimiques des molécules utilisées dans le Docking.
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Annexe 6

Notice des réactifs de travail

cg

URIC ACID

Acide Urique

Uricase -POD. Enzymatique colorimétrique

Deétermination quantitative d’acide urique
IVD

Conserver a 2-8°C

PRINCIPE DE LA METHODE
L'acide urique est oxydeé par l'uricase a lallantoine et le peroxyde
d’hydrogéne (2H»Oz) qui, en présence de la peroxydase (POD), 4-
aminophénazone (4-AF) et du 2-4 Diclorophénol sulphonate (DCPS) forme
un composé rosacé:

Uricase

Acide urique + 2H O + O ————— > Allantoine + CO +2H O

2H,0, + 4-AF + DCPS _POP_, Quincnaimine + 4H,0

Lintensité de quinonaimine rouge formée est proportionnelle a la
concentration d’acide urique présente dans I'échantillon testé'

SIGNIFICATION CLINIQUE

L'acide urique et ses sels sont le produit final du métabolisme des purines.
En cas d'insuffisance rénale progressive, il existe une rétention de sang
dans l'urée, de créatinine et d’acide urique.

Des niveaux élevés d'acide urique lndlques une pathologie rénale et sont
souvent accompagnés de fuites urinaires’ 6.

Le diagnostic clinique doit étre réalisé en tenant compte de toutes les
données cliniques et des données de laboratoire.

REACTIFS
R1 Phosphates pH 7,4 50 mmol/L
Tampon 2-4 Diclorophénol sulphonate 4 mmol/L
(DCPS)
Uricase 60 U/L
R2 Peroxidase (POD) 660 U/L
Enzymes Ascorbate oxydase 200 UL
4 - Aminophénazone (4-AF) 1 mmol/L
ACIDE URIQUE | Patron primaire de détection d’acide urique 6 mg/dL
CAL

PREPARATION

Réactif de travail (RT): Dissoudre (—) le contenu d'une capsule
d’enzymes de R 2 dans un peu de tampon R 1. Fermer et mélanger
doucement jusqu'a dissoudre le contenu. Stabilité: 1 mois au réfrigérateur
(2-8°C) ou 10 jours a température ambiante.

CONSERVATION ET STABILITE

Tous les composants du kit sont stables jusqu'a la date de péremption
indiquée sur le flacon, et s’ils sont maintenus hermétiquement fermés a
2-8°C, a l'abri de la lumiére et des sources de contamination. Ne pas
utiliser les réactifs en dehors de la date indiquée.

Indices de détérioration des réactifs:

- Présence de particules et turbidité.

- Absorbation (A) du blanc & 520 nm > 0,16.

MATERIEL SUPPLEMENTAIRE

- Spectrophotométre ou analyseur pour les lectures a 520 nm.
- Cuvettes de 1,0 cm d'éclairage.

- Equipement classique de laboratoire.

ECHANTILLONS

- Sérumou plasma Stabilité 3- 5]ours a 2-8°C et 6 mois a —20°C.

- Urine (24 h)'": Stabilité 3 j jours & température ambiante a pH > 8. Diluer
I'échantillon dans 1/50 d'eau distillé. Mélanger. Multiplier le résultat
obtenu par 50 (facteur de dilution); si I'échantillon est trouble, faites-le
réchauffer & 60°C pendant 10 min pour dissoudre les précipités d’urate
et d’acide urique. Ne pas placer au réfrigérateur.

PROCEDURE

Conditions de test:
Longueur d’ondes:
Cuvette : 1 cm d'éclairage
Températur ....37°C/15-25°C
Régler le spectrophotométre sur zéro en fonction de I'eau distillée

520 nm (490-550)

CALCULS
Sérum ou plasma
A)Echantill
_(AEchantlia X 6 (Conc. Modéle) = mg/dL d’acide urique dans I'échantillon

(A) Modele
Urine 24 h

_(AEchantillar gy yol. (dL) urine /24h = mg/24 h d'acide urique
(A) Modéle
Facteur de conversion: mg/dL x 59,5= umol/L.

CONTROLE DE QUALITE

Il est conseillé d’analyser conjointement les échantillons de sérum dont les
valeurs ont été contr6lées:

SPINTROL H Normal et pathologique (Réf. 1002120 et 1002210).

Si les valeurs se trouvent en dehors des valeurs tolérées, analyser instrument,
les réactifs et le calibreur.

Chaque laboratoire doit disposer de son propre contréle de qualité et déterminer
les mesures correctives & mettre en place dans le cas ou les vérifications ne
correspondraient pas aux attentes.

VALEURS DE REFERENCE®
Sérum ou plasma:
Femmes 2,5-6,8 mg/dL = 149 —405 pmol/L
Hommes 3.6 - 7,7 mg/dL = 214 - 458 pmol/L
Urine: 250 - 750 mg/24 h = 1,49 - 4,5 mmol/24 h
Ces valeurs sont données a titre d’information. Il est conseillé a chaque

laboratoire de définir ses propres valeurs de référence.

