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INTRODUCTION 

La Xanthine Oxydoréductase (XOR) est une enzyme responsable du catabolisme des 

purines à travers le passage en hypoxanthine, xanthine  en finissant par la formation de l’acide 

urique (Battelli et al., 2014). Il a été démontré que cette enzyme peut être à l’origine de 

certaines maladies invalidantes et parfois incurables telles que : la goutte, problèmes rénaux et 

autres (Day et al., 2016). 

Cette enzyme est localisée principalement dans le lait et le foie (Battelli et al., 2018). La 

présence de la XOR a été constaté dans les globules gras du lait (MFGM) présentes dans le 

lait de vache sous forme Oxydase (Danthine et al., 1999), dont la XO est la cause majeure de 

cet excès via la création du stress oxydant (Nagao et al., 1999). Les EROs produits au cours 

du fonctionnement de la XO provoquent des endommagements au niveau de l’organisme. La 

prise des antioxydants équilibre la balance du stress oxydatif sauf que cela peut devenir 

difficile dans le cas des concentrations élevées en Xanthine Oxydase (Sechi et a.l, 2017). 

Les traitements antiXOR comme l’Allopurinol et ses dérivés sont utilisés pour le 

blocage de l’activité enzymatique de la XOR mais ces dernières années des études ont montré 

leurs effets indésirables à titre d’exemple l’hypersensibilité, maladies rénales…..etc. ; lors des 

prises  de ces médicaments à long terme (Changyi Chen et al., 2016). 

Aujourd’hui  l’objectif recherché par tout scientifique reste la découverte de traitements 

moins toxiques et avec moins d’effets secondaires (l’Allopurinol ayant révélé ses limites) 

(Sheena N. Ramasamy et al., 2013). Les recherches s’orientant désormais vers la découverte 

des molécules naturelles ayant un effet biologique tel que les polyphenols par l’étude de leurs 

taux et mode d’inhibition.  

Le but de notre étude est la recherche d’une meilleure connaissance de la XOR déjà 

étudié par nos ainés et qui semble n’avoir pas révélé tous ses secrets. 

Ce travail  a été organisé en chapitres essentiels : 

Le premier chapitre, consacré à l’étude bibliographique de la XOR, renferme une 

brève présentation de cette enzyme.  

Dans le deuxième chapitre, nous aborderons le stress oxydant, sa définition ainsi 

qu’une mise au point sur les radicaux libres. 

Le troisième chapitre comporte les polyphenols. 

            Ensuite, un chapitre où  nous exposerons les matériels et les méthodes relatives à nos 

travaux,  

Enfin, le dernier chapitre, sera réservé aux résultats obtenus, aux discussions et 

interprétations concernant la teneur en composés ciblés et l’activité étudiée. Suivis par une 

conclusion générale. 
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I. Xanthine oxydoréductase (XOR) 

I.1. Définition de la XOR 

La XOR est une enzyme de nature flavoenzymatique intégrant le Mo dans sa structure 

(Rouquette et al., 1998 ; Battelli et al.,2016), ce qui l’apparente au groupe des molybdènes 

fer-soufre flavinhydroxylases (George, 2009). L’enzyme à été identifiée la première fois par 

Schardinger en 1902 (Schardinger, 1902). 

Il s’agit d’une enzyme qui catalyse la réaction des bases puriques (provenant des acides 

nucléiques dégradés) en acide urique. Cette enzyme joue un rôle dans plusieurs autres 

réactions comme l’oxydation des ptéridines et des pyrimidines ainsi que celle de 

l’hypoxanthine en xanthine (Jean Pelmont,1997) (Figure 1). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Production et métabolisme de l'acide urique                                      

( Duk-Hee Kang et Sung-Kyu Ha , 2014) 

 La XOR possède deux formes :  

- La Xanthine déshydrogénase (XDH) (EC 1.1.1.204) a un rôle réducteur du NAD et de 

l’O2 (Berry et al., 2004). 

- La Xanthine oxydase (XO) (EC 1.1.3.22) dont l’O2 est le capteur des électrons 

(Pelmont, 1997). 

Généralement la XDH est la plus présente, mais dans  certaines conditions qui peuvent 

atteindre l’organisme (ischémie ou l’hypoxie), la XDH est convertie en XO (James et Hille, 

2009).  
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I.2. Conversion entre la XDH et la XO  

 La conversion se déroule soit par protéolyse partielle (étape irréversible) ou par 

oxydation du groupe sulfhydrile ou enzymatique des groupes thiol (étape réversible) 

(Pelmont, 1997, Battelli et al., 2018) (Figure 2).. 

