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Introduction

Introduction

Etant donné que les médicaments synthétiques entrainent dans la plupart du temps des
effets secondaires complexes, I'intérét de I'hnumanité se tourne de plus en plus vers la recherche et
le développement de la médecine traditionnelle a base de plantes. En fait, depuis son apparition
sur Terre, I'Homme a toujours eu des relations étroites avec le monde végétal
(Benhammou & Bekkara, 2009).

Les plantes ont toujours fait partie de son alimentation. En plus de cette approche
nutritionnelle essentielle, I'étre humain a su utiliser diverses plantes spécifiques sous différentes
formes pour traiter ses maladies. Au fil des siecles et des cultures, la médecine par les plantes s'est
développée. De nombreuses nouvelles formes de préparations a base de plantes a des fins

thérapeutiques ont ainsi émergé (Bhat et al., 2005).

Pistacia lentiscus, une espéce tres utilisée en médecine traditionnelle qui fait partie des
grandes familles des Anacardiaceae, largement répartie dans le bassin méditerranéen et trés
connue pour traiter plusieurs maladies notamment, 1’arthrite goutteuse et 1’ulcére gastrique

(Grundwag, 1976 ; Bammou et al., 2015).

Dans ce contexte, I'inhibition de deux enzymes cruciales en relation directe avec ces deux
maladies fait I'objet de plusieurs études au cours des dernieres années(Ahmad et al., 2008 ; Abdel-
Sater, 2011 ; Nabati et al., 2012 ; Haet al., 2022).

En fait la xanthine oxydase (XO) est une enzyme cruciale dans la production d'acide urique
ou l'accumulation excessive de ce dernier, peut entrainer des conditions I'hyperuricémie et la
goutte (Harrison, 2002). Actuellement, l'allopurinol est utilisé comme inhibiteur de référence de
la xanthine oxydase dans le traitement de la goutte. Cependant, son usage a long terme est limité
par ses effets secondaires (Pacher et al., 2006). Cela justifie la recherche de nouveaux inhibiteurs

naturels de la XO.

Parallelement, l'uréase est une enzyme impliquée dans la dégradation de l'urée en
ammoniaque et dioxyde de carbone, un processus crucial dans diverses infections bactériennes,
notamment celles causées par Helicobacter pylori, responsable des ulceres gastriques
(Mobley et al., 1995). L'acide borique, inhibiteur standard de 'uréase, présente des limitations en
termes de toxicité et d'efficacité (Abdulamir & Heng, 2010). Par conséquent, I'identification de

nouveaux inhibiteurs naturels de I'uréase revét une importance médicale considérable.



Introduction

Le développement de nouveaux médicaments a longtemps été un processus codteux et
chronophage. Cependant, les avancées en informatique et en bio-informatique, notamment le

docking moléculaire, ont révolutionné ce domaine (Sahu et al., 2024).

De ce fait, le docking et la dynamique moléculaire sont désormais des outils essentiels pour
prédire la position préférentielle d'un ligand dans un récepteur et vérifier la stabilité de leur
complexe (Tao et al., 2020).

Ce travail est partagé en deux principaux volets, le premier volet consiste en 1’évaluation
des effets pharmacologiques des extraits de feuilles, d’écorce des racines et des graines de
P.lentiscus, a savoir I’effet anti-oxydant, via I’étude du pouvoir réducteur du fer (FRAP), I’effet
anti-goutte et anti-ulcére, in vitro, qui consiste a réaliser des tests d’inhibition de I’activité de la
xanthine oxydase et de I'uréase, respectivement. Le second volet, vise a déterminer le mécanisme
moléculaire d’interaction qui se déroule entre I’enzyme (xanthine oxydase) et ses inhibiteurs, a
savoir, la molécule de référence, allopurinol ; et les composés majoritaires dans 1’extrait des
feuilles de P.lentiscus. Un criblage virtuel par le Docking est réalisé et 1’énergie de liaison est

déterminée.






Chapitrel Revue Bibliographique

I.1. Pistacia lentiscus
1.1.1. Description de la plante

Pistacia lentiscus L., communément appelé le lentisque, a été initialement décrit par le
botaniste Linné en 1753 (Zerey-Belaskri, 2019) . C’est est une espéce végétale appartenant a la
famille des Anacardiacées , largement distribuées dans les régions méditerranéennes et se présente
sous forme d'un arbrisseau vivace pouvant atteindre 1 a 3 métres de hauteur et jusqu'a 2 metres de
largeur. Ses fruits, des drupes arrondies mesurant de 3 8 4 mm de diamétre, initialement rouges,
noircissent a maturité (Grundwag, 1976 ; Bammou et al., 2015). La floraison s'étend d'avril a
juin, tandis que la fructification survient entre octobre et novembre. Cette plante est largement
répandue dans les pays méditerranéens et joue un role significatif dans la flore algérienne. Elle est
connue sous différents noms selon les régions, tels que "Amadagh” ou "Tidekt" en Kabylie, et
"Dro" en arabe local, reflétant ainsi la richesse linguistique et culturelle de la région ainsi que
I'importance de cette plante dans les traditions et les usages locaux (Benhammou & Bekkara,
2009 ; Beldi et al., 2021).

1.1.2. Utilisations traditionnelles

Depuis I'Antiquité, la plante P.lentiscus a été une ressource inestimable, imprégnant divers
aspects de la vie quotidienne par son réle crucial dans la culture et la médecine. Ses multiples
composantes ont été exploitées a des fins variées, de la thérapie a la fabrication artisanale et
industrielle (Benhammou & Bekkara, 2009).

En fait, P.lentiscus couvre un large éventail de troubles, incluant I'eczéma, les infections
buccales, les diarrhées, les calculs rénaux, la jaunisse, les maux de téte, I'asthme et les problémes
respiratoires De plus, I'huile extraite des fruits est souvent utilisée en application externe pour
traiter les brdlures et les douleurs dorsales et réputée pour son efficacité dans le traitement des
varices, de la lourdeur des jambes et des hemorroides(Bozorgi et al., 2013).

P.lentiscus agit également comme antipyrétique et anti-inflammatoire, et est
particulierement efficace contre Helicobacter pylori, soulageant ainsi les ulcéres gastriques, et
dans le traitement de [larthrite goutteuse (Duru et al., 2003 ; Beldi et al.,, 2021 ;
Blama et al., 2024).
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L'incision des tiges permettait de recueillir le mastic, une substance précieuse aux multiples
vertus médicinales, utilisée pour traiter diverses affections incluant les troubles bronchiques, les
ulcéres, les douleurs gastriqgues et abdominales, ainsi que pour favoriser la diurese
(Paraschos et al., 2012).

D’une autre part, les feuilles étaient précieuses pour leur utilisation dans le tannage et la
teinture, tandis que les baies étaient une source d'huile pour I'éclairage. La résine, de sa part, servait
également a la fabrication d'adhésifs et pour protéger divers matériaux comme le verre et le
métal (Siano et al., 2020). Aussi, utilisée dans la fabrication du chewing-gum traditionnel en Iran,
ainsi que dans la composition de dentifrices et de produits d'obturation dentaire. L'huile essentielle
dérivée de l'oléorésine trouvait, quant a elle sa place dans la parfumerie, la cosmétique et comme

agent aromatisant dans I'alimentation (Duru et al., 2003).

1.1.3. Composition chimique et activités Pharmacologiques de P.lentiscus

P.lentiscus est une plante qui offre une richesse de composés chimiques dans ses différentes
parties, ce qui suscite un vif intérét dans les domaines de la phytochimie et de la médecine.
L'analyse des extraits de différentes parties de lentisque a permis d'identifier plusieurs métabolites.
En effet, plusieurs acides phénoliques ont été détectés, parmi lesquels figure I'acide gallique, acide
digallique et acide quinique (Castola et al., 2000 ; Romani et al., 2002 ; Mehenni et al., 2016).
Les dérivés de I'acide quinique, les derives galloyl du glucose et de I'acide quinique, comme l'acide
5-O-digalloyl quinique ont été aussi caractérises (Vaya & Mahmood, 2006 ;
Rodriguez-Pérez et al., 2013 ; Bammou et al., 2015).

De plus, P.lentiscus est riche en flavonoides, essentiellement les flavonols (Myricétine),
les flavanols (Catechine), les flavonols glycosilés (Myricitine-Rhamnoside et quercetine-
Glucoside), les flavones (lutéoline et apigénine) et les anthocyanines (Romani et al., 2002;
Mehenni et al., 2016).

Par ailleurs, les leucoanthocyanes, tanins totaux et galliques, ainsi que des flavonoides ont
été caracterisés dans la partie du fruits de P.lentiscus (Arab et al., 2015). L'analyse réalisée par
Longo et ses collegues (2007) sur les fruits de P.lentiscus a révélé la présence de trois
anthocyanes: la cyanidine  3-O-glucoside, la delphinidine  3-glucoside et Ila

cyanidine 3-O-arabinoside (Longo et al., 2007).

D’une autre part, 1'huile extraite des fruits est principalement composée d'acides gras
mono-insaturés, notamment 1'acide oléique, et de phytostérols, dont le -sitostérol prédomine, le

cholestérol et le stigmastérol (Trabelsi et al., 2012).
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En plus de ces composeés, la plante renferme également des monoterpenes, tels que

le a-pinéne, le B-myrcéne et le limonéne, les stérols, dont le B-sitostérol, le cholestérol et le

stigmasterol, font également partie de sa composition (Magiatis et al., 1999).

Cette diversité de composés confére a P.lentiscus un potentiel thérapeutique remarquable

et en fait un sujet détude important pour la recherche scientifique. Plusieurs activités

pharmacologiques de P.lentiscus ont été révélées. Un certain nombre de ces activités sont décrites

dans le Tableau I.

Tableau | : Exemples d’activités biologiques de P.lentiscus

glycosylés (myricetin-
3-O-rhamnoside et
quercétine-3-O-
rhamnoside)

tissus de la plaie.

-Diminution des niveaux de la CRP et du
marqueur d'angiogenese chez des rats
étudiés

Actlv_ltes rerieeel Extraits/Composés Effet thérapeutique Références
Biologiques plante
Anti-ulcéreuse Feuilles -Extrait aqueux -Effet protecteur contre les Iésions | Dellai et al.,
-Flavonoides et tanins gastriques induites par HCI / éthanol chez le 2013
rat
Anti-oxydante Feuilles -Acide digalloyl -Forte activité antioxydante, évaluée par le | Boucheffa et
quinique, - test DPPH, et une inhibition significative de al., 2022
Gallocatechine, I'enzyme XO
-Myricétine-3-O-
rhamnoside
Anti- Huile du -Acides gras insaturés | -Inhibition de la COX-1 et COX-2 Ben Khedir et
inflammatoire fruit (Acide oléique, -Réduction de I'expression TNF-a, de I'lL- al., 2016
linoléique, et 1P et de l'interféron-y
palmitique)
-Sesquiterpénes
(B-caryophylléne)
Hépato- Feuilles et | -Catéchine, -Effet hépatoprotecteur sur ’hépatite aigue | Mehenni et
protectrice fruit -Quercétine glucosylé induite par le paracétamol, diminution de la al., 2016
nécrose tissulaire et réduction des taux de
MDA et des transaminases
Anti-cancéreuse Feuilles et | -Acide gallique, -Inhibition de la croissance des lignées | Remilaetal.,
fruit -Myricétine cellulaires du mélanome 2015
Anti-microbienne | Huile -Linalol, formiate, o- -Forte activité antimicrobienne contre une
essentielle | Longipinene, gamme de bactéries (Gram*, Gram’), | Abdoul-latif
des parties | Chamigrene , -Acide comprenant Enterococcus faecium, etal., 2021
aériennes propanoique Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Yersinia enterocolitica et
Pseudomonas aeruginosa
Anti-diabétique Feuilles et | -Extrait ethanolique Inhibition des enzymes a-amylase et a- |  Mehenniet
fruits glucosidase  (enzyme  digestive  qui al., 2016;
hydrolyse les polysaccharides) Elloumi et al.,
2022
Anti-xanthine Feuilles et | Extraits ethanolique et | Inhibition de 1’enzyme xanthine oxydase Berboucha et
oxydase fruits fractions aqueuses al., 2010
Cicatrisation des Feuilles -Extrait de feuilles -Accélération de la cicatrisation et | Elloumi et al.,
plaies -Flavonoides biosynthese élevée de collagéne dans les 2022
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Les résultats de ces études confirment que la plante P.lentiscus se caractérise par un
potentiel bioactif varié et intéressant. Nous nous intéressons dans ce mémoire a son potentiel

anti-arthrite goutteuse et anti-ulcer.

1.2. Arthrite goutteuse
1.2.1. Définition de la goutte

La goutte, une forme d'arthrite inflammatoire, remonte a I'Antiquité, décrite pour la
premiére fois par les Egyptiens il y a 2600 ans (Guilbert, 1820). Son lien avec I'acide urique a été
établi au X1Xe siecle par Garrod et Charcot, tandis que la présence de microcristaux d'urate de
sodium dans les articulations touchées a été confirmée, en 1961 par des chercheurs américains
(Mccarty, 1961 ; Nuki & Simkin, 2006).

La goutte se produit en raison d'une hyperuricémie chronique, caractérisée par un exces
d'acide urique dans le sang, qui dépasse sa capacité de dissolution dans le plasma, se cristallise
ainsi et déclenche une réponse inflammatoire du systeme immunitaire (Fiddis et al., 1983 ;
Lioté, 2011). Ces dép0ts de cristaux provoquent des crises aigués d'arthrite douloureuse et peuvent

entrainer des lésions articulaires a long terme (Singh et al., 2021).

1.2.2. Prévalence et facteurs de risques

La goutte est universellement reconnue comme la forme d'arthropathie la plus répandue a
I'échelle mondiale. Au cours des récentes années, sa prévalence et son incidence ne cessent de
croitre (Scuiller et al., 2020 ; Punzi et al., 2024). Parmi les nombreux facteurs contribuant a cette
tendance, I'hyperuricémie joue un rdle majeur, caractérisée par des niveaux élevés d'acide urique
dans le sang, dépassant généralement 70 mg/L chez les hommes et 60 mg/L chez les femmes
(Kapetanovic et al., 2018 ; Scuiller et al., 2020).

L’hyperuricémie peut étre primaire, souvent héritée et liée a une diminution de
I'élimination rénale de I'acide urique (Bardin & Richette, 2011 ; Korng Ea, 2011), ou secondaire,
résultant de divers facteurs, tels gu'une alimentation riche en purines ou certains traitements
(Perez-Ruiz et al., 2002 ; Dalbeth et al., 2016).
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Cette augmentation chronique de I’acide urique résulte de la dégradation des bases puriques
présentes a la fois, dans ’ADN endogéne (80 %) et exogeéne (20 %) provenant de I’alimentation.
Le catabolisme complet des purines mene a l'acide urique par l'action successive d'une
5'nucleotidase, de la purine nucléoside phosphorylase et de la xanthine oxydase
( Kuntz & Lioté, 2003 ; Schlienger, 2014)

Cette derniere est essentielle pour les deux derniéres étapes du catabolisme des purines :
I'oxydation de I'hypoxanthine en xanthine, puis de la xanthine en acide urique (Cristine, 2004).
En effet, le processus débute par une demi-réaction de réduction au niveau du centre Mo de
I'enzyme, ou I'hnypoxanthine ou la xanthine est oxydée, réduisant ainsi le molybdene de I'état VI a
I'état V. Ce processus est médié par le transfert de deux électrons du molybdéne au centre FAD
via les centres Fe2/S2, qui agissent comme des réservoirs d'électrons. La suite de la réaction
implique une demi-réaction d'oxydation au niveau du site FAD, ou les électrons transférés du Mo
vers le FAD réoxydent le molybdéne en MoV, libérant I'acide urique. Cette étape est suivie par
la réduction du FAD en FADHo.. L'accepteur final d'électrons est soit le NAD" si la réaction est
catalysée par la Xanthine déshydrogénase (XDH), soit I'oxygéne moléculaire (O2) si elle est
catalysée par la XO (Harrison, 2002 ; Okamoto et al., 2013). Dans ce dernier cas, 1'0 est réduit
soit d'une maniere univalente pour produire le radical superoxyde (O2’), soit d'une maniére
bivalente pour produire le peroxyde d'hydrogene (H202) (Cao et al., 2011; Ribeiro et al., 2021).
Ces especes réactives de 1I’oxygéne entrainent un stress oxydatif et de la cytotoxicité dans certains

conditions physiologiques et pathologiques (Liu et al., 2021).