CARACTERISTIQUES DE LA METHODE

Gamme de mesures: Depuis la limite de détection de 0,03 mg/dL jusqu'a la
limite de linéarité de 25 mg/dL.

Si la concentration de I'échantillon est supérieure a la limite de linéarité, diluer
1/2 avec du CINa 9 g/L et multiplier le résultat final par 2.

Précision:
Intra-série (n= 20) Inter-série (n= 20)
Moyenne (mg/L) 4,74 11,4 4,72 11,2
SD 0,03 0,06 0,07 0,15
CV (%) 0,63 0,56 1,58 1,36

Sensibilité analytique: 1 mg/dL = 0,0347
Exactitude: Les réactifs SPINREACT (y) ne montrent pas de différences
systématiques significatives lorsqu'on les compare a d'autres réactifs
commerciaux (x).

Les résultats obtenus avec 50 échantillons ont été les suivants:

Coefficient de corrélation (r): 0,99.

Equation de la Coubre de régression: y=1,005x +0,0005

Les caractéristiques de la méthode peuvent varier suivant I'analyseur employé.

INTERFERENCES

Aucune interférence n'a été constaté avec la bilirubine jusqu’a 170 umol/L, avec
I’'hémoglobine jusqu’a 130 mg/dL, ni avec 'acide ascorbique jusqu'a 570 pmol/LE.
Différentes drogues ont été décrites ainsi que d’autres substances qui interférent
dans la détermination de I'acide urique®*

REMARQUES

1. URIC ACID CAL: Etant donné la nature du produit, il est conseillé de le
manipuler avec une grande précaution. En effet, il peut étre contaminé avec
facilité.

2.Le calibrage au moyen du patron de détection peut donner lieu & des erreurs
systématiques lors de méthodes automatiques. Dans de tels cas, il est
conseillé d'utiliser des calibrages sériques

3. Utiliser des embouts de pipettes jetables propres pour diffuser le produit.

4.SPINREACT dispose de consignes détaillées pour I'application de ce
réactif dans différents analyseurs.

BIBLIOGRAPHIE
Schultz A. Uric acid. Kaplan A et al. Clin Chem The C.V. Mosby Co. St Louis.
Toronto. Princeton 1984; 1261-1266 and 418.

2. ¢ 2. Fossati P et al. Clin Chem 1980;26:227-231.
3. Pipetter dans une cuvette: 3. Young DS. Effects of drugs on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC Press, 1995.
Blanc Modele Echantillon 4. Young DS. Effects of disease on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC 2001

RT (mL) 1,0 1,0 1,0 5. Burtis A et al. Tietz Textbook of Clinical Chemistry, 3rd ed AACC 1999.
ModaleFemariuet-21 [N} — 25 _ 6. Tietz N W et al. Clinical Guide to Laboratory Tests, 3rd ed AACC 1995.
Echantillon (uL) - - 25 PRESENTATION

4. Mélanger et incuber pendant 5 minutes a 37°C ou 10 minutes a 15- Ref: 1001010 R1:10 x 20 mL, R2:10 — 20 mL, CAL: 1 x5 mL

25°C.

5. Lire I'absorbation (a) du patron et I'échantillon, en comparaison
avec le blanc du réactif. La couleur reste stable pendant au moins

Ref: 1001011
Ref: 1001012
Ref: 1001013

R1:10 x 50 mL, R2:10 — 50 mL, CAL: 1 x 5 mL
R1:4x125 mL, R2:4 — 125mL, CAL: 1 x5 mL
R1: 4 x 250 mL, R2:4 — 250mL, CAL: 1 x5 mL

30 minutes.
BSIS01-F 12/09/13 h SPINREACT,S.A./S.A.U. Ctra.Santa Coloma, 7 E-17176 SANT ESTEVE DE BAS (Gl) ESPAGNE
Tel. +34 972 69 08 00 Fax +34 972 69 00 99. e-mail: spinreact@spinreact.com
N
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BIOLABO
www.biolabo.fr

FABRICANT :
BIOLABO SAS,

Les Hautes Rives
02160, Maizy, France

BIOLABO

ACIDE URIQU E Méthode Uricase

Réactif pour le dosage quantitatif de I'acide urique
dans le plasma et le sérum humains, ou les urines.

[REF 80351 R16x30mL R2 6x30mL R3 1x5mL
[REF 80001 R1 2x100mL R2 2x100 mL R3 1x5mL
[REF 87601 R1 6x200mL R2 6x200 mL R3 1x 10 mL

SUPPORT TECHNIQUE ET COMMANDES

Tel :(33) 0323251550 C €
Fax : (33) 03 23 256 256

INTERET CLINIQUE (1) (2)

Chez I'humain, I'acide urique est le produit principal du catabolisme
des nucléosides puriques, adénosine et guanosine.