Deux étapes sont mises au point : 

- Apparition rapide d’un pont disulfure initial (la forme XOR intermédiaire capable de 

changer les électrons avec le NAD+  et l’O2). 

- Apparition lente d’un pont disulfure secondaire. 

 La liaison se fait au niveau des domaines à Mo et FAD par les résidus cystéines du 

peptide de liaison (Pelmont, 1997)  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 :   le mécanisme d’inter conversion entre la XDH et la XO (Day et al., 2016). 

I.3. Origine et structure 

La XOR est une protéine produite au niveau cellulaire et dans le lait où elle permet la 

production du H2O2. Cette enzyme donne au lait la propriété antibactérienne selon  Reinhardt 

et Lippolis ,2006. 

La XOR est un homodimére (300 kDa) contenant deux sous unités dont chacune 

contient 3 domaines reliés à un cofacteur déterminé ; le domaine extracellulaire (1-165AA) a 

deux centres Fe2-S2 dont chaque sous domaine ,un domaine inter membranaire (226-531AA) 

renfermant un centre flavinique (FAD), et un peptide C-terminale (590-1332 AA)qui contient 

un cofacteur Mo qui est la Molybdoptérine (Pelmont, 1997 ; Berry et Hare, 2004). 
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La séquence en AA du complexe molybdoptérique (MoCo) est la partie la plus réservée 

chez l’homme, les rats et les souris (Berry et Hare ,2004). La régulation de la sécrétion de la 

XO est pré et post transcriptionnelle sous l’effet de l’H2O2 et le Ca
2+ 

(Hamlaoui, 2014) ( 

Figure 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Structure de la XOR bovine (Takeshi Nishino et Ken Okamoto, 2014) 

 

I.4.Distribution et localisation de la XOR 

La production de la XOR se fait chez les espèces procaryotes et eucaryotes d’origine 

animale ou végétale mais l’activité catalytique  de cette enzyme est plus fréquente chez les 

mammifères. L’ARNm de la XOR a été identifié dans les différents types de cellules de 

l’organisme sauf que la transcription est élevée dans le foie et l’intestin. 

L’activité enzymatique de l’enzyme est plus importante dans le sang, le lait surtout celui 

des bovins et dans les cellules endothéliales humaines (Maria Battelli et al ,2014). 

Des études réalisées sur le lait ont montré la présence de la XOR au niveau des 

membranes cellulaires des surfaces internes sous forme de  XO et de XDH qui montre une 

quantité considérable. La XO libre est localisé sur les surfaces externes des membranes jouant 

un rôle dans l’immunité innée, par contre  la XOR interne exerce un effet  sur les lipides 

(Silanikove et Shapiro, 2007). 
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Les recherches histochimiques post-mortem sur les tissus humains ont révélé la 

présence d’une haute activité enzymatique exceptionnellement au niveau de cellules 

sinusoïdales, périportales et péricentrales hépatocytaires, ainsi qu’au jéjunum : les 

entérocytes, les cellules caliciformes et la lamina proparia sous la membrane basale (Arnold 

kooij et al., 1993). Dans les conditions physiologiques, les cellules hépatocytaires mortes 

libères la XOR au niveau du plasma avec des quantités infimes (Battelli et al., 2018) 

 

I.5.Fonctions physiologiques et physiopathologiques de la XOR 

I.5.1. rôle physiologique de la XOR 

La XOR a de multiples rôles au niveau de l’organisme, parmi ces derniers les réactions 

d’hydroxylation des purines, ptérines, azopurines, rétinol et des aldéhydes. Ainsi que la 

conversion de l’hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide urique (George et Sruthers, 

2009 ; Battelli et al. ,2014) 

L’enzyme est un agent antimicrobien contre les bactéries NO (Monoxyde d’azote) 

dépendantes in vitro, mais son rôle comme agents antimicrobien est limité in vivo vu 

l’apparition de la gastroentérite chez les enfants qui sont nourris avec le lait maternel (Berry et 

Hare, 2004) .Ces propriétés bactéricides font de cette enzyme une troisième ligne de défense 

au niveau du tube digestif (Harrison, 2002).  

La XOR rentre dans la détoxification hépatique en agissant sur les xénobiotiques et elle 

permet la réduction de l’O2, le bleu de méthylène, NAD+  et le ferricyanure (Battelli et al, 

2014). Parmi les fonctions de la XOR il y a la libération du fer à partir des réserves hépatiques 

(Topham et al., 1982) ainsi que sa participation dans l’absorption intestinale sous forme de 

ferro-oxydase (Pelmont, 1997).  