Par ailleurs, contrairement a d'autres mammiferes, ou I'uricase transforme I'acide urique en
allantoine, chez ’homme, la concentration plasmatique en acide urique est régulée par un équilibre
entre son apport et son élimination, principalement par les reins(Korng Ea, 2011;Lipkowitz,
2012). En effet, environ 70 % de ’acide urique est excrété par voie urinaire, grace a des
transporteurs, tels que URAT-1, OAT-1, -3, -4, GLUT-9 et ABCG2 (Hyndman et al., 2016),

tandis que le reste (30 %) est éliminé par la voie gastro-intestinale (Chen et al., 2016).

D’une autre part, des facteurs comme I'age et le sexe, avec une prédominance masculine et
un risque accru chez les femmes ménopausées en raison de la diminution de I'effet protecteur des
estrogenes ( Wallace et al., 2004; Hak et al., 2010), ainsi que des facteurs nutritionnels, tels

qu‘une alimentation riche en viande rouge et en alcool, peuvent accroitre le risque de goultte.
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De plus, certains médicaments comme les diurétiques peuvent augmenter le risque de
goutte, en réduisant [I'excrétion rénale dacide urique (Saag & Choi, 2006 ;
Bardin & Richette, 2011 ; Kuo et al., 2015). Enfin, les polymorphismes génétiques, également
affectent les transporteurs d'urate et jouent un role dans ce défaut d'élimination, comme URAT-1,
GLUT9 et ABCG2 (Bardin & Richette, 2011).

1.2.3. Symptoémes et diagnostique

La goutte commence souvent discretement avec une hyperuricémie asymptomatique, puis
se manifeste par des douleurs articulaires intenses (signes d'inflammation), principalement
ressentis dans les membres inférieurs, notamment les orteils, les chevilles et les genoux et pouvant
évoluer vers une atteinte poly-articulaire. Avec le temps, des dépdts d'urate de sodium, appelés
tophi (masses blanchatres), se forment autour des articulations touchées, pouvant entrainer des
ulcérations (Punzi & Oliviero, 2007 ; Pascart & Flipo, 2011).

Le diagnostic est confirmé par l'identification des cristaux d'urate monosodique dans le
liquide synovial, genéralement prélevé lors d'une arthrocentése, ou par des méthodes d'imagerie
telles que I'échographie, qui deviennent de plus en plus courantes pour confirmer le diagnostic
(Neogi et al., 2015 ; Punzi et al., 2024).

1.2.4. Physiopathologie

Lorsque la concentration d'acide urique dépasse sa limite de solubilité dans les liquides
biologiques, des cristaux d'urate de sodium se forment, déclenchant une réaction inflammatoire a
I'origine de la crise de goutte (Chhana et al., 2015). Cette réaction implique une interaction des
cristaux d'urate monosodique (UMS) avec les cellules immunitaires, activant des voies
inflammatoires, telles que Il'inflammasome et la production de cytokines pro-inflammatoires
comme I'IL-1B et le TNF-a. Les cristaux d'UMS opsonisés sont phagocytés par les cellules
immunitaires, induisant la libération de cytokines inflammatoires et des dérivés réactifs de
I'oxygene (Figure 1) (Lioté & Ea, 2007 ; Hang-Korng, 2011)

Pendant la poussée aigué de goutte, des mécanismes de résolution de l'inflammation
interviennent, y compris la modification des cristaux, la transition monocyte-macrophage et la
formation de neutrophiles extracellular traps (NETs), qui limitent [l'inflammation
(Dalbeth et al., 2019 ; Galozzi et al., 2021). Malgré la résolution apparente, une inflammation

persiste silencieusement pendant la période inter-critique (Lioté, 2011).
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Sans traitement, des crises de goutte répétées peuvent conduire a une arthrite goutteuse
chronique caractérisée par la formation de tophi et une inflammation continue, favorisant ainsi la

croissance des cristaux (Dalbeth et al., 2016 ; Patil et al., 2021).

Hyperuricémie
Solubilité réduite de 'urate
nucléation cristalline
croissance cristalline

Disposition du cristal USM -« -« <<« eeememmmios,

Activation de l'inflammasome NLRP3
Déclencheurs diététiques

Les acides gras 7 >
rstal USM o
o~ LDL oxydée ? {
MyD88
NK-kB, MAPK
Pro-interlevkin 18
Poussée aigué

Imereukin ll{
Formation NET agrégée = v
Dégradation des molécules
pro-inflammatoires

Cristaux USM disposés en
état non inflammatoire par NETs agrégées

2 % .‘s(—l'

Résolution des reflets Goutte tophacée

Figure 1 : Points de contr6le dans la progression de I'hyperuricémie vers les manifestations cliniques de
la goutte (Dalbeth et al., 2019).

1.2.5. Traitements de la goutte

L'objectif principal du traitement de la goutte est de réduire les niveaux d'acide urique dans
le sang pour prévenir les dépdts articulaires et réduire la fréquence et la gravité des crises
(Punzi et al., 2024). Le choix des médicaments dépend des contre-indications basées sur les
antécédents medicaux et les facteurs de risque du patient. Le tableau Il résume les différents

traitements utilisés pour le traitement de la goutte.
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Tableau Il : Différents types de traitements de la goutte

Type du

Médicament A Mécanisme d'action Effets indésirables Références
médicament

AINS Synthétique  -Inhibition de la cyclooxygénase, Ulceres gastriques, Kannuthurai &
réduisant ainsi l'inflammation et la  insuffisance rénale, Gaffo, 2023
douleur associées a la goutte risque cardiovasculaire

accru

Colchicine Naturel -Bloque l'inflammation articulaire  Diarrhée, nausées, Dalbethetal.,
en empéchant la phagocytose des myopathie 2014;
cristaux d'urate monosodique par Kannuthurai &
les cellules immunitaires Gaffo, 2023
-Maintient un pH peu propice a la
cristallisation

Glucocorticoides Synthétique  -Réduit I'inflammation en inhibant ~ Ostéoporose, Pillinger &
la cascade inflammatoire et la hypertension, diabéte Mandell, 2020;
réponse immunitaire dans la Kannuthurai &
goutte Gaffo, 2023

Allopurinol Synthétique  -Inhibiteur purinique competitif de  Reactions cutanées, Dalbeth &
la xanthine oxydase, réduisant la hépatotoxicité, Stamp, 2007;
production d'acide urique et syndrome de Stevens- Lioté &
prévenant ainsi les crises de goutte  Johnson Bardin, 2007

Febuxostat Synthétique  -Inhibiteur non compétitif de la Insuffisance hépatique, Bardin &
xanthine oxydase, réduisant la réactions allergiques, Richette, 2011;
production d'acide urigue et augmentation des AVC Pillinger &
contrélant la goutte Mandell, 2020

Anti-interleukine 1 Semi- -Bloque l'interleukine-1, réduisant Réactions au  site Kannuthurai &

synthétique l'inflammation et les symptémes d'injection, infections, Gaffo, 2023

de la goutte

réactions allergiques

1.3. Ulceére gastrique
1.3.1. Définition

L'ulcere est une affection persistante et récurrente de la muqueuse et la sous-muqueuse de
I'estomac et du duodénum. Cette condition entraine une perte de tissu de la paroi digestive, parfois
jusgu'a la couche musculaire, et laisse souvent une cicatrice aprés guérison. Contrairement aux
Iésions superficielles telles que les érosions, abrasions et exulcérations, qui restent limitées a la
muqueuse et guérissent sans laisser de cicatrice, les ulceres ont tendance a étre plus profonds
(Bouarioua et al., 2007 ; Shahzad et al., 2024).

10
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IIs peuvent étre simples ou multiples, et leur taille peut varier de moins de 5 mm a plusieurs
centimetres. Bien que leur localisation principale soit I'estomac et le duodénum, ils peuvent
également se développer dans d'autres parties du tractus gastro-intestinal, y compris 1'cesophage,

I'intestin gréle et la muqueuse gastrique ectopique (Laucirica et al., 2023).

1.3.2. Facteurs de risque

Bien que I'étiologie de l'ulcere gastrique demeure largement inconnue, il est admis que son
développement résulte d'un désequilibre entre les facteurs agressifs et les mécanismes de défense
de la muqueuse gastrique. Ce deséquilibre, souvent multifactoriel, survient lorsque les facteurs
agressifs, tels que la sécrétion d'acide gastrique, la pepsine, les especes réactives de I'oxygene, la
consommation d'alcool et des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), et les infections
microbiennes (Helicobacter pylori et autres) surpassent les mécanismes de défense naturels
(Malfertheiner et al., 2009).

Ces facteurs peuvent altérer la barriére épithéliale et prédisposer a la formation de Iésions
mugqueuses. Cependant, des mécanismes de protection comme la sécrétion de mucus, la production
de bicarbonate, la synthése des prostaglandines et une microcirculation tissulaire normale jouent
un role crucial dans la prévention des ulcéres gastriques (Figure 2) (Abdel-Sater, 2011 ;
Gupta et al., 2021).

En outre, il est important de noter que plus de 90 % des ulceres duodénaux et plus de 70 %
des ulceres gastriques sont dus a I'infection par Helicobacter pylori (Laucirica et al., 2023). Cette
derniere est une bactérie a Gram négatif qui colonise la muqueuse gastrique, se présentant sous
forme de bacille incurvé en S. Elle utilise ses flagelles pour pénétrer le mucus gastrique et échappe
a l'immunité humorale, lui permettant de persister et de provoquer une inflammation chronique.
Ses principaux facteurs de virulence incluent les cytotoxines Vac A et Cag A
(Majumdar & Looi, 2024).

La Vac A forme des canaux membranaires dans les cellules gastriques, induisant la
vacuolisation et I'apoptose (Montecucco & De Bernard, 2003 ; Robinson et al., 2012), tandis
que la Cag A est transloquée vers les cellules épithéliales, activant des cascades moléculaires
conduisant a la prolifération cellulaire et a des remaniements du cytosquelette. Cag A active
également la voie NF-xB, induisant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, notamment
I'interleukine IL-8, ce qui déclenche une réaction inflammatoire au site infectieux
(Brandt et al., 2005 ; Backert et al., 2015).

11
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De plus, H. pylori posséde un arsenal enzymatique riche, notamment l'uréase, qui lui
permet de survivre dans I'environnement acide de I'estomac et de coloniser la muqueuse gastrigue.
Cette enzyme lui permet de résister a l'acidité gastrique en augmentant le pH de son
micro-environnement, favorisant ainsi sa survie et sa colonisation, principalement au niveau antral
(Sobhani et al., 1991 ; Megraud, 1994 ; Abdel-Sater, 2011).

H+ —\ Facteurs bactériens
H§
Barriélfedc::kmélque : H* Résistance 3 Uréase
a hoc acid
“\ e Bositbocadiiace Chimiotactisme
H* H* Flagelles
Lumieére gastrique a
‘\ “\ Adaptation a Uréase
1 Mobilité l'acidité modérée
Barﬂzemp'hymsslque f Forme Muitiplication Amidases
aliphatiques

80%
m Barriére biologique :

Adhésion | le systéme immunitaire
20% NH
3

Cellules épithéliales gastriques

Adhésines
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cag PAI

VacA
Peptidoglycane

Facteurs de I'héte
Facteurs environnementaux

Figure 2 : Colonisation de la muqueuse gastrique et genése des lésions par H. pylori (Breurec, 2011).

En effet, l'uréase, une métalloenzyme dépendante du nickel, non-oxidoreductase est
produite par divers organismes vivants, tels que les plantes, les bactéries et les champignons.
Appartenant a la super-famille des amidohydrolases et des phosphotriestérases, elle joue un réle

catalytique crucial en décomposant I'urée en ammoniac et en dioxyde de carbone (Figure 3).

Cette décomposition commence par I'hydrolyse enzymatique de l'urée en ammoniac et en
carbamate. Le carbamate se décompose ensuite spontanément en une seconde molécule
d'ammoniac et de dioxyde de carbone. Cette série de réactions entraine une augmentation du pH,
avec des conséquences néfastes sur la sante humaine, animale et I'écosysteme
(Zambelli et al., 2011).

12
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Figure 3 : Réaction enzymatique d’hydrolyse de 1’urée catalysée par l'uréase (Zambelli et al., 2011).

1.3.3. Traitements de ’ulcére

Le traitement des ulcéres gastriques implique une approche combinée visant a réduire la
production excessive d'acide chlorhydrique et a éliminer H.pylori. Pour cela, différentes stratégies

thérapeutiques sont utilisées, associant un ou plusieurs antibiotiques avec un anti-sécrétoire.

Les antibiotiques sont souvent administrés en association pour éradiquer l'infection
bactérienne, favorisant ainsi la cicatrisation de l'ulcére et prévenant les récidives
(Ferrero et al., 1990 ; Brown et al., 1992). Les inhibiteurs de la pompe a protons (IPP) agissent
de maniére irréversible pour réduire la sécrétion acide de fagon plus efficace que les antagonistes
des récepteurs de I'histamine de type 2 (H2RA). Ces médicaments sont associés a des effets
indésirables, tels que la diarrhée, les nausées et les maux de téte (Lewin, 1995 ;
Bisch et al., 2016). Les H2RA, tels que la cimétidine et la ranitidine, inhibent de maniére
compétitive et reversible les récepteurs H2, réduisant ainsi la sécrétion acide
(Malfertheiner et al., 2012). En outre, les antiacides et le sucralfate agissent en réduisant la
production de prostaglandines pro-inflammatoires, favorisant ainsi la guérison des ulcéres
(Cryer et al., 2016).

Différentes stratégies thérapeutiques sont utilisées, a savoir la trithérapie (La thérapie de
premiére ligne), qui associe les IPP et des antibiotiques, tels que la clarithromycine, I'amoxicilline
et le métronidazole (Papastergiou et al., 2014); la quadrithérapie bismuthée, qui ajoute un
antibiotique supplémentaire comme la tétracycline ou le bismuth a la trithérapie pour augmenter
son efficacité (O’Connor et al., 2010); la thérapie séquentielle, qui commence par une phase
initiale utilisant IPP et antibiotique, puis ajout d'autres antibiotiques pour une élimination plus
compléte de H.pylori (Bensaada et al., 2019); et la quadrithérapie génotype, qui cible les
antibiotiques specifiques, en fonction de la résistance génétique de la souche de H. pylori
(Malfertheiner et al., 2012). Chaque approche a ses propres avantages et effets indésirables

potentiels, a savoir diarrhée, nausées, golt métallique et réactions allergiques aux antibiotiques.
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L'augmentation de 1’antibio-résistance diminue I'efficacité des thérapies actuelles contre
H.pylori et peut laisser présager des difficultés futures dans la capacité a traiter I'ulcération
gastrique avec des antibiotiques (Majumdar & Looi, 2024).

Apres avoir examiné les pathologies de la goutte et I'ulcére gastrique, il est crucial de
souligner I’importance du Docking moléculaire. Cette technique, lorsqu’elle est associée aux
études expérimentales, ouvre de nouvelles perspectives pour la compréhension et le traitement de

ces maladies.

I.4. Docking moléculaire

Le Docking moléculaire, apparu dans les années 1980, est aujourd’hui un outil
incontournable dans la recherche scientifique et médicale ( Kuntz et al., 1982). Il s’agit d’une
méthode de modélisation qui explore les interactions entre différentes molécules, généralement
une petite molécule (ligand/médicament) et une macromolécule (protéine/enzyme, ADN, etc.),

mais parfois entre protéines elles-mémes (Meng et al., 2011).

Ce processus d'amarrage implique deux étapes fondamentales : le docking qui génére des
poses du ligand dans le site actif de la protéine, tandis que le scoring évalue leur affinité, basé sur
I’energie libre et le type de liaison. Ces étapes permettent de sélectionner des ligands candidats
pour des tests biologiques. Dans cette perspective, des logiciels spécialisés aident a visualiser et
analyser les interactions parmi lesquels AutoDock, GOLD, Flex, Dock, MOE Dock,

et Surflesx-Dock, sont largement utilisés dans la communauté scientifique (Asiamah et al., 2023).