Les principales causes d’hyperuricémie 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 (diurétiques,
chimiothérapie...) Lhyperuricémie peut aussi étre attribuée a une
défectuosité d'une des enzymes impliquées dans le métabolisme de
purines ou & une hémopathie.

L’hypouricémie est beaucoup moins courante que I'hyperuricémie.

. |
PRINCIPE (1) (3)

L'uricase agit sur I'acide urique pour produire de I'allantoine, du
dioxyde de carbone et du péroxyde d'hydrogéne. En présence de
péroxydase, le péroxyde d’hydrogene réagit avec un chromogéne
(dichloro-hydroxybenzéne sulfonate et amino-antipyrine) pour former
une quinonéimine, complexe de couleur rouge. L'absorbance mesurée
4520 nm (490-530), est proportionnelle a la quantité d’acide urique
dans le spécimen.

REACTIFS

ENZYMES

Hexacyanoferrate (ll) de potassium 42 pmol/L

Péroxydase >450 UL
Amino-antipyrine 0,150 mmol/L
Uricase >120 UL
TAMPON
Dichlorohydroxybenzéne sulfonate 2 mmol/L
Tris pH 8,0 & 25°C 50 mmol/L
Conservateur

ETALON

Acide Urique 100 mg/L (595 pmol/L)

PRECAUTIONS

Les réactifs BIOLABO sont destinés a du personnel qualifié, pour un

usage in vitro.

 Veérifier 'intégrité des réactifs avant leur utilisation.

o Utiliser des équipements de protection (blouse, gants, lunettes).

* Ne pas pipeter avec la bouche.

* En cas de contact avec la peau ou les yeux, rincer abondamment a
I'eau et consulter un médecin.

* Les réactifs contiennent de I'azide de sodium (concentration < 0,1%)
qui peut réagir avec les métaux tel que le cuivre ou le plomb des
canalisations. Rincer abondamment.

e La fiche de données de sécurité peut étre obtenue sur simple
demande.

 Elimination des déchets : respecter la Iégislation en vigueur.

Par mesure de sécurité, traiter tout spécimen comme potentiellement

infectieux. Respecter la législation en vigueur.

Made in France

Derniére version : www.biolabo.fr

CODE CNQ: M2
USAGE IN VITRO

B | | o o

PREPARATION DES REACTIFS

Flacon R1 : Utiliser un objet non coupant pour enlever la capsule
aluminium.

Verser sans délai le contenu du flacon R1 (Enzymes) dans le flacon
R2 (Tampon). Agiter doucement jusqu'a compléte dissolution avant
d'utiliser le réactif (environ 2 minutes).

STABILITE ET CONSERVATION

Stocker a 2-8°C dans le flacon d’origine bien rebouché et a I'abri

de la lumiére.

e Etalon (flacon R3): Transvaser la quantité nécessaire, bien
reboucher et stocker & 2-8°C.

¢ Le réactif R1 (avant ouverture) et les réactifs R2 et R3, sont stables
jusqu'a la date de péremption indiquée sur I'étiquette du coffret s'ils
sont utilisés et conservés dans les conditions préconisées.

¢ Aprés reconstitution, le réactif de travail est stable au moins 1 mois
en I'absence de contamination.

¢ Ne pas utiliser le réactif de travail s'il est trouble ou si I'absorbance &
520 nm > 0,100.

e Ne pas utiliser le réactif de travail aprés la date de péremption
indiquée sur I'étiquette du coffret.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DU SPECIMEN (4)
Sérum non hémolysé, plasma prélevé sur héparine ou EDTA.

Urines diluées (1+9) dans I'eau distillée avant dosage.

L’acide urique est stable dans le spécimen :

¢ 3 jours & température ambiante.

* une semaine a 2-8°C.

* jusqu’a 6 mois congelé a —20°C.

Ajouter NaOH pour maintenir les urines alcalines et prévenir la
précipitation de I'acide urique.

INTERFERENCES (3) (5)

Un taux élevé de bilirubine et/ou d'acide ascorbique interfére
négativement avec le dosage. Les résultats peuvent étre surévalués
en cas de lipémie élevée ou d’hémolyse du spécimen.

Patient traité & la vitamine C : l'interférence due a I'acide ascorbique
peut étre réduite en laissant le spécimen 2 heures a température
ambiante avant d’effectuer le dosage.

Young D.S. a publié une liste des substances interférant avec le
dosage.

REACTIFS ET MATERIEL COMPLEMENTAIRES

1.Equipement de base du laboratoire d’analyses médicales.
2.Sérums de controle normaux et pathologiques.