Les espèces réactives de l’O2 produites par l’enzyme possèdent un rôle très important 

dans le déclenchement de la réaction immunitaire lors des infections et des lésions (Battelli et 

al. ,2014) autrement dit un rôle dans la traduction du signal (Finkel, 1998). La XO permet la 

conversion de retinaldéhyde en acide rétinoïque jouant un rôle dans l’inhibition de l’infection 

virale par le contrôle de la prolifération, de la carcinogénèse et autres (Taïbi et al. ,2001).   
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 I.5.2. rôle physiopathologique de la XOR 

 Les espèces réactives générées par la XOR induisent à la sortie du contenu lysosomale 

comme conséquence  de la peroxydation lipidique par ces ERO ; ainsi que l’altération du 

matériel génétique et/ou proteomique. (Berry et Hare, 2004). 

Toute élévation de la concentration de XOR est due à des modifications à l’échelle 

métabolique. Une telle augmentation peut accumuler l’acide urique provoquant par la suite 

des problèmes cardiovasculaires, hypertension, dérèglement du métabolisme lipidique 

induisant une obésité, une insulino-résistance et la déstabilisation du système immunitaire via 

l’activation des macrophages et des plaquettes .Ces changements amèneront à la production 

d’adiponectine ,leptine et activation des cellules T qui activent l’IL-6 ,TNF ( facteur de 

nécrose tumorale) et le NF-KB agissants à leurs tour sur la voie d’IGF qui inhibe le BAD 

(Bcl2 associated death promoter ) ce qui fait le risque d’apparition des cancers (Battelli et al., 

2018). 

 Les études réalisées sur la XDH des rats ont démontré que la diminution de cette 

enzymes empêche l’élimination du fer non-héminique  du foie (Topham et al. ,1982).  

 L’abus de l’alcool soulève le taux des radicaux libres au niveau du foie, sous l’effet de 

l’éthanol  qui donne le radical hydroxy-éthyl et la CYP2E1 (protéine membranaire de la 

famille du cytochrome).L’ADH a un rôle dans la production du NADH se qui fait des 

radicaux libres sous l’influence de la XOR (Conde De La Rosa et al., 2008)  

ADH déshydrogénase+ CYP2E1 

                     Ethanol                                          Acétaldéhyde  

Les tissus blessés tel que les maladies pulmonaires chroniques sont en exposition aux 

stress oxydatif relié à la haute activité de la XO vue les conditions de l’hypoxie (Heunks et 

al., 2019). 

I.6. Inhibiteurs de la XOR 

Le traitement par les inhibiteurs de la XOR est prescrit pour les patients atteints de 

goutte et de syndromes reliés tel que l’hypertension, atteintes rénale et autres (Day Ro et al., 

2016).Mais la survenue des effets indésirables des inhibiteurs analogues au substrat comme 

l’hypersensibilité, hépatotoxicité, toxicité nécrolyse …etc., a poussé la société scientifique a 

cherchée d’autres inhibiteurs avec moins de danger (Chen et al., 2016). 
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 I.6.1.Inhibiteurs analogues aux substrats 

  I.6.1.1. Allopurinol  

Allopurinol, ou [1,5-dihydro-4h-pyrazolo [3,4-d] pyrimidine-4-one] (Pacher ,2006 )  est 

un analogue d’hypoxanthine, dirigé contre : l’arthrite gouteuse aigue, calcules néphrétiques, 

hyperuricémie induite par la chimiothérapie et les maladies cardiovasculaires    ( Chen et al., 

2016).Il faut noter que l’utilisation de ce produit remonte à une quarantaine d’années(Sruthers 

et Shearer ,2012 ) sauf que ces dernières années des études ont démontré que cette molécule 

peut engendrer des dommages au niveau des reins (Nihon Rinsho,2008). 

 L’effet pharmacologique est établi par l’Oxypurinol (Alloxanthine) (produit de 

l’hydrolyse de l’Allopurinol par la XO) où l’inhibition de la XOR s’effectue lors de la liaison 

avec le Mo (Chen et al., 2016) et non pas le site FAD (Battelli et al., 2018). Il s’agit d’une 

inhibition compétitive lors des concentrations faibles, et non compétitive dans le cas inverse 

(Pacher et al., 2006). La demi-vie de l’Allopurinol est moins que celle de l’Oxypurinol qui 

subit une réabsorption intestinale. Une autre activité de l’Allopurinol et l’Oxypurinol est 

détectée, il s’agit de l’effet scavenger des radicaux libres où les deux agissent comme des 

agents transporteurs d’électrons. Cet effet  peut induire  la déstabilisation des fonctions 

lymphocytaires (Augustin et al., 1994). 