Principalement utilisé dans la recherche pharmaceutique, le docking moléculaire prédit les
interactions protéine-ligand, facilitant ainsi la conception de médicaments pour une variété de
maladies, telles que la goutte (Kumar et al., 2024) et l'ulcere (Yang et al., 2022), ainsi que pour
les médicaments ciblant les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) (Scharf et al., 2019).
Son utilité s'étend & d'autres domaines, tels que la médecine personnalisée (permet de prédire la
réponse des patients a certains médicaments en fonction de leur profil génétique), I'industrie
agroalimentaire (optimiser les arémes et les additifs alimentaires) et I'agrochimie (concevoir de

nouveaux pesticides et herbicides) (Jiao et al., 2021).

Le docking moléculaire est également une méthode polyvalente qui trouve des applications
essentielles dans des domaines clés de la biologie moléculaire, tels que la génomique et la

protéomique (Dnyandev et al., 2021).
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Par ailleurs, en étudiant les interactions entre les protéines et I'ADN/ARN, le docking
moléculaire permet de mieux comprendre des processus fondamentaux, tels que la régulation
génique, la réplication de I'ADN, ainsi que la transcription et la traduction des génes
(Monika et al., 2010).

De plus, cette technique est également utilisée pour analyser les interactions
protéine-protéine, offrant, ainsi des perspectives précieuses sur la maniere, dont les protéines

interagissent pour réguler divers processus cellulaires (Silberberg et al., 2014).

Enfin, le docking moléculaire joue un réle crucial dans la recherche sur les produits
naturels, en expliquant les utilisations traditionnelles des plantes médicinales et en identifiant de
nouvelles applications potentielles des composés phytochimiques. Grace a son pouvoir de criblage
virtuel et d'analyse des interactions moléculaires, il accélere la découverte de médicaments tout en
réduisant les délais et les colts, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives pour la découverte de

composés bioactifs et le développement de traitements innovants (Mandal et al., 2021).

L’objectif de notre travail est d’étudier expérimentalement les activités inhibitrices, in
vitro, de deux enzymes principales impliquées dans I’arthrite goutteuse et I’ulcére gastrique, a
savoir la xanthine oxydase et 1’uréase, respectivement. Le docking moléculaire sera également
employé afin de comprendre et développer les interactions moléculaires de quelques molécules
bioactives contenus dans les extraits de P.lentiscus, une plante médicinale utilisée

traditionnellement pour le traitement de ces deux maladies.
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11.1. Matériel

11.1.1. Matériel végetal

Cette ¢tude a été réalisée sur les feuilles, 1’écorce des racines et le fruit (graines) de
P.lentiscus (Figure 4), qui ont été récoltés en mois juin et novembre 2020, respectivement, dans
la région de Barbacha, située au Sud de la wilaya de Bejaia-Algérie, loin de tout impact de

pollution.

Figure 4 : Photographies originales des feuilles, écorces des racines et graines de P.lentiscus

11.2. Méthodes

11.2.1. Séchage, broyage et extraction

Les différentes parties de la plante ont été séchées a I'abri de la lumiere et a température
ambiante. Les feuilles et I'écorce des racines ont été broyées et tamisées jusqu’a 1’obtention de
poudres fines, tandis que le broyage des graines donne une pate huileuse. L'extraction suivie dans
cette étude a été basée sur la méthode de Chiang et ses collaborateurs (1993), avec quelques

modifications rapportées par Atmani et son équipe, 20009.

La premiere étape consistait en la macération des poudres fines des feuilles et de I'écorce
de P.lentiscus dans de I'éthanol (rapport 1:5, m/v), pendant 24h. Aprés décantation, le surnageant

a été évaporé sous pression réduite dans un évaporateur rotatif pour obtenir I'extrait éthanolique.

Dans la deuxieme étape, les extraits secs d'éthanol des feuilles (PF) et de 1’écorce des
racines (PERE) obtenus, ont été solubilisés dans de I'acétate d'éthyle et de I'eau (rapport 1:4, v/v),
puis les phases organique et aqueuse ont eté séparées et séchées apres decantation. Enfin, la
troisieme étape d'extraction a impliqué la remise de I'extrait organique d'acétate d'éthyle dans un
mélange chloroforme/eau (rapport 1:4, v/v). Apres séparation, les extraits chloroforme et aqueux

ont été obtenus (Figure 5).
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Les graines de leur part, ont été d’abord delipidées par une extraction a I’hexane, suivie

d’une extraction avec de 1’éthanol et de 1’eau, consécutivement. Cette méthode a été débutée par
macération du broyat des graines dans I’hexane pendant 24h, aprés décantation, les deux phases
ont été séparées et le précipité de poudre a été récupéré, séché et remis dans de 1’éthanol ou de
I’eau pendant 24h. Aprés décantation, 1’extrait éthanolique (PG) est obtenu aprés évaporation a
I’évaporateur rotatif, tandis I’extrait aqueux (PGA) a été réduit en poudre par lyophilisation
(Figure 6).

Le taux d’extraction est calculé selon la formule suivante :

Taux d’extraction (%) = [(P1- Po) /E] *100
Ou: P1:Poids d’extrait aprés évaporation (g).
Po : Poids vide du cristallisoir ou boite de Petri (g).

E : Poids de la poudre végétale utilisée.
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[ Poudre végétale ]

Macération 24h dans I'éthanol
Décantation 12h
Séparation des phases

; Evaporation
Extrait éthanolique
: PF / PERE
Macération 18h Acétate d"éthyle /eau (V : V.3 : 1)
Décantation

|

Extrait aqueux de l'acétateJ L [ Extrait de 'acétate ]

d'éthyle

d'éthyle

Macération 18h
Décantation

Chloroforme /eau (V:V.3:1)

I

Extrait aqueux du chloroforme

PFA/ PERA

\ [ Extrait du chloroforme

Figure 5 : Schéma récapitulatif des étapes du procédé d’extraction des feuilles et écorce des racine

de P.lentiscus.
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Macération 24h dans I’hexane
Décantation 12h

Séparation des phases
l Evaporation

{ [ Broyat des graines

[ Précipété de poudre } \ [ Huile végeétale des graines ]

Macération dans ’éthanol 24h I
Décantation et évaporation r - 1

Extrait éthanolique
il PG

l [ Précipeéte de poudre

Macération dans'eau24h
Décantation et évaporation

Extrait aqueux
PGA

Figure 6 : Schéma récapitulatif des étapes du procédé d’extraction des graines de P.lentiscus.

11.2.2. Evaluation du pouvoir antioxydant par la méthode de réduction du fer (FRAP) des
extraits de P.lentiscus

Le test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) permet d'évaluer la capacité
antioxydante d'un échantillon. En présence d'antioxydants, le complexe ferrique tripyridyltriazine
(Fe**-TPTZ) est réduit en sa forme ferreuse (Fe?*-TPTZ), ce qui produit une couleur bleu-violet

avec un pic d'absorbance a 593 nm (Vercruysse et al., 2009).

Pour réaliser ce test, une microplaque de 96 puits a été utilisee. Un volume de 180 uL de
la solution FRAP (300 mM de la solution acétate de sodium, 10 mM de TPTZ dans 40 mM d’HCI
et 20 mM de la solution de chlorure de fer hexahydraté (FeCls, 6H20)) est ajouté dans chaque puit,
suivi de 20 pL de I'extrait a tester. L'absorbance est mesurée a 593 nm apres une incubation de 10
minutes a 37°C.
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Le potentiel antioxydant a été calculé par rapport a une courbe d’étalonnage réalisée dans
les mémes conditions, en utilisant le Trolox (acide 3,4-dihydro-6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthyl-2H-
1-benzopyran-2-carboxylique), comme molécule de réference (Annexe 03). Les valeurs ont été

exprimées en mM équivalent Trolox par mg d’extrait (mM éq.Trx/mg d’extrait).

11.2.3. Evaluation de effet inhibiteur de la xanthine oxydase par les extraits de P.lentiscus

L'effet inhibiteur des extraits de P.lentiscus sur l'activité de la xanthine oxydase a été étudié
par spectrophotométrie a une longueur d'onde de 295 nm, conformément a la méthode décrite par
(Owen & Johns, 1999). Pour cette étude, un mélange réactionnel a été préparé, composé
de 1760 pL de tampon phosphate (50 mM, pH = 7,5), 200 pL du substrat (xanthine, 5 mM), ainsi
que 20 pL de solution d'extrait, a des concentrations variables allant de 1 jusqu’a 250 pg/mL de

réaction.

La réaction a été initiée immédiatement apres l'ajout d’enzyme (0,02U/mL), et la
production d'acide urique a été suivie a 295 nm chaque seconde pendant une période de 3 minutes.
Un blanc du contrdle, contenant du méthanol a la place de 1'extrait, a été utilisé. L allopurinol est

utilisé comme inhibiteur de référence de la xanthine oxydase (de 0.10 a 10 pg/mL de réaction).

Chaque test a été répété trois fois pour chaque extrait ainsi que I’allopurinol et le

pourcentage d'inhibition a été ensuite calculé en utilisant I'équation suivante :

% (Variation de l'absorbance du control positif )- (Variation de l'absorbance de l'extrait) 100
= X
0 (Variation de l'absorbance du control positif )

Une analyse approfondie des données a été entreprise pour déterminer les concentrations
inhibitrices a 50% (IC50) de chaque extrait. Cette analyse a impliqué I'établissement d'une
correlation entre les pourcentages d'inhibition et les différentes concentrations. Pour obtenir ces
valeurs caractéristiques, des méthodes de régression non linéaire ou linéaire ont été appliquées a

I'aide du logiciel GraphPad Prism 10.
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11.2.4. Evaluation de I’effet inhibiteur de ’uréase

Pour mener a bien ce test, le protocole établi par Weatherburn en 1967, largement reconnu

pour sa fiabilité et sa pertinence dans de telles études, a été soigneusement suivi.

Un volume de 25 pL d'uréase (4U), sont déposes dans chaque puit d'une microplaque & 96
puits. Ensuite, 15 pL des extraits, a différentes concentrations allant de 9,375 a 750 pug/mL, sont
ajoutés a I'enzyme. Le mélange est incubé a 30°C pendant 15 minutes. Apres cette premiere
incubation, 40 pL d'urée (100 mM) précédemment préparée avec de la BSA a 0,05% sont ajoutés
et I'ensemble est a nouveau incubé a 30°C pendant 30 minutes. Suite a cette étape, 70 puL du réactif
alcalin a 14% (NaOH + NaOCI a 0,5%) sont ajoutes, suivi de I'addition de 50 puL de phénol
(contenant 1% de phénol et 0,005% de nitroprusside de sodium) au mélange réactionnel. La
cinétique enzymatique est ensuite initiée et maintenue a 30°C pendant 50 minutes et la lecture a
été effectuée a 630 nm, a des intervalles de 5 minutes pendant toute la durée d'incubation. Trois
essaies ont été réalisés pour chaque concentration des extraits testés et 1’acide borique a été utilisé

comme molécule de référence inhibitrice de [’uréase.

Le pourcentage d’inhibition est calculé a 1’aide de 1’équation suivante :

% (Variation de l'absorbance du control positif )- (Variation de l'absorbance de l'extrait) 100
= X
0 (Variation de l'absorbance du control positif )

Des analyses de régression linéaire et non linéaire des pourcentages d’inhibition de I’uréase
en fonction des concentrations testées de chaque extrait et de I’acide borique ont été utilisées pour

le calcul des valeurs IC50 respectives.

11.2.5. Docking moléculaire

La procédure du docking moléculaire a été réalisée conformément aux méthodes décrites
dans la littérature. La structure cristalline aux rayons X de la xanthine oxydase du lait bovin (PDB
ID : 3NVW) a été téléchargée a partir du site Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb). Toutes

les molécules d'eau et le ligand présents dans la protéine ont été retirés, puis les atomes d'hydrogéne
polaires et les charges de Kollman ont été rajoutés, pour optimiser la protéine en question en utilisant
AutoDock Tool (ADT), inclus avec MGLTools (version 1.5.6) (Morris et al., 2009).
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Le choix des biomolécules pour le docking moléculaire est basée sur la littérature, ou il a
¢été rapporté une richesse de la partie des feuilles en acide gallique, I’isoquercétine (quercetin-3-
glucosyl¢), la catéchine, I’acide ellagique, et enfin un dérivé galloyl (acide quinique-3-galloyl,
également appelé theogallin), ou ils ont été comparés a la molécule de référence, allopurinol. La
structure tridimensionnelle de ces ligands, a été généree dans PubChem3D. AutoDock4 a éte utilisé

pour exécuter le docking moléculaire.

Les calculs d'amarrage ont été effectués en utilisant les parametres par défaut, a I'exception
du nombre d'exécutions de l'algorithme génétique, fixé a 50, et de l'utilisation de I'algorithme
génétique lamarkien. Pour réaliser les simulations d'amarrage, une boite de grille de dimensions
80 A x 80 A x 80 A, avec un espacement de grille de 0.5 A a été définie. Les coordonnées de la
GridBox (X, y, z) entourant le site actif de la xanthine oxydase sont de 88.201, 8.976, et 19.104,

respectivement.

Parmi les résultats obtenus, le modele le mieux noté pour chaque complexe a été
sélectionné, afin de représenter le mode de liaison le plus favorable prédit par AutoDoc4. Les
sorties ont ensuite été visualisées a l'aide du logiciel Discovery Studio 4.1, pour analyser les

interactions.

11.2.6. Analyse statistique des résultats

Les données sont exprimées sous forme de moyenneszécart-type (S.D.) et les différences
statistiques entre les groupes ont été calculées par une analyse de la variance a sens unique
(ANOVA), suivie du test Dunnett’s et de Tukey, en utilisant le logiciel GraphPad Prism version
8.0.0 for Windows, GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com. Une

différence est considérée statistiquement significative a p< 0,05. Pour le degré de la significativité,

I'analyse statistique a été poussée vers les seuils d'erreurs p inférieur a 0.01 et 0.001.
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I111.1. Résultats

111.1.1. Extraction des composés phénoliques

Les résultats du rendement de 1’extraction des trois parties de la plante étudiée, a savoir les
feuilles, les écorces des racines et les graines de P.lentiscus sont énumérés dans le tableau I11. Les

taux d’extractions ont été calculés par rapport a la poudre initiale de la partie de plante étudiée.

Tableau 111 : Taux d’extraction des differentes parties de P.lentiscus

Taux d’extraction
Feuilles Ecorces des racines Graines
Extrait d’éthanol 28.42% 13.25% 2.008%
Extraits aqueux 2.79% 1.86% 2.31%

L’extrait éthanolique des feuilles de P.lentiscus (PF) présente le taux d’extraction le plus
élevé (28.2%0), par rapport aux autres parties de la plante étudiée, notamment 1’écorce des racines
(PERE : 13.25%) et les graines (PG : 2.008%).

Les extraits aqueux, de leur part, ont presenté des taux d’extraction aux alontours

de 2%, pour toutes les parties de P.lentiscus.

111.1.2. Pouvoir antioxydant des extraits des feuilles, d’écorce des racines et du fruit
de P. lentiscus

Les propriétés antioxydantes des extraits de P.lentiscus ont été évaluées, en utilisant la
méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power). Les résultats obtenus, exprimés
en mM ¢équivalents Trolox par mg d’extrait (mM Eq.Trx/mg), montrent des variations
significatives du pouvoir réducteur, selon les différentes parties de la plante et les types d'extraits
utilisés (Tableau 1V)

Tableau IV : Pouvoir réducteur des extraits éthanoliques et aqueux des feuilles, de I'écorce des racines et
des graines de P.lentiscus.

FRAP (mM Eq.Trx/mg)

Extraits Ethanoliques Extraits Aqueux
Feuilles 281.52+21.99 57.62+8.50™"
Ecorce des racines 56.58+1.52™"" 39.16+7.27"
Graines 29.23+5.15™" 60.16+8.22""" #

Les valeurs sont exprimées en moyennestécart-type (n=3).

Les comparaisons statistiques sont effectuées entre tous les extraits par rapport a I'extrait éthanolique des feuilles PF (7), ainsi
qu'entre I'extrait aqueux des graines (PGA) et son extrait brut (PG) ().