Version : 25/07/2011
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1 ——
CALIBRATION

« Etalon du coffret (flacon R3) ou BIOLABO Multicalibrator 95015
(valeur obtenue en titrant un échantillon représentatif du lot avec les
réactifs BIOLABO contre un matériau de référence tracable sur
SARM3913a.

e Ou tout calibrant raccordé sur une méthode ou un matériau de
référence.

La fréquence de calibration dépend des performances de I'analyseur

et des conditions de conservation du réactif.

Il est recommandé de calibrer & nouveau dans les cas suivants :

1.Changement du lot de réactif.

2.Aprés opérations de maintenance sur I'analyseur.

3.Les valeurs de contrble obtenues sortent des limites de confiance,
méme apres utilisation d'un deuxiéme flacon de sérum de contrdle
fraichement reconstitué.

CONTROLE DE QUALITE
e BIOLABO EXATROL-N Taux | 95010.

CODE CNQ: M2

*  BIOLABO EXATROL-P Taux Il 95011.

* Tout autre sérum de contrdle titré pour cette méthode.

* Programme externe de contréle de la qualité.

Il est recommandé de controler dans les cas suivants :

¢ Au moins un controle par série.

¢ Au moins un contrdle par 24 heures.

e Changement de flacon de réactif.

* Aprés opérations de maintenance sur I'analyseur.

Lorsqu’'une valeur de contréle se trouve en dehors des limites de

confiance indiquées, appliquer les actions suivantes :

1.Répéter le test en utilisant le méme contréle.

2.Si la valeur obtenue reste en dehors des limites, préparer un sérum
de controle fraichement reconstitué et répéter le test.

3.5i la valeur obtenue reste en dehors des limites, utiliser un autre
calibrant ou un calibrant fraichement reconstitué et répéter le test.

4.Si la valeur obtenue reste en dehors des limites, calibrer a nouveau
en utilisant un autre flacon de réactif et répéter le test.

5.Si la valeur obtenue reste en dehors des limites, contacter le service
technique BIOLABO ou le revendeur local.

INTERVALLES DE REFERENCE (4)

Sérum ou plasma ACIDE URIQUE

mg/L [umol/L]
Enfant(*) 20-55 [119-3271
Homme 35-72 [208-428]
Femme(*) 26-60 [155-357]
Urines 250-750 mg/24h [1,48-4,43 mmol/24 h]

(*) Taux plus élevé chez I'enfant nouveau né.

(**) Taux plus faible durant la grossesse.

Il est recommandé & chaque laboratoire de définir ses propres valeurs
de référence pour la population concernée.

PERFORMANCES
Intra-série Taux Taux Inter-série Taux Taux
N=20 normal éleve N=20 normal élevé
Moyenne mg/L 53,2 89,7 Moyenne mg/L 52,6 90,2
S.D. mg/L 0,49 0,49 S.D.mg/L 12 1,2
CV. % 0,9 0.55 C.V. % 2,2 13

Limite de détection : environ 3 mg/L
Sensibilité pour 100 mg/L : 0,370 Abs. a 520 nm.
Comparaison avec réactif du commerce:

y =0,9953 x - 0,2539 r=0,9923

u E IvD| -’r—

LIMITE DE LINEARITE

La réaction est linéaire jusqu'a 200 mg/L (1190 pmol/L).

Au dela, diluer le spécimen avec une solution NaCl a 9 g/L et refaire le
dosage en tenant compte de la dilution dans le calcul du résultat. La
limite de linéarité dépend du rapport de dilution spécimen/réactif.

MODE OPERATOIRE (TECHNIQUE MANUELLE)
Ramener les réactifs et spécimens a température ambiante.

Mesurer dans des tubes & Blanc Etalon Dosage
essais bien identifiés :
Reéactif de travail 1 mL 1mL 1mL
Spécimen (Rq 1) 25 L
Etalon 25 uL
Eau déminéralisée 25 uL
Mélanger. Laisser reposer 5 minutes a 25°C.
Lire les absorbances a 520 nm (490-530) contre le blanc réactif.
La coloration est stable 30 minutes.

Remarque :

1. Sérum, plasma, ou urines diluées (1 + 9) dans I'eau déminéralisée.

2. Des procédures spécifiques sont disponibles pour les analyseurs
automatiques. Contacter le service technique BIOLABO.

3.Le volume spécimen peut étre réduit a 20 uL (linéarité accrue,
légere baisse de sensibilité).

1 ——
CALCUL

Le résultat est déterminé d'apres la formule suivante :

Sérum et plasma :

| Abs (Dosage) X
Resultat= ——__________ xconcentration de I'Etalon
Abs (Etalon)

Urines diluées (1 +9) :

Multiplier le résultat ci dessus par 10 (facteur de dilution)

REFERENCES

(1) TIETZ N.W. Text book of clinical chemistry, 3° Ed. C.A. Burtis, E.R.
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