En plus de l’hypersensibilité déclenchée chez certains patients sous traitement 

d’Allopurinol, d’autres maladies à titre d’exemple : les hépatites et l’éosinophilie peuvent 

créer une résistance envers ce dernier (Nguyen Thuy Duang et al., 2017) vue l’activité 

antivirale excessive des leucocytes T. La prise d’Allopurinol en association avec les 

anticoagulants ainsi que la Théophyline est déconseillée en raison de leurs modifications 

métaboliques négatives, tel est le cas de l’azothioprine (Sylvain Saderine, 2013). 

I.6.1.2. Febuxostat  

 Un nouveau alternatif de l’Allopurinol (Day Ro et al., 2016) Febuxostat ou [ 2-[3-

cyano-4-(2-methylpropoxyy)phenyl1]-4-methylthiazole-5-carboxylic acid] (Pacher et al 

.,2006) est un inhibiteur non purinique agissant sur le Mo des deux formes de la XOR               

( Chen et al. ,2016).  En comparaison avec l’Allopurinol, le Febuxostat agit beaucoup plus 

sur la XOR que sur les enzymes du métabolisme purique et pyrimidique (Becker et al., 

2005).La molécule a présenté une bonne biodisponibilité, moins d’effet toxicologique et une 

meilleure action anti-hyperuricémique (Pacher et al., 2006). 
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Parmi tous les effets indésirables recensés, il y a lieu de souligner plus 

particulièrement l’hypersensibilité et l’augmentation des transaminases. Comme 

l’Allopurinol, la prise simultanée de la Théophyline, l’azothioprine est à éviter (Sylvain 

Saderine, 2013).  

I.6.1.3. Topiroxostat 

 Topiroxostat ou [4-[5-(4-pyridinyl)-1H-1, 2,4-triazol-3-yl]-2-pyridinecarbonitrile], est 

un nouveau inhibiteur non puranique de la XOR avec une excellente biodisponibilité mais il 

reste au cours des essais cliniques au Japon (Chen et al., 2016). 

  I.6.2. Autres inhibiteurs de la XOR 

 La XOR peut être inhibée par certains flavonoïdes provenant des plantes, ainsi que ces 

flavonoïdes possèdent une propriété antioxydante contre les espèces réactives dérivantes de 

l’activité enzymatique de la XOR (Nagao et al.,1999). 

La Quercetine et la Lutéoline sont des inhibiteurs compétitifs naturels (ainsi que la 

Silibinine qui peut jouer un rôle compétitif ou non) de la XO bovine. À l’inverse le curcuma 

ne possède pas cette propriété inhibitrice vue l’absence de complémentarité avec le site actif 

mais il reste une possibilité qu’il l’inhibe indirectement et cela nécessite d’autres études 

(Pauff et Hill ,2009).  

L’acide folique, les dérivés du Folate et la Ptérine aldéhyde intestinale ont révélé un 

effet inhibiteur compétitif semblable  à celui de l’Allopurinol (Granger et al., 1986) 

Les uricosuriques, le probénicide (inhibiteurs compétitif de l’OAT-4 bloquant la 

réabsorption de l’acide urique), la Benzbromarone (agit par inhibition du SLC2A9, enlevée du 

marché en raison de son hépatotoxicité) et le Fénofibrate  et le Losartan (hypolipémiants) sont 

des médicaments prescrits lors de l’intolérance vers les inhibiteurs de la XO agissants comme 

des agents régulateurs de l’uricémie (Sylvain Saderine ,2013).  

I.7. Relation entre la XOR et le stress oxydant 

L’activité oxydase de la XO stimule la production de l’H2O2 et l’O₂¯. Ces deux 

espèces réactives partagent avec les métaux de transition les électrons célibataires induisant à  

la réaction de Haber Weiss et celle de Fenton (Battelli et al., 2018). Le produit de ces deux 

réactions est le radical hydroxyle OH° ayant un pouvoir perturbant et toxique (Figure 4)..  
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Le NADH, produit de la réduction de la XOR  peut participer à la production des 

espèces réactives à travers la réduction mono électrique de l’O2 (Migdal et Serres, 2011). 

En plus l’activité du nitrite réductase de la XOR donne naissance aux espèces réactives 

du nitrate (RNS) et d’oxygène (ROS) (Battelli et al., 2018). Les sous-produits de 

l’O₂¯(OH°,peroxynitrite…etc.) ont un effet radical sur toute cible rencontrée (Berry et Hare, 

2004). 