Les différences sont considérées significatives a P < 0.05.
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On remarque, d’aprés les résultats, que 1'extrait éthanolique des feuilles de P.lentiscus (PF)
présente une capacité anti-oxydante trés hautement significative (" p<0.001), par rapport a tous
les autres extraits analysés de P.lentiscus. Il se distingue par une capacité de réduction du fer
ferrique la plus élévée, exprimée par une concentration de 281.52+21.99 mM Eq.Trx/mg d'extrait,
comparativement aux autres extraits, dont les valeurs varient entre 39.16+7.28

et 57.579+£1.52 mM Eq.Trx/mg d'extrait.

Il est également important de noter que I'extrait aqueux des graines (PGA) affiche un
pouvoir antioxydant significativement plus élevé (60.1622+ 8.225 mM Eq.Trx/mg d'extrait) que
’extrait éthanolique (29.226 + 5.142 mM Eq.Trx/mg d'extrait) (*p<0.05).

111.1.3. Activité inhibitrice de la xanthine oxydase, in vitro

111.1.3.1. Activité inhibitrice de la xanthine oxydase, in vitro, par la molécule de référence,
Allopurinol

L’action inhibitrice de la xanthine oxydase par la molécule de référence, Allopurinol, en
fonction des concentrations (0.1; 0.25 ; 0.5; 0.75; 1 ; 5 ; 7.5 et 10 pg/mL) est montrée dans la
(figure 7) suivante:

120 Allopurinol
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Figure 7 : Effet inhibiteur de la molécule de référence, Allopurinol sur I’activité enzymatique de la xanthine
oxydase, in vitro.

Les valeurs sont exprimées en moyennes + S.D. (n=3). Les comparaisons sont faites par la comparaison de chaque concentration
a la précédente. Les valeurs sont considérées significatives, a P< 0.05.
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D’apres la figure ci-dessus, 1’effet inhibiteur de la molécule de référence, Allopurinol
sur la xanthine oxydase in vitro, montre une augmentation significative (p < 0.05) en fonction de
la concentration, allant de 38.22+1,21 a 100+3.99%. L’inhibition maximale est observée a la
concentration de 10 pg/mL.

111.1.3.2. Activité inhibitrice de la xanthine oxydase, in vitro, par les extraits des feuilles, de
I’écorce des racines et des graines de P.lentiscus

Les effets inhibiteurs in vitro, sur la xanthine oxydase des extraits éthanolique et aqueux des
feuilles, écorces des racines et graines de P.lentiscus, a des concentrations variables, sont présentés
dans les figure 8, 9 et 10, respectivement. Les pourcentages d'inhibition obtenus pour ces
différentes concentrations des differentes parties testées sont comparés a ceux obtenus avec

I'allopurinol a une concentration de 5 pg/mL.

1) Activite inhibitrice des extraits des feuilles

D’aprés les résultats présentés dans la figure 8, I’extrait éthanolique des feuilles de
P.lentiscus montre une activité inhibitrice dose-dépendante de la xanthine oxydase (XO). Le
pourcentage d'inhibition augmente progressivement avec la concentration de I'extrait, atteignant
une inhibition significative dés 20 pg/mL (42.90+2.56%) et un maximum d'environ 84.80+£0.84%
a 100 pg/mL. Par ailleurs, I’extrait aqueux a montré une inhibition significative des 5 pg/mL, avec

un effet de 49.58+1.02%, et atteint un maximum de 87.77+1.06% a 100 pg/mL.
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Figure 8 : Effet inhibiteur des extraits éthanolique (PF) et aqueux (PF A) des feuilles de P.lentiscus sur
I’activité enzymatique de la xanthine oxydase, in vitro.

Les valeurs sont représentées sous forme de moyennes+S.D. (n=3). Les comparaisons ont été effectuées pour chaque concentration

par rapport a la concentration précédente pour les deux extraits : éthanolique (*) et aqueux (¥), ainsi que par rapport a la molécule

de référence, I’allopurinol & une concentration de 5 pg/mL (°). Les valeurs sont considérées significatives a P < ..05. Une analyse
ANOVA a un facteur, suivie par le test de comparaison multiple de Tukey, a été utilisée pour I’analyse statistique.

25



Chapitre ITI Résultats et Discussion

Aux faibles concentrations < 20 pg/mL, il ressort clairement que I'extrait aqueux des
feuilles est plus puissant que 1’extrait éthanolique en termes d'activité inhibitrice de la xanthine
oxydase. Au-dela de cette concentration, il n'y a plus de différence significative entre les effets des
deux extraits. Ce qui révele la puissance de 1’effet de 1’extrait aqueux comparativement a son

extrait brut.

D'une autre part, une comparaison des effets inhibiteurs des extraits éthanoliques et aqueux
des feuilles de P.lentiscus a 5 pg/mL, démontre clairement la puissance de 1’allopurinol en tant
que molécule inhibitrice de référence de la xanthine oxydase (XO), dépassant nettement toutes
les concentrations testées des deux extraits (P < 0.05), a I'exception de la concentration la plus
élevée de 100 pg/mL ou les effets inhibiteurs des extraits éthanolique (84.8+0.84 %) et aqueux
(87.77+1.06 %) sont similaires a ceux de 1’allopurinol a 5 pg/mL (85.22+1.45 %).

2) Activité inhibitrice d’écorce des racines

Les résultats indiquent que les extraits éthanolique (PER) et aqueux d’écorce des racines
(PERA) de P.lentiscus possédent une activité inhibitrice dose-dépendante de la xanthine oxydase
(XO), présentant une efficacité remarquable a des concentrations élevées, a partir de 50 pg/mL.
En effet, I'extrait éthanolique (PER) montre une tendance dose-dépendante de I'inhibition de la
XO, qui se traduit par des inhibitions croissantes, allant de 13.91+1.84% a 12.5 pug/mL jusqu'a
71.85+4.93% a 50 pg/mL. Au-dela de cette concentration, a savoir 75 et 100 pg/mL, les valeurs
du pourcentage d'inhibition restent similaires et ne montrent pas de différences significatives,

suggeérant un plateau ou I'activité inhibitrice est optimale, avoisinant 75%.

D’une autre part, une inhibition significative de 42.62 + 2.51 % de I’extrait aqueux (PERA)
est constatée a partir de 25 pg/mL. Cette inhibition augmente progressivement avec des
concentrations de 50 et 75 pg/mL, pour finalement atteindre un plateau a 75 pg/mL et 100 pg/mL,

avec une inhibition maximale de 84.99+1.44 %.
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Figure 9 : Effet inhibiteur des extraits éthanolique (PERE) et aqueux (PERA) d’écorce des racines de P.lentiscus
sur I’activité enzymatique de la xanthine oxydase, in vitro.

Les valeurs sont représentées sous forme de moyennes+S.D. (n=3). Les comparaisons ont été effectuées pour chaque concentration
par rapport a la concentration précédente pour les deux extraits : éthanolique (*) et aqueux (*), ainsi que par rapport & la molécule
de référence, ’allopurinol a une concentration de 5 pg/ml (°). Les valeurs sont considérées significatives a P < 0.05.

De méme, la comparaison des deux extraits, éthanolique et aqueux, avec l'allopurinol
a 5 pg/mL révele des différences significatives dans leur capacité a inhiber la xanthine oxydase
(X0). A toutes les concentrations testées, les extraits éthanoliques et aqueux montrent une
inhibition notablement inférieure a celle de l'allopurinol, a I’exception des deux concentrations les
plus élevées (75 et 100 pg/mL), ou les effets observés sont comparables a ceux de I'allopurinol a
5 ug/mL. Cette tendance suggere une augmentation de l'efficacité des extraits a ces doses, se

rapprochant ainsi de I'action de I'allopurinol.

3) Activité inhibitrice des fruits (graines)

L'extrait éthanolique (PG) présente une inhibition modérée de la XO a toutes les
concentrations testees, avec un pourcentage d'inhibition ne dépassant pas 58.11+1.35% a 200
pg/mL. En comparaison, I'extrait aqueux (PGA) montre une inhibition beaucoup plus prononcée,
a savoir 80.33+0.72%, & partir de 100pg/mL. A cet égard, I’extrait aqueux (PGA) démontre une
efficacité inhibitrice nettement supérieure a celle de I'extrait éthanolique (PG) a des concentrations

de 100 pg/mL et plus.
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Figure 10 : Effet inhibiteur des extraits éthanolique (PG) et aqueux (PGA) des graines de P.lentiscus sur

I’activité enzymatique de la xanthine oxydase, in vitro.
Les valeurs sont représentées sous forme de moyennes+S.D. (n=3). Les comparaisons ont été effectuées pour chaque concentration
par rapport a la concentration précédente pour les deux extraits : éthanolique (*) et aqueux (¥), ainsi que par rapport a la molécule
de référence, ’allopurinol a une concentration de 5 pg/ml (°). Les valeurs sont considérées significatives a P < 0.05.

Par ailleurs, 1'effet de I’extrait éthanolique des graines (PG), est nettement plus faible que
I'allopurinol, a toutes les concentrations évaluées. Par contre, I'extrait aqueux (PGA), exhibe une
inhibition comparable a celle de I'allopurinol, a partir de 100 pug/mL et dépasse significativement
cette molécule de référence a la concentration la plus élevée, a savoir 200 pg/mL avec un
pourcentage de 92.02+2.39%.

111.1.3.3 Détermination des concentrations inhibitrices & 50%, 1C50

La concentration inhibitrice a 50% (IC50) de la xanthine oxydase est une mesure
quantitative indiquant la quantité d'extrait requise pour diminuer de 50% l'activité de cette enzyme.
Cette évaluation permet de comparer I'efficacité inhibitrice des différents extraits des differentes
parties de P.lentiscus, incluant les extraits des feuilles, de I'écorce des racines et des graines, aisni

que la molecule de référence (TableauV).
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Tableau V : Valeurs des IC50+S.D. et les coefficients de corrélations (R?), pour les différents extraits
de P.lentiscus et I’ Allopurinol.

Extraits 1C50 (ug/mL) R2
PF 19.01+2.38™ 0.9671
PF A 5.37+0.38 0.9585
PER 23.90+1.29™ 0.988
PERA 37.27+1.35™ 0.9886
PG 120.23+4.85™" 0.9632
PG A 72.55+1.68™" 0.9946
Allopurinol 0.28+0.08 0.9356

Les comparaisons sont faites par rapport a la molécule de référence, Allopurinol. Les valeurs sont considérées significatives.

Les extraits testés ont exhibé des valeurs IC50 de 5.37 ; 19.01 ; 23.90 ; 37.27 ; 72.55 et
120.23 pg/mL pour les extraits PF A, PF, PER, PERA, PG A, et PG, respectivement, tandis que
I’allopurinol a exprimé la valeur d’IC50 la plus faible de 0.28 pg/mL.

L’extrait aqueux des feuilles (PF A) s’est distingué¢ par une valeur d’IC50 la plus faible,
parmi les extraits testés, exprimant un effet significativement comparable a celui de 1’allopurinol
(p<0.05). En revanche, I’extrait éthanolique des graines (PG) présente I’IC50 la plus élevée,
illustrant une activité inhibitrice la moins puissante de la xanthine oxydase, comparativement au

reste des extraits testés.

Les extraits aqueux des feuilles et des graines se sont révélés plus puissants que leurs
extraits bruts issus d’une extraction a 1’éthanol. Contrairement a cela, pour 1’écorce, I’extrait

¢thanolique (PER) s’est avéré meilleur que 1’extrait aqueux (PERA).

111.1.4. Activité inhibitrice de ’uréase, in vitro
111.1.4.1. Evaluation de I’activité inhibitrice de la molécule de référence, acide borique, sur

I’activité enzymatique de I’uréase de Jack Bean, in vitro

La courbe ci-dessous montre I'effet inhibiteur de I'acide borique sur l'uréase a différentes
concentrations (75, 150, 300, 600, 750, 900 et 1050 pg/mL). L'inhibition est calculée par rapport
a un controle de l'uréase, réalisé avant chaque test, ou une activité enzymatique maximale et
reproductible a été observée. Ce contrdle confirme que I'enzyme est fonctionnelle et posséde une

bonne activité catalytique, servant de référence pour les pourcentages d'inhibition.
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Figure 11 : Effet inhibiteur de 1’acide borique sur I’activité enzymatique de ’uréase, in vitro.

Les valeurs sont exprimées en moyennes+S.D.(n=3). Les comparaisons sont faites par rapport a la concentration de 75 pg/mL (¥).
Les valeurs sont considérées significatives a P< 0.05.

Les résultats indiquent que l'activité inhibitrice de I'acide borique dépend de la
concentration. En effet, une augmentation significative du pourcentage d'inhibition est observée a
partir de 300 pg/mL, allant de 49.96+3,10 jusqu’a 79.21+4.99% a la concentration 1050 pg/mL.

111.1.4.2. Evaluation de ’activité inhibitrice des extraits feuilles, écorce des racine et graines
de P.lentiscus sur P’activité enzymatique de I’uréase de Jack Bean (Canavalia
ensiformis), in vitro

1) Evaluation de I’activité inhibitrice des extraits des feuilles
La figure 12 présente I’effet anti-uréase, in vitro, de I’extrait brut et aqueux des feuilles de
P.lentiscus, a des concentrations variables (9.375, 18.75, 37.5, 75, 150, 375 et 750 pg/mL). On
compare les pourcentages d’inhibitions correspondants aux différentes concentrations avec le taux

d’inhibition a 1050 pg/mL de 1’acide borique.

L'extrait brut (PF) des feuilles de P.lentiscus a démontré une activité inhibitrice
significative contre [l'uréase, observable dés la plus petite concentration utilisée
(9.375 pg/mL avec 42.05+1.72% d’inhibition). Par ailleurs, une inhibition totale (100%) est
atteinte a partir de 75 pg/mL.
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Figure 12 : Effet inhibiteur de 1’extrait éthanolique (PF) et aqueux (PF A) des feuilles de P.lentiscus sur

I’activité enzymatique de 1’uréase, in vitro.

Les valeurs sont exprimées en moyennes+S.D. (n=3). Les comparaisons ont été effectuées pour chaque concentration par rapport
a la concentration précédente pour les deux extraits, brut (%) et aqueux (¥), et par rapport a la concentration de 1050 pg/mL de

’acide borique (°). Les valeurs sont considérées significatives, a P< 0.05.

De l’autre part, l'extrait aqueux des feuilles (PF A) révele une activité¢ inhibitrice
considérable, atteignant 39.69+3.16% a partir de la concentration de 18.75 pg/mL, bien que son

efficacité soit 1égérement inférieure a celle de I'extrait éthanolique.

Les deux extraits, brut et aqueux, par conséquent, présentent une inhibition dose-
dépendante jusqu'a une concentration de 75 pg/mL, au-dela I'effet inhibiteur atteint un maximum
d'inhibition de 100%. Ces résultats surpassent nettement ceux obtenus avec la molécule de
reference, a savoir I'acide borique, qui exhibe une inhibition maximale de 79.21+4.99% a une
concentration de 1050 pg/mL (une concentration 14 fois superieure a celle de I’extrait).

2) Evaluation de I’activité inhibitrice des extraits d’écorce des racines
L’effet anti-uréase, in vitro, de I’extrait brut et aqueux des écorces de racine de P.lentiscus,
a des concentrations variables (11.7 ; 23.4 ; 46.875 ; 93.75 ; 187.5 ; 375 et 750 pug/mL) est rapporté
dans la Figure 13. Les pourcentages d’inhibitions correspondants aux différentes concentrations

sont compares a ceux obtenus avec I'acide borique a une concentration de 1050 pg/mL.
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Figure 13 : Effet inhibiteur de I’extrait éthanolique (PER) et aqueux (PERA) d’écorce des racines de

P.lentiscus sur I’activité enzymatique de 1’uréase, in vitro.
Les valeurs sont exprimées en moyennes+S.D. (n=3). Les comparaisons ont été effectuées pour chaque concentration par rapport
a la concentration précédente pour les deux extraits, brut (*) et aqueux (¥), et par rapport a la concentration de 1050 pg/mL de
I’acide borique (°). Les valeurs sont considérées significatives, a P< 0.05.

L'extrait brut d’écorces des racines de P.lentiscus (PER) se distingue par une activité
inhibitrice significative contre l'uréase. A la plus faible concentration testée (11.7 pg/mL), PER
montre une inhibition faible. Cependant, a partir de 46.875 pg/mL, PER commence a démontrer
une inhibition significative, atteignant prés de 100% a 93.75 pg/mL. L'inhibition maximale de
100% est maintenue pour toutes les concentrations supérieures, démontrant une forte activité dose-

dépendante jusqu'a 93.75 pg/mL.

En revanche, I'extrait aqueux (PERA) montre une inhibition significative de 32.39+6.82%
dés la concentration de 46.875 pg/mL. L'inhibition maximale de 100% est observée a partir de la
concentration 187.5 pg/mL et est maintenue pour les concentrations supérieures, indiquant

également une forte activité dose-dépendante.

L'acide borique, de sa part, atteint un pourcentage d'inhibition d'environ 80% a une
concentration de 1050 pg/mL. De ce fait, les extraits de P.lentiscus (PER et PERA) dépassent
nettement l'acide borique en termes d'efficacité inhibitrice, atteignant 100% d'inhibition a des

concentrations beaucoup plus basses (11 fois inferieur).
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3) Evaluation de I’activité inhibitrice des extraits des graines

L’effet anti-uréase, in vitro, de I’extrait brut et aqueux des graines de P.lentiscus, a des
concentrations variables (9.375, 18.75, 37.5, 75, 150, 375 et 750 pug/mL) est rapporté dans la
Figure 14. Les pourcentages d’inhibitions correspondants aux différentes concentrations sont

comparés avec ceux obtenus avec I'acide borique & une concentration de 1050 pg/mL.

L'extrait éthanolique (PG) exerce une inhibition modérée sur I'enzyme uréase a toutes les
concentrations inférieures a 93.75 pg/mL. Au-dela de cette concentration, une augmentation
notable de I'inhibition est observée, atteignant prées de 90% a 187.5 pg/mL. L'inhibition maximale
de 100% est maintenue pour toutes les concentrations supérieures, a savoir 375 et 750 pg/mL,
indiguant une forte activité dose-dépendante. En revanche, l'extrait aqueux (PG A) présente une
inhibition significative deés 11.7 pg/mL, excédant ainsi ’effet de l'extrait PG a toutes les
concentrations testées. L'activité inhibitrice de PG A atteint un plateau optimal de 100%
a187.5 pg/mL.
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Figure 14 : Effet inhibiteur de I’extrait éthanolique (PG) et aqueux (PG A) des graines de P.lentiscus sur
I’activité enzymatique de I’uréase, in vitro.

Les valeurs sont exprimées en moyennes+S.D. (n=3). Les comparaisons ont été effectuées pour chaque concentration par rapport

a la concentration précédente pour les deux extraits, brut (*) et aqueux (*) et par rapport a la concentration de 1050 ug/mL de I’acide

borique (°). Les valeurs sont considérées significatives a P< 0.05.

Ainsi, l'extrait aqueux (PG A) se distingue par une inhibition importante et efficace a de
trés faibles concentrations comparativement a I'extrait éthanolique (PG). Ces résultats montrent
que les extraits ont une capacité d'inhibition qui est dose-dépendante et significativement plus
élevée que celle de I'acide borique. En effet, I'acide borique n'arrive a inhiber I'enzyme qu'a 80 %
a une concentration de 1050 pg/mL. Ces observations mettent en évidence la supeériorité et

I’efficacité des extraits de P.lentiscus par rapport a I'acide borique.
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111.1.4.3 Détermination des concentrations inhibitrices a 50%o, 1C50

L’évaluation de la concentration inhibitrice de 50% (IC50) de I’uréase permet de comparer
I'efficacité inhibitrice des différents extraits éthanoliques et aqueux de P.lentiscus, incluant les
extraits des feuilles, de I'écorce des racines et des graines (Tableau V1).

Tableau VI : Valeurs des IC50+S.D. et les coefficients de corrélations (R2), pour les différents extraits de
P.lentiscus et de 1’acide borique.

Extraits de plantes 1C50 (ug/mL) R2

PF 12.69+0.95™" 0.9859
PF A 20.29+1.65™ 0.9762
PER 23.06+2.017 0.9704
PERA 49.46+2.54™" 0.9939

PG 91.66+5.59™" 0.99
PG A 17.33+2.86™" 0.9502

Acide Borique 499.5+29.3 0.80

Les comparaisons sont faites par rapport & la molécule de référence, acide borique. Les valeurs sont considérées significatives,
aP<0.05.

Les différents extraits de P.lentiscus ont présenté des valeurs IC50 remparquables, a savoir
12.69 ;17.33;20.29 ; 23.06 ; 49.46 et 91.66 pug/mL pour les extraits PF, PG A, PF A, PER, PERA,
et PG, respectivement. A l'inverse, l'acide borique a présenté une valeur d'IC50 nettement

superieure, s'élevant & 499.5 pg/mL.

L'extrait éthanolique des feuilles (PF) a démontré I'IC50 la plus faible, indiquant une
activité inhibitrice notable, tandis que I'extrait brut des graines (PG) a révélé I'lC50 la plus élevée
parmi les extraits de P.lentiscus, mais reste néanmoins un inhibiteur puissant de l'uréase comparé

a l'acide borique.

Il est intéressant de noter que les extraits éthanoliques des feuilles et de I'écorce des racines
ont montré une activité inhibitrice supérieure a celle des extraits aqueux. En revanche, pour les
graines, l'extrait aqueux a démontré une meilleure performance inhibitrice que I'extrait

éthanolique.
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111.1.5. Docking moléculaire

Pour mieux comprendre les résultats expérimentaux in vitro, concernant I'inhibition de la
xanthine oxydase, et afin de prédire la capacité des molécules a se lier aux protéines, des études
de docking moléculaire ont été réalisées. Ces expériences visaient également a caractériser le

comportement des petites molécules au sein du site actif de liaison de la xanthine oxydase.

Pour la validation de la crédibilité de la procedure de docking, un RMSD (valeur de I'écart
carré moyen de la racine) de 2.77 A a été utilisé. Une valeur considérée comme acceptable pour la
validation des résultats.

Parmi les différentes simulations d’interactions moléculaires correspondantes, les
interactions les plus appropriées pour chaque composé testé, a savoir ’acide gallique, 1’acide
ellagique, la catéchine, le theogallin et 1’isoquercétine (quercétine-3-glucoside) ont été
sélectionnées en fonction de la plus faible énergie libre de liaison, visant a éclaircir leurs
mécanismes d'action. Ces inhibiteurs, ont été comparés eégalement a la molécule de référence,
I’allopurinol.

Les conformations de I’interaction pour chaque composé sont montrées dans les
figures 15,16,17,18,19 et 20, tandis que les forces de liaison (scores du docking, AG), les
constantes d'inhibition (Ki), ainsi que les types et les distances des liaisons entre les ligands testés

et les résidus d'acides aminés du site actif de I'enzyme sont énumérés dans le tableau VII.

Figure 15 : Résultats des interactions issues de I'amarrage moléculaire de I'allopurinol avec la xanthine
oxydase (XO), (A) Chevauchement spatial entre la pose du ligand amarré allopurinol , (B) Pose
du ligand amarré de la I’allopurinol dans le site de liaison, (C) Diagramme d'interaction du ligand
de la I’allopurinol.

B liaison hydrogéne [ liaison covalente B r-sigma B2 Amide-Pi empilées [ n-n Empilées
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Tableau VII : Résultats des forces de liaison (Scores du docking, AG), des constantes d'inhibition (Ki),
des types de liaison et leurs distances entre les ligands testés et la XO.

Score du docking

Interactions

Molécules ) Ki Types Acides Distance
(83 beelbimal) d’interaction aminés (A)
Allopurinol -8.10 1.16 uM Liaison Hydrogéne GLU802 1.98
C-H covalente SER876 3.94
7 -sigma PHE914 3.33
n-Alkyl LEUS873 5.38
ALA1079 4.48
5.50
-t Empilées PHE914 3.89
4.04
Acide ellagique -7.49 3.26 uM Liaison Hydrogéne THR1077 2.08
SER1082 2.90
GLN1194 1.84
1.99
Soufre-x MET1038 2.75
alkyl ARG912 5.20
ALA1078 4.84
Acide gallique -9.36 138.13 nM | Liaison hydrogéne GLU802 2.05
1.97
THR1010 2.84
Pi-sigma ALA1079 3.87
n -alkyl ALA1078 4.97
-t Empilées PHE914 3.66
n-t en forme T PHE1009 4.67
Catéchine -12.13 1.29 nM Liaison hydrogene GLN767 2.71
GLU802 2.00
2.19
MET1038 2.01
GLN1194 1.94
-t Empilées PHE798 4.14
Amide-Pi empilées GLY1039 5.86
Alkyl PHE798 5.49
MET1038 4.87
n-Alkyl ALA910 5.26
ARG912 521
MET1038 4.25
ALA1078 4.52
Van der waals GIn1040 /
Theogallin -12.62 563.07 pM | Liaison hydrogéne THR1083 2.05
2.35
GLU1261 2.08
2.11
Liaison covalente PHE798 3.42
(C-H) SER1082 2.95
GLY1260 2.90
n-sigma GLN1040 3.69
Amide-n- empilées SER1080 4.61
Alkyl ALA1078 4.52
Van der waals VAL1081 /
Molécules Score du docking Ki Interactions
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(AG : kcal/mol) ”s . Acides Distance
Type d’interaction . A)
Quercétine-3- Glucoside -11.28 5.41 nM Liaison hydrogene | ASN768 2.04
2.27
GLU802 1.99
1.83
SER1075 331
SER1074 2.19
GLN1016 1.93
Liaison covalente | LYS771 2.55
(C-H) PRO1076 2.86
3.74
n-sigma MET770 3.81
LEU1014 3.75
n-Alkyl MET770 5.19

Les résultats du docking moléculaire de 1’allopurinol (Figure 15) indiquent que le
complexe allopurinol-xanthine oxydase présente une force de liaison de -8.10 kcal/mol et une
constante d’inhibition (Ki) de 1.16 uM. D’apres I’analyse du plan d’interactions en 2D et 3D
(Figure 15), plusieurs interactions avec les résidus d’acides aminés du site actif, a savoir 1’acide

glutamique, la sérine, la phénylalanine, la leucine et 1’alanine, ont ét¢ identifiées.

En effet, le groupe N-H de I’allopurinol forme une liaison hydrogéne avec le groupement
carboxyle de I’acide aminé Glu802, avec une distance de liaison de 1.98 A. Par ailleurs, I’azote de
I’allopurinol forme une interaction covalente avec la fonction hydroxyle du groupement carboxyle
de I’acide aminé Ser876, avec une distance de 3.94 A. En outre, le résidu Phe914 participe avec
des interactions de type m-sigma (3.33 A) et des interactions ©-m empilées (4.4 A). Enfin, des

liaisons m-alkyle sont également observées avec les résidus Alal079 et Leu873.

Figure 16 : Résultats des interactions issues de I'amarrage moléculaire de I'acide gallique avec la xanthine
oxydase (XO). (A) structure 3D de chevauchement spatial entre la pose du ligand amarré
I’acide gallique, (B) Pose du ligand amarré de 1’acide gallique dans le site de liaison en 2D,
(C) Diagramme d'interaction du ligand de 1’acide gallique structure 2D
Liaison hydrogéne M n-sigma B8 n-n Empilées B8 n-n en forme T [ m-alkyl
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Par ailleurs, l'acide gallique (Figure 16) s'est révélé particulierement remarquable,
présentant une énergie de liaison de -9.36 kcal/mol, inférieure a celle de la molécule de référence,
I’allopurinol. I1 affiche également une constante d’inhibition Ki de 138.13 nM, environ huit fois
inférieure a celle de 1’allopurinol, soit 138.13 nM. Les interactions moléculaires de 1'acide gallique
sont comparables a celles de I'allopurinol, avec notamment deux liaisons similaires : une liaison

hydrogéne avec GIlu802 et une interaction n-n empiléesavec Phe914.

En plus de ces interactions communes, I'acide gallique présente deux liaisons hydrogéne
supplémentaires entre les groupements hydroxyle du carbone 4 et 5 avec les acides aminées
Thr1010 et Glu802. Par ailleurs, I'anneau phénolique de I'acide gallique établit des interactions
n-n en forme de T avec Phe1009. Ces interactions supplémentaires soulignent la capacité de lI'acide

gallique a former un complexe plus stable avec la xanthine oxydase comparé a 1’allopurinol.
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Figure 17 : Résultats des interactions issues de I'amarrage moléculaire de I'acide éllagique avec la xanthine
oxydase (XO). (A) Chevauchement spatial entre la pose du ligand amarré 1’acide éllagique , (B)
Pose du ligand amarré de I’acide éllagique dans le site de liaison, (C) Diagramme d'interaction
du ligand de I’acide éllagique.
I Liaison hydrogéne [ soufre-x [ Alkyl

L'acide ellagique, par contre, a démontré une énergie de liaison de -7,49 kcal/mol et une
constante d'inhibition (Ki) de 3.26 UM, ce qui est relativement plus élevé comparativement a
l'allopurinol. D’aprés la figure 17, quatre liaisons hydrogéne notables ont été constatées. Ces
dernieres impliquent les groupements hydroxyles des différentes positions de I'acide ellagique,
dont une liaison avec le résidu Thr1010 (2.08 A), une liaison avec la Ser1082 (2.90 A) et les deux
autres liaisons avec le méme acide aminé, notamment GIn1194, & des distances de 1.99 A et 1.84

A, respectivement.
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Les anneaux aromatiques de 1’acide ellagique établissent, également, des interactions
alkyles avec Alal078 et Arg912, ainsi que des interactions de type soufre-x avec Met1038 a une
distance de 2.75 A.
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Figure 18 : Résultats des interactions issues de I'amarrage moléculaire de la quercétine-3-Glucoside avec
la xanthine oxydase (XO). (A) Chevauchement spatial entre la pose du ligand amarré la
quercétine-3-Glucoside, (B) Pose du ligand amarré de la quercétine-3-Glucoside dans le site
de liaison, (C) Diagramme d'interaction du ligand de la quercétine-3-Glucoside

I Liaison hydrogéne [ liaison covalente B n-sigma [ &-Alkyl

La quercétine-3-Glucoside de sa part, a démontré un score de docking plus bas (-11.28
kcal/mol) et une Ki plus faible (5.41 nM), indiquant une interaction plus forte avec I'enzyme
xanthine oxydase par rapport a l'allopurinol. Les résultats montrent que les deux molécules, la
quercétine-3-Glucoside et I'allopurinol, exploitent des interactions similaires pour se lier a la
xanthine oxydase (XO). En particulier, elles forment des interactions n-sigma et n-Alkyl, avec des
distances se situant dans une gamme similaire d'environ 3 a 5 A, avec différents acides aminés et

partagent une liaison hydrogéne avec le Glu802.
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Tandis que le reste des liaisons hydrogéne exhibées par la quercétine-3-Glucoside sont en

relation avec les acides aminés Asn718, Ser1074, Ser1075 et GIn1016. En plus de ces interactions,

elle posséde trois liaisons covalentes avec les acides aminés Lys771 (2.55 A) et Pro1076 (2.86 A

et 3.74 A).
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Figure 19 :

Résultats des interactions issues de I'amarrage moléculaire de la catéchine avec la xanthine
oxydase (XO). (A) Chevauchement spatial entre la pose du ligand amarré catéchine, (B) Pose
du ligand amarré de la catéchine dans le site de liaison, (C) Diagramme d'interaction du ligand
de la catéchine.

I liaison hydrogéne B n-n Empilées B8 Amide-Pi empilées 1 Alkyl (] n-Alkyl (] van der waals

D’une autre part, la catéchine révele une énergie d’interaction avec la XO trés faible

de -12.13Kcal/mol. De plus, la surface hydrophobe du modéle d’amarrage moléculaire 2D et les

principaux

résidus d'acides aminés impliqués dans l'interaction ont été présentés dans la

figure 19 .On a pu observer que la catéchine était entourée de certains résidus d'acides aminés

hydrophobes et formait des liaisons hydrogéne (cing liaisons) entre ses groupement hydroxyles et

les résidus Glu802, comme s’est démontré dans le cas de la molécule de référence, allopurinol, et

les autres residus a savoir GIn767, Met1038 et GIn1194. En plus de ces liaisons hydrogénes, les

forces de van der Waals (GIn 1040) ont également contribué a renforcer la liaison de la catéchine

et la XO.
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La catéchine forme également d’autres interactions notamment, w-alkyle, alkyle, et les

liaisons 7 —m empilées ou transposé avec divers résidus aminés, ce qui contribue encore a la

stabilité et a I'affinité de la catéchine pour I'enzyme.
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Figure 20 : Résultats des interactions issues de I'amarrage moléculaire du theogallin avec la xanthine
oxydase (XO). (A) Pose du ligand amarré de theogallin dans le site de liaison, (B) Diagramme
d'interaction du ligand de theogallin.