Le blocage de l’activité de la XO par l’allopurinol diminue d’une manière intéressante 

la peroxydation lipidique et l’oxydation du glutathion, ainsi l’augmentation des produits de 

dégradation de l’ATP comme l’hypoxanthine et l’O2 (Heunks et al., 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure   4 : Voies de la production des espèces réactives et leurs effets pathologiques (Claudio Tiribelli, 2012) 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.researchgate.net/profile/Claudio_Tiribelli
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II. Stress oxydant 

Généralement les réactions d’oxydoréduction font intervenir des intermédiaires 

radicalaires. Ces réactions se retrouvent au sein du milieu vivant et peuvent contrôler des 

processus importants tels que le vieillissement, la mutagenèse, la défense contre les maladies 

et dans certaines pathologies Bouguerne, 2012. 

II.1.Radicaux libres 

Pour bien expliquer le processus de vieillissement, les chercheurs Gerschman et 

Hartman avaient évoqué  la toxicité de l’oxygène et la Free radical theoryHaleng et al, 

2007. En 1960, les deux chercheurs Américains, McCord et Fridovich, donnent naissance à 

la biochimie des radicaux libres, par la découverte de la sécrétion de l’anion superoxyde en 

milieu vivant. Ces même chercheurs en 1969, découvrent un système antioxydant, à partir de 

globules rouges humains, c’est le superoxyde dismutase SOD, qui a la capacité d’éliminer 

l’anion superoxyde Haleng et al.,  2007 ; Houee et al.,  2005. 

Par définition, un radical libre est un composé chimique qui se caractérise par la 

présence d’un électron célibataire sur leur couche périphérique. Il est  instable et a une très 

courte durée de vie de l’ordre d’un micro à  nanosecondeBouguerne, 2012 (Tableau 1). 

Les radicaux libres possèdent un fort degré de réactivité, donc ils sont nuisibles et 

peuvent causer des potentiels dommages à l’ADN, aux protéines et aux lipides Harman et 

Agning, 1956. 

II.2.Types des espèces oxydantes 

Les espèces réactives de l’oxygèneEROs sont des molécules impliquées dans les 

processus pathologiques tels que les cancers et les maladies neuraux-dégénérativesHalliwell, 

1994. 

Des études récentes montrent que les EROs agissent comme des molécules de 

signalisation à l’échelle cellulaire. Ils ont la capacité des facteurs de transcription pour la 

régulation des fonctions cellulaires dans des conditions physiologiquesAbat et al,.1990 ; 

Dalton et al, 1999; Morel et Barouki, 1999. Il n’y a pas une corrélation stricte entre la 

toxicité des espèces réactives de l’oxygène EROs et leurs réactivités; dans  plusieurs cas, des 

espèces peu réactives peuvent causer une grande toxicité en raison de leur longue demi-vie 

https://fr.wikipedia.org/wiki/%E2%85%A1
https://fr.wikipedia.org/wiki/%E2%85%A1
https://fr.wikipedia.org/wiki/%E2%85%A1
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qui leur permet de diffuser et causer des dégâts et des dommages à longue distance de leurs 

lieux de production Kohen et Nyska, 2002 

Tableau 1. Les principales espèces ERO et ERA générées dans les systèmes biologiques (Bartosz, 2003) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 II.2.1.Espèces réactives d’oxygène 

II.2.1.1. Radical superoxyde O₂¯ 

L’anion superoxyde O₂¯ est un radical de type primaire, formé par l’acquisition d’un 

électron et de l’oxygène moléculaire. Il est le radical le moins réactif par rapport aux autres 

radicaux libres, il est régénéré par plusieurs sources différentes selon les conditions 

physiologiques dont la mitochondrie est sa source principaleGardes-Albert et al.,2005; 

Lambert et al., 2009 

L’anion superoxyde ainsi a une forte réactivité avec les métaux de transition tels que le 

fer, le cuivre et le manganèseAbreu et al.,2010. 