B liaison hydrogéne [ 1 liaison covalente B8 n-sigma 8 Amide-Pi empilées [ Alkyl
1 van der waals

Il a été également observé que le theogallin, un composé appartenant a la classe des dérives
de I’acide quinique (acide quinique-3-galloyl), présente la conformation la plus favorable avec
I’énergie de liaison la plus faible, a savoir -12.62 kcal/mol et une constante d'inhibition (Ki)
extrémement basse de 1’ordre de 563.07 pM, comparativement a 1'allopurinol. La stabilité et
I'efficacité de cette conformation peuvent étre attribuées a plusieurs types d'interactions
impliquées (Figure 20). En effet, les interactions hydrogene sont observées avec les résidus
d'acides aminés Thr1083 (deux liaisons hydrogene avec deux groupements hydroxyle du cycle
aromatique de ’acide gallique, 2.35 A et 2.05 A) et Glul1261, avec les groupements hydroxyle
de ’acide quinique (2.11 et 2.08 A).

En plus de ces liaisons hydrogene, trois interactions covalentes sont également présentes.

Une liaison pi-sigma, en plus, observée avec le résidu GIn1040 & une distance de 3.69 A. En outre,

le théogallin forme des liaisons de type alkyl avec le reésidu Alal078 et de type amide-pi empilées

avec le résidu Ser1080, ainsi que des forces de van der Waals ont été observées avec le résidu

Val1081. Ces forces de faible intensité, mais permettent d'affiner I'ajustement de la molécule dans

son environnement, renforgant ainsi la stabilité globale de la conformation.
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111.2. Discussion

Les plantes médicinales représentent une source inexhaustible de substances aux activités
biologiques et pharmacologiques variées. Les extraits naturels isolés des plantes utilisées en
médecine traditionnelle peuvent constituer des ressources pour le développement de nouveaux
médicaments (Ennabili et al., 2006 ; Al-Rooqi et al., 2023).

Cette etude se concentre sur une plante médicinale locale, P.lentiscus, communément
appelée lentisque, largement employée en médecine traditionnelle par les populations rurales, pour
traiter divers maux tels que les diarrhées, les douleurs abdominales, et les troubles inflammatoires,
notamment les rhumatismes et I'ulcére gastrique (Ljubuncic et al., 2005 ; Bammou et al., 2015 ;
Bouriche et al., 2016 ; Sehaki et al., 2023). Ces multiples vertus font de P.lentiscus un sujet idéal
pour I'exploration de ses activités biologiques, notamment anti-oxydantes et anti-enzymatiques.
Par conséquent, les effets anti-xanthine oxydase et anti-uréase de divers extraits provenant des
feuilles, de I'écorce des racines et des graines de P.lentiscus ont été évalués afin de tester leurs
effets anti-goutte et anti-ulcere, respectivement:

Certainement, cette plante est reconnue comme un réservoir biologique, en raison de sa
teneur exceptionnelle en composés phytochimiques. Ces composés possédent la capacité de
diminuer les effets des agents nuisibles et de renforcer les mécanismes de défense de I'organisme
(Zitouni et al., 2022). P.lentiscus offre une grande diversité de composés chimiques dans ses

différentes parties, bien que les méthodes d'extraction de ces composés différent selon les études.

Dans la présente étude, la technique employée pour extraire les composés phénoligques est
dérivée de celle décrite par Atmani et ses collégues, 2009, avec des adaptations spécifiques. Elle
repose sur l'utilisation de divers solvants de polarités variées afin d'extraire une large gamme de

composés phénoliques, et de séparer I'extrait brut en fractions organique et aqueuse.

L'éthanol est choisi comme solvant d'extraction initial, en raison de ses nombreux
avantages, en particulier sa polarité. 1l est largement reconnu comme le solvant privilégiée pour

I'extraction des composés phénoliques (Cowan, 1999).

Au cours de la deuxiéme et de la troisieme étape de I'extraction, les composés contenus
dans I'extrait éthanolique et I'extrait d'acétate d'éthyle ont été séparés selectivement en fonction de
leur solubilité entre les phases organiques utilisées (acétate d'éthyle et chloroforme) et leurs phases

aqueuses respectives, notamment l'eau.
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En effet, les composés se sont concentrés dans les phases aqueuses, ce qui indique une

richesse en composés hydrosolubles dans différentes parties de cette plante.

Il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie, car le rendement
dépend des caractéristiques génétiques des feuilles, de I'écorce et des graines, de l'origine
géographique, des conditions et de la durée de stockage, ainsi que des méthodes d'extraction
utilisées (Alexieva et al., 2013).

Il est crucial que toute technique d'extraction assure non seulement un rendement
quantitatif éleve, mais également la qualité des extraits, en particulier la bio-activité des principes
actifs. Cette recherche montre que la macération avec agitation accélere le processus d'extraction
et diminue la durée de contact entre le solvant et le matériau, tout en conservant l'intégrité
bio-active des composants. De plus, I'extraction a température ambiante s'avere bénéfique pour
maximiser la récupération des composés et éviter leur dénaturation ou altération, contrairement
aux méthodes qui utilisent des températures élevées (Azmir et al., 2013).

En parallele, afin de prévenir la dégradation des composés sensibles et instables, les extraits
obtenus a chaque étape ont été séchés sous un évaporateur rotatif, a une température inférieure a
40°C (Jha & Sit, 2022).

Il est important de noter que les pourcentages élevés d'extraits obtenus pour les parties
feuilles et écorce des racines, par rapport aux graines, refletent vraisemblablement une richesse en

composés phénoliques polaires plus importante dans ces parties de la plante.

Par ailleurs, le stress oxydatif joue un réle crucial dans la pathogenése de nombreuses
maladies et affections, telles que les maladies inflammatoires, le cancer et le vieillissement. Ce
phénomeéne résulte d'un déséquilibre entre la production de radicaux libres et la capacité de
I'organisme a les neutraliser par des mécanismes de défense antioxydants. Les antioxydants, grace
a leur capacité a neutraliser ces radicaux libres, jouent un rdle protecteur en réduisant les
dommages oxydatifs (Favier, 2003). lls agissent par divers mécanismes, incluant I'élimination
directe des radicaux libres, I'inhibition des réactions de peroxydation lipidique et le soutien des
systemes de réparation cellulaire. En renforcant la résistance de I'organisme au stress oxydatif, les
antioxydants peuvent contribuer a la prévention et a la gestion de nombreuses maladies chroniques

et degénératives (Marx, 1987).
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La capacité des antioxydants a réduire le complexe ferrique 2,4,6-tripyridyl-s-triazine en
un complexe ferreux de couleur bleue intense en milieu acide, mesurée par le pouvoir antioxydant
réducteur ferrique (FRAP) (Huang et al., 2005), a ét¢ utilisée comme model d’étude du pouvoir
antioxydant des extraits de P.lentiscus. Les résultats ont montré que I'extrait éthanolique des
feuilles de P.lentiscus (PF) se démarque avec une concentration de 281.52+21.992 mM
équivalents Trolox /mg d'extrait. Cette capacité de réduction du fer ferrique en fer ferreux indique
un pouvoir antioxydant remarquable. Il est intéressant de noter que cet extrait possede un pouvoir
antioxydant statistiquement supérieur (p<0.05) a tous les autres extraits testés, ce qui souligne la

richesse de cet extrait en composés antioxydants.

Les autres extraits, bien que possédant des capacités antioxydantes tres considérables,
affichent des performances inférieures a celles de I'extrait éthanolique des feuilles. L'extrait aqueux
des feuilles (PFA) ainsi que les extraits éthanolique et aqueux de I'écorce des racines présentent
des capacités antioxydantes comprises entre 39.157+7.278 et 57.579+1.52 mM équivalents
Trolox/mg d'extrait. Cette variation démontre que, bien que toutes les parties de P.lentiscus
possédent des propriétés antioxydantes, leur efficacité est inférieure a celle des extraits

éthanoliques des feuilles.

Atmani et al., (2009), a également observé des résultats similaires. Ses travaux ont mis en
évidence que les fractions aqueuses obtenues a partir des extractions hexane-chloroforme des
feuilles de P.lentiscus présentent le meilleur pouvoir réducteur. Cette constatation suggére que ces
fractions spécifiques contiennent des composés bioactifs capables de réduire efficacement les ions
ferriques, ce qui est crucial pour leurs applications potentielles en tant qu'antioxydants dans divers

contextes biologiques et industriels (Atmani et al., 2009).

D’une autre part, 1'étude de Gardeli et son équipe (2008) a analysé I'extrait méthanolique
de feuilles de P.lentiscus a différentes périodes de récolte (février, mai, ao(t), révélant des valeurs
respectives de 84.6+3.5 ; 131.4+10.1 ; 105+£12.2 (mmol Fe2*/l) pour la capacité antioxydante
totale. Une augmentation significative a eété observée pendant la phase de floraison, ou la valeur
était de 131,4 mmol Fe?*/l. Cette période a montré une augmentation significative de l'activité
antioxydante des feuilles de P.lentiscus , suggérant que le moment de la récolte peut influencer
notablement les niveaux d'antioxydants présents dans les feuilles de cette plante
(Gardeli et al., 2008).
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Les résultats de la présente étude corroborent également ceux de
Drioiche et ses collaborateurs (2023), qui ont démontré un fort pouvoir antioxydant, in vitro et
in silico des extraits de feuilles de P.lentiscus. Les molécules bioactives de ces extraits neutralisent
les radicaux libres en leur fournissant un électron, et peuvent chélater les ions métalliques,
réduisant ainsi les réactions oxydatives. Les études ont identifié plusieurs composés, dont la
myricétine-3-O-xyloside, l'acide 3,4,5-tri-O-galloylquinique, l'acide 3,5-di-O-galloylquinique,
I'acide 3-galloylquinique et I'acide gallique 3-O-gallate, qui possédent une forte capacité a
neutraliser les radicaux libres, a réguler les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) et a réduire les

dommages oxydatifs (Drioiche et al., 2023).

Par ailleurs, des recherches conduites par Hemma et ses collaborateurs en 2018 ont révélé
que les extraits méthanoliques de feuilles et de fruits de P.lentiscus possédent un pouvoir réducteur
ferrique élevé. Néanmoins, il a été constaté que les extraits méthanoliques des graines présentent

une activité reductrice encore plus elevée que celle des feuilles (HEMMA et al., 2018).

De méme, en 2022, Selim et ses collaborateurs ont identifié que I'extrait méthanolique de
I'écorce de P.lentiscus exhibe une efficacité élevée dans I'élimination des radicaux libres, attribuée
a la présence de glucides, flavonoides, tanins, coumarines, triterpenes et alcaloides. Une analyse
phytochimique approfondie a permis d'identifier plusieurs composés, dont le gallate de méthyle,
l'acide gallique, le kaempférol, la quercétine, le kaempférol 3-O-a-rhamnoside,

le kaempférol 3-O-B-glucoside et la quercétine-3-O-B-glucoside (Selim et al., 2022).

Toutes ces études suggerent que P.lentiscus pourrait étre efficace pour neutraliser les
radicaux libres, offrant ainsi un potentiel thérapeutique important pour lutter contre les dommages

oxydatifs.

Par ailleurs, lI'inhibition de la xanthine oxydase par divers extraits de plantes a été largement
étudiée en raison de ses implications thérapeutiques, notamment dans la gestion de I'hyperuricémie
et des troubles associés (Mehmood et al., 2020). Dans ce contexte, cette étude a été menée afin
de tester I'effet des extraits de feuilles, d'écorce de racines et de graines de P.lentiscus sur la

xanthine oxydase.

Pour évaluer l'effet inhibiteur de la xanthine oxydase par les divers extraits de P.lentiscus
utilisés in vitro, I'allopurinol a été employé comme molécule de référence afin de mesurer l'action
inhibitrice de la XO.
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L'étude a révélé que la concentration inhibitrice a 50 % (IC50) de l'allopurinol est de
0.28+0.08 pg/mL, équivalent a 2.06x1073 umol/mL. Cette valeur concorde avec plusieurs études
de la littérature, notamment celles de Ahmad et al., 2008 , Huang et al., 2022 et Ha et al., 2022,
qui ont rapporté des IC50 allant de 0.1 a 1.57 pg/mL. De plus, les résultats de la présente étude
sont tres proches de ceux obtenus par Zhang et al., 2018 et Wang et al., 2021, qui ont mesureé des
valeurs de 2.69x107% umol/mL et 2.02x107% umol/mL, respectivement. Ces concordances avec
des travaux anterieurs attestent de I'efficacité et de la fiabilité de la méthodologie expérimentale

employée, confirmant ainsi la pertinence des résultats.

L'étude de I'effet inhibiteur de P.lentiscus sur la xanthine oxydase a été initiée au niveau
du laboratoire de Biochimie appliquée et des résultats préliminaires sur deux concentrations ont
été démontrés. L'extrait éthanolique des feuilles de P.lentiscus a montré une inhibition de l'activité
de la xanthine oxydase (enzyme purifiée) de 30.52+6.10 a 100 pg/mL, tandis que les fractions
aqueuses issues des extractions a I'hexane et au chloroforme ont démontré des inhibitions plus
élevées, respectivement de 72.74+2.63 et de 68.97+3.89 % a la méme concentration. De plus,
a une concentration de 50 pg/mL, ces fractions ont également montré des inhibitions significatives
de 54.70£2.63 et 51.82+1.28 %.

Dans la présente étude, le test d'activité anti-xanthine oxydase a été refait sur une enzyme
bovine purifiée et lyophilisée, afin de standardiser I'activité enzymatique et d'optimiser I'effet des
extraits de cette plante. Les extraits ont révélé une meilleure activité inhibitrice, avec un maximum
d'inhibition d'environ 84.80+0.84 % a 100 ug/mL pour I'extrait éthanolique. Quant a l'extrait
aqueux a montré une inhibition significative dés 5 pug/mL, avec une inhibition de 49.58+1.02%,
atteignant un maximum d'inhibition de 87.77+1.06 % a 100 ug/mL, et qui s’est distingué par une
valeur d’IC50 la plus faible (5.37+0.38 pg/mL). Cette derniere refléte un effet significativement
comparable a celui de I’allopurinol, ce qui indique la puissance de I’effet inhibiteur de cette plante

ainsi que la reproductibilité des résultats.

Parallélement, les IC50 mesurés par Boucheffa et ses collaborateurs pour les extraits de
feuilles de P.lentiscus sont de 140 pg/mL, 186 pg/mL, et 330 pg/mL pour les fractions butanol,
aqueuse résiduelle et aqueuse butanolique, respectivement. Ces valeurs indiquent une activité
inhibitrice significative de la xanthine oxydase. En comparaison, cette étude a révelé des 1C50 de
19.01 pg/mL pour I'extrait éthanolique et de 5.37 pug/mL pour I'extrait aqueux des feuilles de
P.lentiscus-qui démontrent une inhibition beaucoup plus puissante, en particulier pour I'extrait

aqueux.
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Cette difference d'efficacité peut étre attribuée a plusieurs facteurs, notamment une
méthode d'extraction plus efficace dans la présente étude, qui pourrait avoir mieux isolé les
composés phénoliques actifs, tels que les flavonoides et les acides phénoliques, connus pour leur
capacité a inhiber la xanthine oxydase. Boucheffa et al., 2022 ont également noté la richesse des
feuilles en ces composés, mais il est possible que le processus d'extraction a 1’éthanol dans cette

étude ait mieux muni pour extraire ces composés phénoliques.