2O₂¯ +  2H⁺   O₂ + H₂O₂ 

Au cours de l’inflammation, l’anion superoxyde neutralise le peroxyde d'hydrogène ou 

l’acide hypochloreuxAmes et al.,1993, nécessitant l’activation de l’enzyme NADPH 

oxydase induisant le relargage de grandes quantités d'EROs. La production continue de l'O₂¯  

         Nom Symbole 

 Anion superoxyde 

 Radical hydroxyle 

  Monoxyde d’azote 

Peroxyde d’hydrogène 

Acide hypochlorique 

  Oxygène singulet 

 Peroxynitrite 

  Radical alcoxy 

Radical peroxy 

O2•¯   

OH• 

NO•   

            H2O2 

HOCl 

¹O2 

ONOO  

RO ¯ 

ROO 

https://fr.wikipedia.org/wiki/%E2%85%A1
https://fr.wikipedia.org/wiki/%E2%85%A1
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au cours du processus inflammatoire peut conduire à des atteintes tissulaires Kruidenier et 

al.,2002. 

II.2.1.2. Peroxyde d'hydrogène 

Le peroxyde d'hydrogène peut traverser facilement les membranes cellulaires car il n’est 

pas une espèce radicalaire ou chargée. Il fonctionne dans plusieurs et différents 

compartiments et notamment le noyau, ce qui le rend un ERO toxique.Barouki, 2006 

Grace à son pouvoir réducteur, il peut réduire le radical hydroxyle HO par la réaction 

de Fenton, donc il peut causer des dommages cellulairesWardman et al.,1996. 

H₂O₂ + Fe₂⁺   OH +  Fe³⁺ +  OH¯ 

II.2.1.3.Acide hypochloreux HOCl 

L’acide hypochloreux, comme le peroxyde d'hydrogène, n’est pas une espèce 

radicalaire chargée. Au cours du processus inflammatoire, la transformation du peroxyde 

d'hydrogène en acide hypochloreux sous l’influence de l’enzyme myeloperoxydase est élevée 

Deby-Dupont et al., 1999. L’acide hypochloreux est considéré comme un oxydant fort 

H₂O₂ + Cl¯ + H⁺   HOCl + H₂O 

II.2.1.4.  Radical hydroxyle HO 

Le radical hydroxyle se produit, soit par l’interaction entre l'anion superoxyde et l’acide 

hypochloreux , soit entre l’acide hypochloreux et les ions ferreux Fe²⁺, ou entre le peroxyde 

d'hydrogène et le monoxyde d'azote Kruidenier et al.,2002, selon différentes réactions  

- A partir du peroxyde d'hydrogène selon la réaction de Fenton  

- A partir de l’anion superoxyde selon la réaction d'Haber-Weiss 

H₂O₂ +O₂   O₂ + OH¯ + HO 

Le radical hydroxyle c’est le radical le plus réactif qui peut causer des atteintes 

oxydatives de l'ADN Lubec, 1996. 

II.2.1.5.  Radicaux peroxyles 

Ces radicaux sont des EROs de type secondaires, issus de l’addition de l’oxygène  sur 

un des carbones des radicaux centres R. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/%E2%85%A1
https://fr.wikipedia.org/wiki/%E2%85%A1
https://fr.wikipedia.org/wiki/%E2%85%A1
https://fr.wikipedia.org/wiki/%E2%85%A1
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R + O₂   RO₂ 

Ils possèdent  plusieurs et différentes caractéristiques tels que  le transfert de charge 

arrachement d’un électron ou d’un atome d'hydrogènearrachement d’un atome H, 

l’addition sur les doubles liaisons réactions intramoléculaires ou intermoléculaires et 

formation d'endoperoxydes radicalaires ROORGardes-Albert et al.,2005. 
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III. Polyphénols 

III. 1. Généralité 

La  plante doit s’adapter et faire face à plusieurs agressions environnementales pour 

assurer sa survie. En parallèle, la plante développe un système de défense  les métabolites 

secondaires Zerargui, 2015.  

Les polyphénols végétaux sont des métabolites secondaires qui attirent l’attention en 

raison de leurs propriétés antioxydants Babar et al., 2007 ; Li et al. 2014 . Actuellement,  il y 

a plus de 8000 composés phénoliques qui ont été isoles et identifies Monpon et al., 1998. 

Ces espèces peuvent être des monomères, des polymères ou des complexes avec une masse 

moléculaire qui peut atteindre 9000 Harbone, 1993. 

Les polyphénols se trouvent généralement partout dans les feuilles, les racines, les 

tiges, les fleurs, les légumes, les fruits, les boissons vin rouge, thé, café, jus de fruits ; 

sachant que la moitié de notre apport en polyphénols est apportée par les fruits et les légumes, 

le reste par les boissons surtout le café Middleton et al., 2000. Ces composés se divisent en 

une dizaine de classes qui présentent toutes dans leurs structures d'au moins un cycle 

aromatique6 carbones porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) 

Hannebelle et al., 2004. 

III. 2.  Rôle des polyphénols 

Les études des dernières années démontrent que le rôle des composés phénoliques n’est 

pas seulement un rôle métabolique, ils ont constatées qu’il y a une accumulation des 

composés phénoliques dans les tissus des végétaux infectés suite à une blessure par les 

facteurs environnementaux Brzozowska et al., 1973 et en cas d’une carence en certains 

éléments minéraux comme l’azote et le souffre Loche, 1996. Alors que les anciennes 

recherches Nitsch et Nitsch, 1961 ; Alibert et al., 1977 ont montré que les polyphénols ont 

un rôle dans les processus physiologiques des végétaux tels que  la croissance cellulaire, la 

différenciation organogène, fluorisation… et aussi sont connus comme des facteurs de 

protection contre les rayonnements UV. Ils ont des propriétés antifongiques et 

antibactériennes Heimeur et al., 2004 ; et interviennent dans la qualité alimentaire des fruits 

comme la couleur anthocyanes ; la saveur sucréeflavonones ; la sensation 

d'astringencetannins …etc.Dubois et al., 1997. 
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Les polyphénols agissent avec différentes façons dans la régulation du stress oxydant 

soit par la capture des radicaux hydroxyles, superoxydes et nitritesLi et al., 2014 ; soit par la 

chélation des métauxle fer, le cuivreYang et al., 2012 ; soit par l’inhibition de l’activité de 

la XO Li et al., 2014. 

III. 3. Biosynthèse 

La biosynthèse des composés phénoliques est réalisée par la voie de Shikimate qui 

conduit à la formation des oses aux acides aminées aromatiquesPhénylalanine et Tyrosine ; 

puis la désamination de ces derniers aux acides cinnamiques et à leurs très nombreux dérivés  

acide benzoïques, acétophénones, lignanes et lignines, et coumarines Bruneton, 1993 ( 

Figure 5).. 

 

 

 

Figure 5 : Biosynthèse des composés phénoliques le plus largement distribués par la voie 

de Shikimate (Crozier et al, 2006). PAL : phénylalanine ammonia-lyase ; C4H : cinnmate4-hydroxylase 
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Tyrosine Acide p-
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III. 4. Familles des polyphénols 

III. 4.1. Flavonoïdes 

 

Les flavonoïdes sont des pigments quasi universels des végétaux, elles sont 

responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuillesMukohata et al., 

1978 ; Egert et Rimbach, 2011. Elles se trouvent dans les légumes, les fruits, les graines, les 

boissons et le thé….etc. Tsimogionnins et oreopoulou, 2006. 

Les flavonoïdes participent dans la photosynthèseMukohata et al., 1978 ; dans la 

régulation de gènes et dans la croissance cellulaire Havsteen, 2002. 

À l'heure actuelle, plus de 4000 composés flavoniques sont connusEdenharder et 

Grunhage, 2003, avec une structure de base à 15 atomes de carbones sous la forme C6-C3-

C6 Yao et al,. 2004 ; arrangés en 3 cycles – à l’exception des chalcones ouverture du cycle 

B 2 cycles benzoïques A et B et un  hétérocycle C Shankari et al., 2014( Figure 6) . En 

basant sur leurs structures, les flavonoïdes se divisent en plusieurs classes anthocyanidines ; 

flavonoles ; isoflavonoles ; flavones ; isoflavones ; flavanes, isoflavanes ; flavanoles ; 

isoflavanoles ; flavanones ; isoflavanones ; auronesCani et al., 2007 (Figure 7). 

 

    
  

 

Figure 6 : Squelette de base des flavonoïdes                                         

(Belyagoubi Née Benhammou, 2011) 

Flavonoles Isoflavonoles 
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Isoflavones    Flavanones    Isoflavanones 

 

 

     

Flavonols    Isoflavanols    Flavanes 

 

 

 

   
Isoflavanes    Aurones    Anthocyanidines 

Figure7 : Structures des squelettes de base des flavonoïdes (Havsteen, 2002) 

III. 4.2. Tannins 

Les tannins sont des polyphénols polaires qui se trouvent dans presque toutes les parties 

de la plante Redondo et al., 2014. Ce sont des polymères phénoliques, peuvent formés des 

complexes avec les polysaccharides et les protéines par des liaisons hydrogènes et 

hydrophobes Okuda et Ito, 2011. 