D’une autre part, les extraits de feuilles de Pistacia integerrima obtenus avec différents
solvants ont montré des valeurs IC50 variées pour I'inhibition de la xanthine oxydase, comparable
aux extraits testés dans la présente étude, démontrant ainsi la richesse des especes du genre
Pistacia. En effet, I'extrait aqueux a présenté une 1C50 de 85 pg/mL, I'extrait éthanol-eau (4:1)
une IC50 de 59 pg/mL, et l'extrait éthanol-eau (1:1) une IC50 de 60 pg/mL. L'extrait au
chloroforme a affiché une IC50 de 44 pg/mL, I'extrait a I'acétate d'éthyle une 1C50 de 20 pg/mL,
et I'extrait de n-butanol a présenté la valeur la plus basse avec une IC50 de 19 pg/mL. En revanche,
la fraction insoluble a montré un IC50 supérieur a 100 pg/mL (Ahmad et al., 2008), mettant ainsi
en évidence l'efficacité variable des différents extraits de P.integerrima dans I'inhibition de la XO
avec l'extrait de n-butanol étant le plus efficace. En comparaison, les résultats de la présente étude
sur les feuilles de P.lentiscus montrent que 1’extrait aqueux, avec une IC50 de 5.37 pg/mL,
présente une inhibition presque quatre fois plus puissante que le meilleur extrait de P.integerrima,
le n-butanol (IC50 de 19 pg/mL). De méme, l'extrait éthanolique (1C50=19.01 pg/mL) est
comparable au meilleur extrait de P.integerrima, mais reste moins efficace que 1’extrait aqueux de

cette étude réalisée.

De plus, I'étude de Ha et al., 2022 sur les feuilles d'Anacardium occidentale L.
(Anacardiaceae) a montré une IC50 de 81.21 pg/mL pour I'extrait éthanolique, indiquant une
inhibition modérée de la xanthine oxydase, en comparaison avec l'extrait éthanolique des feuilles
de P.lentiscus (IC50 : 19.01 pg/mL). Toutefois, I'effet des feuilles d'Anacardium occidentale est
comparable a celui de [l'extrait aqueux des graines de P.lentiscus, qui a une IC50
de 72.55+£1.68 pg/mL. Cette comparaison met en évidence des différences significatives dans
I'efficacité inhibitrice des extraits de ces deux plantes sur la XO, suggérant que P.lentiscus pourrait
étre une source plus prometteuse de composés inhibiteurs de la XO par rapport

a Anacardium occidentale.
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Ces differences peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs, notamment la variation de la
composition chimique entre les deux espéces, les méthodes d'extraction utilisées et la
concentration des composés phénoliques actifs, tels que les flavonoides et les acides phénoliques.
La richesse des feuilles de P.lentiscus en composés phénoliques pourrait expliquer la meilleure

performance de ses extraits.

Par ailleurs, I'étude menée par Candan et son équipe, 2003, a démontré que I'extrait
méthanolique des péricarpes des fruits de Rhus coriaria L. (Anacardiaceae) est un inhibiteur non
compétitif de la xanthine oxydase, avec une IC50 de 172.5 pg/mL (Candan, 2003).
Conjointement, Ranjith Arimboor et ses collaborateurs, 2011, ont étudié les effets inhibiteurs
de I'extrait méthanolique des graines de Semecarpus anacardium (Anacardiaceae) et de ses
fractions sur l'activité de la xanthine oxydase. Les résultats indiquent que I'extrait méthanolique
des graines présente une IC50 de 253+9 pg/mL, tandis que la fraction d'acétate d’éthyle montre
une IC50 de 15645 pg/mL, révélant une activité inhibitrice significative, pendant que les fractions
de butanol, deau et dhexane présentent des IC50 plus élevées, soit 493+10, 378+8
et 891+12 pg/mL, respectivement. Ces résultats se sont avéres largement moins intéressant et
different significativement de ceux obtenus dans la présente étude (IC50 de 120.23+4.85
et 72.55+1.68 pg/mL, pour PG et PGA, respectivement).

De plus, le Tetrahydroamentoflavone (THA), isol¢ de la fraction d’acétate d’éthyle, a
démontré une activité inhibitrice remarquable de la xanthine oxydase avec une IC50
de 50+3 pg/mL, identifiant ainsi le THA comme le principal composé inhibiteur de la xanthine
oxydase dans les graines de Semecarpus anacardium , une espéce de la méme famille de
P.lentiscus (Arimboor et al., 2011). Ce résultat pourrait étre comparé a celui de I’extrait aqueux
des graines de la présente ¢tude, qui s’est avéré plus puissant que sont extrait brut (PG), suggérant
que l'extraction aqueuse améliore I'efficacité inhibitrice des composés présents dans cette partie

de la plante.

En parallele, afin d’évaluer plus précisément la validité de la phytothérapie dans le
traitement des ulcéres gastriques, il est crucial de reconnaitre la complexité multifactorielle du
développement de ces ulcéres. Un des éléments clés dans ce processus est I'implication de
Helicobacter pylori. Parmi les nombreux facteurs de virulence associés a H. pylori, l'uréase se
distingue comme un déterminant majeur de sa virulence et une caractéristique biologique
essentielle. En conséquence, l'uréase représente une cible thérapeutique idéale pour traiter les
infections a H. pylori (Abdel-Sater, 2011).
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Dans ce contexte, l'effet anti-uréase des différents extraits de P.lentiscus a été teste. L'acide
borique, connu pour étre un inhibiteur compétitif de l'uréase, a été utilisé comme molécule de
référence. Il agit en formant une liaison rapide et réversible avec I'enzyme, comme décrit par
Breitenbach & Hausinger, 1988. Cette référence a permis de mesurer et de comparer I'inhibition

de I'uréase par les extraits de P.lentiscus, fournissant ainsi un cadre pour évaluer leur efficacité.

En effet, des concentrations variées d'acide borique ont été employées pour examiner la
relation dose-réponse de cette molécule sur l'inhibition enzymatique. Tout au long des essais,
I'activité inhibitrice de I'acide borique a démontré une dépendance a la concentration, avec une
diminution progressive de I'activité enzymatique a mesure que la concentration de I'acide borique

augmentait. La valeur de I'lC50 a été déterminée a 499.5£29.27 pug/mL

Les résultats de cette étude peuvent étre comparés a ceux de Nabati et al., 2012, qui ont
évalué l'activité inhibitrice des extraits méthanoliques aqueux a 50% de plantes médicinales
traditionnelles iraniennes. 1ls ont trouvé que P.lentiscus avait une IC50 de 120 pug/mL. Ce résultat
est relativement proche de I'lC50 de 91.66 pg/mL obtenue pour I'extrait éthanolique des graines

de P.lentiscus dans la présente étude, mais largement différents avec les autres extraits testés.

En revanche, I'étude sur Pistacia vera a présenté une inhibition de 97.71+0.01% de
I'activité de l'uréase a une concentration de 10 mg/mL (Nabati et al., 2012). Ce niveau d'inhibition

est nettement inférieur et incomparable a celui observé pour P.lentiscus dans la présente étude.

Parallélement, I'étude menée par Benmohamed et son équipe (2023) a mis en évidence
I'efficacité de Pistacia atlantica en termes d'inhibition de I'uréase, en se concentrant sur les extraits
aqueux de fruits non mdrs ou des valeurs d'IC50 variables en fonction des régions, allant
de 48+7.5 a 100 pg/mL. Ces valeurs sont comparativement meilleures que celles de I'extrait
éthanolique des graines de P.lentiscus dans la présente étude (IC50 = 91.66+5.59 pg/mL).
Cependant, elles restent moins efficaces que I'extrait aqueux de graines étudié, qui a montré une
IC50 d'environ 17 pg/mL.

Par ailleurs, les résultats de la présente étude salignent avec ceux
de Ghias Uddin et ses collaborateurs (2016), qui ont évalué le profil inhibiteur de l'uréase de
I'extrait et des fractions de Pistacia atlantica ssp. Dans leur étude, I'extrait brut méthanolique a
démontré une inhibition de l'uréase significative (95.40 % a 0.2 mg/mL) avec une IC50 de
32.0+0.28 pg/mL.
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La fraction d'acétate d'éthyle s'est avérée encore plus efficace, présentant une inhibition de
100% avec une IC50 de 19.9 + 0.51 pg/mL a 0.2 mg/mL, tandis que les fractions d'hexane et de
chloroforme n‘ont montré qu‘une inhibition insignifiante (Uddin et al., 2016). En comparaison,

les extraits de P.lentiscus ont également montré une activité inhibitrice remarquable.

En outre, I'étude menée par Bai et al., (2014), l'activité inhibitrice des extraits
méthanoliques et aqueux des feuilles de Mangifera indica L. (Anacardiaceae) a été évaluée a une
concentration de 1 mg/mL. Les résultats ont montré des pourcentages d'inhibition de 13.64 % pour
I'extrait méthanolique et de 8.97 % pour I'extrait aqueux. En revanche, la présente étude démontre
une activité inhibitrice significativement supérieure. A une concentration de 750 pg/mL, nous
avons observé un pourcentage d'inhibition maximal de 100 % pour I'extrait éthanolique et
de 98.43 % pour I'extrait aqueux des feuilles de P.lentiscus. Ces données indiquent clairement que
les extraits utilisés dans la présente recherche possédent une efficacité inhibitrice nettement

supérieure.

D’une autre part, les résultats obtenus par Monteiro et al., 2019 sur le potentiel inhibiteur
de l'extrait méthanolique de Eugenia uniflora L. sur l'uréase ont montré des pourcentages
d'inhibition peu significatifs. Méme a la concentration la plus élevée testée (1024 pg/mL),

I'inhibition n'a atteint que 20 %.

De méme, dans I'étude menée par Meziant et ses collaborateurs en 2021, I'activité anti-
uréase des extraits de pelures de différents cultivars de Ficus carica a été testée. Les extraits ont
été prépareés en utilisant du méthanol acidifié avec 5 % d'acide citrique. Tous les extraits ont montré
des activités inhibitrices de l'uréase avec des valeurs d'IC50 comprises entre 927.19 et
1426.78 pg/mL (Meziant et al., 2021). Ces résultats indiquent une efficacité inhibitrice nettement

inférieure comparée a celle observée dans la présente étude par P.lentiscus.

Cette différence notable dans I'efficacité inhibitrice des extraits de P.lentiscus, peut étre
attribuée a plusieurs facteurs, notamment les variations dans les méthodes d'extraction et le
processus de délipidation. En plus, I'extraction aqueuse, réalisée de maniere différente dans cette
étude, semble avoir amélioré I'efficacité inhibitrice des composés présents dans les graines de
P.lentiscus. Cela suggére que les techniques d'extraction jouent un rdle crucial dans la

concentration et I'efficacité des composés bioactifs.
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Les effets remarquables des différents extraits testés sont, d’une part, liés a une synergie
de divers composés bioactifs, I'isolation et I'étude des molécules purifiées permettent de déterminer
avec précision les mécanismes d'action et I'efficacité de chacune. En passant de I'analyse globale
des extraits de plantes a I'examen des molécules purifiées, nous pouvons mieux comprendre les
interactions complexes et optimiser leur utilisation thérapeutique. Pour approfondir notre
compréhension des bienfaits des extraits de plantes, il est essentiel de se pencher sur les molécules
spécifiques qui les composent. De ce fait, plusieurs études ont rapporté¢ 1’effet de plusieurs

molécules pures, qui ont été caractérisées dans les différentes parties de P.lentiscus.

L'étude réalisée par Nagao et al., 1999, plusieurs composés ont démontré une activité
inhibitrice significative sur la xanthine oxydase. Parmi ceux-ci, la quercétine s'est distinguée par
sa forte activité inhibitrice avec une IC50 de 0.13 pg/mL, indiquant qu'une concentration
relativement faible est nécessaire pour inhiber de maniére significative l'activité de la XO. Cette
observation est corroborée par les travaux de de Zhang et al., 2018 ; Mohos et al., 2019, qui ont
rapporté des IC50 de 2.74+0.04x107° mol/l (0.83 ug/mL) et 1.4 uM (0.42 pg/mL), respectivement.

En revanche, les résultats de Yuan et al, 2019 montrent des IC50
de 0,0001 pmol/ | (3.02x107° pg/mL) pour la quercétine, mettant en évidence des variations
significatives entre les études.

Le kaempférol a également démontré une inhibition efficace avec une 1C50 de 0.19 pug/mL
(Nagao et al., 1999) bien que (Yuan et al., 2019) aient rapporté des 1C50 de 0.005 pmol/l
(1.43 x 1073 ug/mL) pour ce composé, indiquant encore une fois des divergences notables.

De plus, la lutéoline démontre une bonne capacité inhibitrice avec une IC50 de 0.27 pg/mL
(Nagao et al., 1999). Ces résultats sont comparables a ceux décrits par (Balazs et al., 2023) ou la
lutéoline et ses dérives sulfates ont montré une 1C50 de 0.04 pg/mL, indiquant un puissant effet
inhibiteur sur la xanthine oxydase. Par ailleurs, le lutéoline glucuronide a exhibé une IC50 de 1.46
pug/mL, soulignant son efficacité en tant qu'inhibiteur de la XO. Ces observations mettent en
considération la variabilité de I'efficacité inhibitrice de la lutéoline et de ses dérivés en fonction de
leurs structures chimiques spécifiques. En revanche, la myricétine a présenté une 1C50 de 0.40
pg/mL , avec des résultats confirmés par Balazs et ses collaborateurs (2023), qui ont révéle des

IC50 de 0.04 et 0.07 pg/mL pour la myricétine sulfate et la myricétine, respectivement.
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En revanche, Bhouri et ses collaborateurs ont étudié 1'effet de 1’acide digallique (ADG),
extrait des fruits de P.lentiscus, sur l'activité de la xanthine oxydase. Les résultats ont révélé que
le ADG n'inhibait pas significativement I'activité de la XO (21% a 150 pg/mL). Ces résultats sont
cohérents avec d'autres études suggérant que les dérivés galliques sont des inhibiteurs négligeables
de la XO, qui pourraient étre attribuées a plusieurs facteurs, notamment sa structure moléculaire,

son interaction avec I'enzyme, et son mécanisme d‘action (Bhouri et al., 2010).

En outre, les résultats décrits par Al-Rooqi et son groupe (2023) ont révélé des
découvertes significatives concernant les flavonoides, tels que la quercétine, la myricétine, le
catéchin, et d'autres, en ce qui concerne leur capacité a inhiber I'enzyme uréase. Cette étude a
souligné que l'efficacité inhibitrice de ces composés dépend largement de leur structure
moléculaire, notamment de I'emplacement et du type de groupes fonctionnels présents.

En effet, les travaux menés par Dehkharghanian et son équipe (2010), ont rapporté que
la différence de polarité entre les solvants est responsable de la variabilité du type, de la
composition et des activités biologiques des composés phytochimiques. Par conséquent, I'affinité
des molécules extraites par le solvant joue un r6le déterminant dans l'activité de ces composés. De
plus, la diversité des composés phytochimiques présents dans P. lentiscus, tels que les flavonoides,
notamment les flavonols (myricitrine, quercetrin...) et autres composés phénoliques, pourrait

expliquer la performance supérieure observée (Dehkharghanian et al., 2010).

A cet égard, pour mieux comprendre les modeles d'interactions moléculaires potentiels
entre I'enzyme XO et les extraits de P.lentiscus, nous avons réalisé le docking moléculaire pour
élucider l'interaction entre les molécules bioactives contenues dans 1’extraits des feuilles de

P.lentiscus et la protéine XO.

Le choix a été fait suite aux résultats expérimentaux obtenus dans la présente étude ou
I’extrait des feuilles a exhibé 1’activité la plus €levée, a savoir 1’activité inhibitrice de la XO et de
I’uréase. Le choix des biomolécules pour le docking moléculaire est basée sur la littérature, ou il
a été rapporté une richesse de cette partie de plante en 5 classes majoritaires, a savoir, les acides
phénolique, notamment 1’acide gallique, les flavonoides spécialement les flavonols et flavanols,
dont I’isoquercétine (quercetin-3-glucosylé) et la catéchine, respectivement, les ellagitannins
(acide ellagique), et enfin les dérivés galloyls (acide quinique-3-galloyl, également appelé
theogallin) (Rodriguez et al., 2013 ; Detti et al., 2020 ; Elez Garofuli¢ et al., 2020 ;
Boucheffa et al., 2022).
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Le docking moléculaire a eté couramment utilisé pour améliorer la compréhension des
interactions des complexes ligand-protéine. Dans I'étude actuelle, les calculs de interactions
moléculaires ont été effectués par AutoDock 4. Le protocole du docking moléculaire a été validé
avec un RMSD de 2.77 qui est en accord avec 1’étude de Ramirez & Caballero (2018) ou des

valeurs inférieures a 3 sont considérées acceptables.

La xanthine oxydase (XO) possede deux sites distincts de liaison au substrat ; le site actif
de la molybdene molybdoptérine (Mo-pt), ou se déroule I’oxydation catalytique de la xanthine,
réduisant le molybdene de Mo (V1) a Mo (I1V), et le centre de flavine adénine dinucléotide (FAD),
ou I’oxygéne du substrat est réduit avec des électrons transférés, générant ainsi du superoxyde
(O2) ou du peroxyde d’hydrogene (H202). Ces trois domaines de la XO (2Fe-2S, FAD, Mo-pt)
sont tous des sites actifs cruciaux dans la réaction catalytique (Fitria et al., 2019 ;
Ghallab et al., 2022). Il est bien connu que différents types d’inhibiteurs peuvent se lier a ces

sites, perturbant ainsi la liaison entre le substrat et XO, et réduisant I’activité catalytique de XO.

L’allopurinol, un analogue de la xanthine, agit comme un inhibiteur compétitif de la XO.
Il est bien démontré, qu'il se lie a la cavité prés du centre Mo-pt, occupant le site de liaison du
substrat et empéchant ainsi le déroulement normal de la réaction catalytique (Zhu et al., 2021), en
formant plusieurs interactions avec des acides aminés du site actif, notamment, une liaison
hydrogéne avec le résidu Glu802 et d’autres types de liaison entre les autres résidus du site actif a
savoir, Ser876, Leu873, Phe914 et Ala1079.

Il est important de noter que, I’allopurinol apres sa fixation au site actif de la xanthine
oxydase, est ensuite hydroxylé par cette enzyme pour donner de I’oxipurinol, qui agit comme
I’inhibiteur puissant et actif de la XO dans les milieux biologiques, qui a son tour se lie de manicre
covalente a I’ion molybdéne réduit Mo(IV)de I’enzyme et inhibe la catalyse
(Ghallab et al., 2022). Cela pourrait expliquer le score d’amarrage relativement faible de
I’allopurinol dans les résultats, in silico. Dans la présente étude, le score d’amarrage de
I’allopurinol est de -8.10 Kcal/mol, considéré meilleur & celui rapporté par Boucheffa et ses
collaborateurs, (2021) qui ont obtenu un score de -6.819 Kcal/mol, ainsi qu’a et celui de Zheng
et son équipe, 2024, qui ont trouvé un score de -7.291 Kcal/mol. Toutefois, il convient de noter
que cette différence est liée au protocole d'amarrage utilisé (Glide fourni par Schrédinger), mais

qui restent des résultats qui témoignent des interactions fortes de 1’allopurinol avec la XO.
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Par ailleurs, les résultats d’amarrage moléculaire ont révélé que le theogallin, la catéchine,
isoquercitine et I’acide gallique avaient les énergies de liaison les plus faibles, indiquant ainsi des
affinites de liaison plus fortes avec des scores respectifs de -12.62, -12.13, -11.28 et -9.36 kcal/mol.
Toutes ces molécules présentaient une énergie de liaison inférieure a celle du médicament
approuve, allopurinol (-8.10 kcal/mol), suggérant que l'extrait de P.lentiscus contient des

inhibiteurs potentiels de la xanthine oxydase (XO).

De plus, les flavonoides sont généeralement reconnus pour leur puissante activité inhibitrice
de la XO, en raison de leurs caractéristiques structurelles. L'hydroxylation, la méthylation et la
glycosylation jouent un role essentiel dans cette inhibition (Boucheffa et al., 2022).
L’isoquercétine s'est révélée étre un puissant inhibiteur de la xanthine oxydase (XO). Elle adopte
une orientation spécifique dans le site de liaison de I'enzyme, ou ses groupements hydroxyles
forment des liaisons hydrogéne avec des résidus catalytiques clés, notamment Glu802. Ce mode
d'interaction est supérieur a celui de I'allopurinol, bien qu'ils partagent le méme acide aminé dans
le site actif. Cela explique la capacité de I’isoquercétine, une biomolécule présente en

concentration élevée dans les feuilles de P.lentiscus, a inhiber efficacement la XO.

Dans 1’étude de Mehmood et ses collaborateurs (2020), il a été démontré que la structure
glycosylee de la quercétine, pourrait présenter une activité inhibitrice moindre par rapport & son
aglycone correspondant (quercétine). Cette réduction de I’activité inhibitrice peut étre due a
l'augmentation de la taille du composé, ce qui renforce les interactions répulsives dans la poche
active de la XO, constituant un obstacle a la formation du complexe flavonoide-XO
(Mehmood et al., 2020).

D’une autre part, la catéchine, un flavanol, présente un score d’amarrage plus faible que
I’isoquercétine. Cependant, cette derniére se lie mieux & la XO, suite a la présence de trois liaisons

covalentes, contrairement a la catéchine qui n’en présente aucune (Lin et al., 2002).

La molécule theogallin de sa part, présente I’énergie de liaison la plus élevée parmi tous
les composés testés, y compris la molécule de référence. Ce résultat s'explique par sa position
distinctive dans le site de liaison de la XO, liée a son cycle aromatique riche en groupements OH,
qui sont en relation avec la formation de plusieurs types de liaison (liaisons hydrogene et
covalentes). De méme, 1’interaction n-stacked avec Ser1080, contribue davantage a la stabilité du

theogallin dans la poche de liaison, rapporté aussi dans 1’étude de Boucheffa et son équipe.
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Par ailleurs, 1’acide gallique a exhibé une énergie de liaison de I’ordre -9.36 Kcal/mol, qui
s’avere meilleurs avec les travaux de Zheng et ses collaborateurs (2024), qui ont obtenu un score
de -7.245 kcal/mol, en utilisant le protocole du docking Glide (Zheng et al., 2024), mais qui reste
largement inférieur au résultat obtenu par Shaik et son équipe (2021), qui ont obtenu un score
extrémement faible de -30.88 kcal/mol, avec le logiciel GOLD 3.0.1 (Shaik et al., 2021).

En revanche, I’acide ellagique présente la plus faible énergie de liaison parmi les composés
testés, avec un score de -7.49 kcal/mol, bien que comparable a celui de I’allopurinol. Cette faible
énergie de liaison s'explique par 1’absence de liaisons covalentes, contrairement a 1’allopurinol.
En revanche, le theogallin, le plus puissant inhibiteur de la XO, se distingue par ses interactions
hydrogene et sa richesse en groupements hydroxyle. De plus, les liaisons z-sigma, considérées
comme des interactions covalentes indirectes, jouent un réle crucial en tant que forces motrices

principales dans la combinaison entre le ligand et la XO (Zhao et al., 2020).

Tous ces interactions, associées a des interactions hydrophobes avec des résidus d'acides
aminés catalytiques cruciaux, stabilisent davantage les interactions protéine-ligand et inhibent

séquentiellement I'activité catalytique de I'enzyme (Baki Kekilli et al., 2021 ; Shen et al., 2021).

De ce fait, les extraits de P.lentiscus, montrent une activité inhibitrice significative notamment
contre la xanthine oxydase ainsi que 1’uréase, surpassant plusieurs autres extraits étudiés dans la
littérature, en comparaison aux extraits de la méme espece ou d’especes de la méme famille. Ces
résultats suggerent que P.lentiscus pourrait étre une source prometteuse de composés naturels pour
le développement de nouveaux agents thérapeutiques dans la gestion des troubles liés a
I'nyperuricémie et les ulcéres causés par H.pylori. La richesse de cette plante en composés
phénoliques actifs, tels que les flavonoides et les acides phénoliques, pourrait expliquer son

efficacité supérieure et justifie son utilisation potentielle dans des applications médicinales.
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L'étude actuelle a été entreprise, en tenant compte de la nécessité de recherche de nouveaux
inhibiteurs de la xanthine oxydase et de 1’'uréase. Pour ce faire, Pistacia lentiscus, une plante
médicinale locale, a été sélectionnée sur la base de son utilisation traditionnelle dans le traitement
de diverses maladies inflammatoires, notamment les inflammations intestinales et gastriques et

I'arthrite goutteuse.

Nous avons entrepris deux volets, une étude expérimentale en testant 1’effet des extraits de
P.lentiscus sur I’inhibition de la XO et de I’uréase, ainsi le pouvoir antioxydant par la méthode de
FRAP a été évalue.

Par la suite, les relations protéine-ligand de quelques composés, rapportés en
concentrations élevées dans I'extrait principal, notamment les feuilles de P.lentiscus, ayant exhibé
les activités biologiques les plus prononcées, a été étudié au moyen d'expériences du docking
moléculaire, afin d’explorer les mécanismes d’inhibition de la XO.

Les résultats ont révél¢é une activité antioxydante remarquable de 1’extrait éthanoliques des
feuilles de P.lentiscus, avec une concentration de 281.52+21.99 mM Eq.Trx/mg d'extrait.
Cependant, le reste des extraits ont exhibé des valeurs comprises entre 29.23+5.15

et 60.16+8.22 mM Eq.Trx/mg d'extrait, qui s’averent de méme trés puissants.

Par ailleurs, l'inhibition de la xanthine oxydase, a démontré des IC50 de 5.37+0.38
a120.23+4.85 ug/mL, ou I'extrait aqueux des feuilles de P.lentiscus s’est distingué avec la plus
faible valeur d'IC50 (5.37+0.38 pg/mL). En revanche, 1’étude de 1'activité anti-uréase, révele la
puissance de I'extrait brut des feuilles, par contre, avec une IC50 de 12.69+0.95 pg/mL. Toutefois
le reste des extraits ont exhibé des IC 50 considérées remarquables et refletent la puissance de

I’effet anti-ulcére.

Ces résultats ont été prouvé par des études, in silico de bio-informatiques, qui ont déterminé
le mécanisme d'inhibition et les interactions avec les acides aminés du site actif de la xanthine
oxydase. En effet, I’amarrage moléculaire a été réalisé sur plusieurs molécules, a savoir l'acide

galligue, I'acide ellagique, la catéchine, I'isoquercétine et le theogallin.

Les résultats de l'amarrage moléculaire ont révélé que le theogallin, la catéchine,
I'isoquercétine et l'acide gallique avaient les énergies de liaison les plus faibles, inférieur
a -8.10 kcal/mol, indiquant ainsi une affinité de liaison plus forte par rapport a l'allopurinol.

Contrairement a 1’acide ellagique qui a démontré 1’énergie la plus faible.
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Le mécanisme d'action de ces molécules repose principalement sur des interactions
hydrogéne avec les sites actifs de I'enzyme, notamment 1’acide aminé GLUS802. D'autres types
d'interactions, telles que les liaisons covalentes, les interactions m-sigma et m-empilée, ont

également été observées, renforcant ainsi l'interaction étudiée avec la xanthine oxydase.

Cette étude confirme le potentiel thérapeutique de P.lentiscus, en particulier ses extraits
éthanoliques et aqueux des feuilles, dans le traitement des maladies inflammatoires et des

pathologies associées a l'activité de la xanthine oxydase et de l'uréase.

Les résultats obtenus ouvrent la voie a de nouvelles recherches pour approfondir la
compréhension des méecanismes d'action et explorer davantage les applications cliniques de cette

plante.

Cette étude ne reste que préliminaire et peut servir de référence de base pour d’autres
recherches et plusieurs perspectives peuvent étre envisagées :

e Caractérisation des molécules présentes dans les différentes parties de P.lentiscus et
application du Docking moléculaire, afin d’élucider leurs mécanismes d’action a 1’échelle
moléculaire.

e Une étude plus approfondie de l'inhibition de I'enzyme uréase par les composés de
P.lentiscus, in silico est nécessaire.

e Une analyse ADMET fournirait des informations précieuses sur le comportement des
molécules de P.lentiscus dans I'organisme, y compris leur biodisponibilité, leur stabilité
métabolique, leur distribution tissulaire et leur profil de toxicité.

e Une étude des effets synergiques entre différents composés présents dans les extraits de
P.lentiscus, pour déterminer s'ils peuvent agir de maniére concertée pour améliorer
I'efficacité thérapeutique globale et passer aux études cliniques, afin de développer des

formulations pharmaceutiques.
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ANNEXE 01 : Matériel du laboratoire

Centrifugeuse (Sigma) ; Spectrophotometre UV-Vis (SHIMADZU) ; Balance de précision
(RADWAG, Max=220g, d=0,001g); Agitateur eélectromagnétique (VELP); pH métre
(HANNA) ; Sonicateur (Raypa) ; Vortex (VELP); Microplaque 96 puits; Un lecteur
de microplaques (Synergy), Lyophilisateur (CHRIST Alpha 1-2 LDplus freeze dryests,
Germany); Micropipettes ; éprouvettes, erlenmeyers; spatules; pipettes; poires; béchers;

entonnoirs ; tubes a essais ; eppendorfs. ..

ANNEXE 02 : Produits chimiques

Albumine du sérum bovin BSA (SIGMA-ALDRICH) ; Phénol (CeHsO) (SIGMA-
ALDRICH) ; Sodium dihydrogéne phosphate (NaH2PO4) (PROLABO) ; Hydrogénophosphate de
sodium (NazHPO4) (PROLABO) ; Urée (CHsN20) (Honeywell Fluka) ; Uréase (SIGMA);
Sodium hydroxide (NaOH) (Riedel-de-Haén) ; Hypochlorite de sodium (PROLAB) ; Xanthine
(CsHaN4O2) (SIGMA) ; Xanthine oxidase from bovine milk (SIGMA) ; Ethanol ; Méthanol ; Ethyl
acetate ; Chloroforme (BIOCHEM CHEMPHARMA) ; Sodium nitroprusside (CsFeNsNa2O)
(MERCK).

ANNEXE 03 : Courbe d’étalonnage Trolox du pouvoir anti-oxydant de réduction du fer (FRAP).

08 - y = 2,6351x + 0,0336
R2=0,9991
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Résumé

Cette étude explore le potentiel de Pistacia lentiscus, une plante médicinale traditionnelle, comme
source de nouveaux inhibiteurs de la xanthine oxydase (XO) et de I’'uréase, des enzymes clés dans
le traitement de la goutte et de 1’ulcére gastrique, respectivement. L’activité antioxydante des
extraits ethanoliques et aqueux des feuilles, écorces des racines et graines de P.lentiscus et leur
effets inhibiteurs sur la xanthine oxydase et 1’urease, in vitro ont été evalués. Les extraits
éthanoliques des feuilles ont montré une activité antioxydante remarquable
(281,52 + 2199 mM Eq.Trx/mg dextrait) et wune forte inhibition de la XO
(IC50 de 5,37 +£ 0,38 pg/mL) et de ’uréase (IC50 de 12,69 + 0,95 pg/mL). Les études in silico du
docking moléculaire ont révéle une forte affinité de liaison avec la XO du théogalline, la catéchine,
I'isoquercétine et l'acide gallique, principalement via des interactions hydrogéne avec 1’acide
aminé GLUB802. Ces resultats mettent en évidence le potentiel thérapeutique de Pistacia lentiscus
pour le traitement des maladies inflammatoires et des pathologies associées a l'activité de la XO
et de l'uréase, ouvrant la voie a de futures recherches cliniques.

Mots clés : Pistachia lenticus, xanthine oxydase, uréase, antioxydant, docking moléculaire

Abstract

This study investigates the potential of Pistacia lentiscus, a traditional medicinal plant, as a source
of novel inhibitors for xanthine oxidase (XO) and urease, a key enzymes in the treatment of gout
and stomach ulcer, respectively. The antioxidant activity and in vitro inhibitory effects on XO and
urease of ethanol and aqueous extracts from the leaves, root bark, and seeds of P.lentiscus have
been evaluated. The ethanol extracts obtained from the leaves exhibited significant antioxidant
activity, with a value of 281.52 + 21.99 mM Eq.Trx/mg of extract. Additionally, these extracts
demonstrated considerable inhibition of XO, with an IC50 value of 5.37 + 0.38 pg/mL, as well as
urease inhibition, with an IC50 value of 12.69 £ 0.95 ug/mL. In silico studies on molecular docking
have demonstrated that theogallin, catechin, isocercetine, and gallic acid, chemicals found in the
leaves part, exhibit a strong affinity for XO. This affinity is primarily due to hydrogen interactions
with the GLU802 amino acid. The findings emphasize the therapeutic capacity of P.lentiscus for
the treatment of inflammatory diseases and pathologies associated with XO and urease activity.
This serves as the foundation for a future clinical investigations.

Keywords : Pistacia lentiscus, Xanthine oxidase (XO), Urease , Antioxidant , Molecular docking
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