Les tannins se caractérisent par une saveur astringenteScalbert, 1991, et par plusieurs 

activités biologiques telles l’activité antioxydante, anti-tumorale, antivirales et antifongique 

Lamy et al., 2014. 
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III. 4.3. Les acides phénoliques 

Ce genre de polyphénols se trouve dans certaines plantes agricoles et médicinales 

Psotova et al., 2003. Ces composés peuvent être divisés en 2 classes principales 

III. 4.3.a. Acides phénols dérivés de l’acide benzoïque 

Sous la forme C6-C1, sont des dérivés hydroxylés de l’acide benzoïque tel l’acide 

gallique qui est l’élément constitutif des tannins hydrolysables ; et l’acide vannilique qui est 

très utilisé dans le domaine pharmaceutique Bruneton, 1993. 

III. 4.3.b. Acides phénols dérivés de l’acide cinnamique 

Sous la forme C6-C3 tels  l'acides -coumarique, caféique, ferulique et 

sinapiqueBruneton, 1993 (Figure 8). 

      

 

 

Figure 8 : Structure de l’acide gallique et Acide -coumarique (Bruneton ,1993) 

 

III. 5. Les propriétés biologiques des polyphénols 

Les études montrent que les polyphenols et notamment les flavonoïdes présentent des 

divers propriétés physiologiques comme les activités antiallergiques, a1nti-thermogéniques, 

anti-inflammatoires, antimicrobiennes, antivirales, antibactériennes, anti carcinogènes, anti-

thrombiques, hépatoprotectives, cardioprotectives et vasodilatoiresMiddleton et al.,2000 ; 

Ksouri et a.l, 2007. 

Les polyphénols intéressent particulièrement deux domaines la phytothérapie et 

l’hygiène alimentaire Leong et Shui, 2002. Les industriels maintenant commercialisent des 

suppléments alimentaires enrichis en polyphénols pour assurer une meilleure conservation des 

denrées alimentaires et aussi pour empêcher la peroxydation lipidique et la formation des 

LDL oxydés grâce à leurs propriétés antioxydants Hannebelle et al., 2004 ; Oskatabe et al., 

2001 ; Schroeter et al., 2002 ; Valko et al., 2006 ; Wu et al., 2009 ; Yoshihara et al., 2010.  

Acide gallique Acide-coumarique 
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Dans le domaine de cosmétique, les polyphénols sont utilisés pour lutter contre la 

formation des radicaux libres néfastes pour la santé et la beauté de la peau. En phytothérapie, 

chaque classe est utilisée pour leurs propres bénéfices spécifiquesles propriétés 

vasculoprotectrices, sont par exemple aussi bien attribuées aux flavonoïdes qu’aux 

anthocyanes, tanins et autres Hannebelle et al., 2004. 

Les flavonoïdes jouent un rôle très important dans le traitement du diabète (inhibant 

l’aldose réductase), de la goutte (inhibant la xanthine oxydase), des inflammations (inhibant la 

lipoxygenase, la phospholipase et la cyclooxygenase), des hépatites, des tumeurs, de 

l’hypertension (Quercetine), des thromboses (flavonols), des allergies et des affections 

bactériennes et viraux (anti-HIV) (Anderson et al., 1996 ; Cowan,1999 ; Yao et al., 2004). 

Les anthocyanes sont également utilisés dans les troubles de la fragilité capillaire ; aussi  

comme diurétiques, et même antiseptiques urinaires (Hennebelle et al., 2004). 

Les tanins sont des substances vasculoprotectrices, cicatrisantes et anti-diarrhéiques 

(Hennebelle et al., 2004). 

Les acides phénoliques tel l’acide caféique qui est très efficace contre les virus, 

bactéries et champignons (Cowan, 1999).Alors, l’acide gallique a le  pouvoir de réduire la 

viabilité des cellules cancéreuse du poumon (Kawada et al., 2001 ; Rangkadilok et al., 

2007).Il peut aussi prévenir les dommages oxydatifs d’ADN cellulaire(Lee et al., 2005). 
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I. Purification de la XOR bovine 

I.1. Matériel et produits   

I.1. 1.Réactifs  

Les produits : Xanthine, NAD, NADH, Quercetine, Rutine et l’Acide gallique 

proviennent de la firme Sigma. 

 I.1.2. Appareils  

-  La centrifugeuse utilisée est de la marque Sigma K-15  

- Le spectrophotomètre UV-1280, Shimadzu. 

-L’ultracentrifugeuse sigma 3k3O 

I.1.3. Lait de vache 

Le lait de vache provient de la collecte de 3 fermes situées dans la commune de Hamma 

Bouziane, la vente au détail est assurée par la laiterie El-Feth , Bellevue. L’achat du lait se fait 

quotidiennement afin de s’assurer de la qualité du produit .La conservation du lait au froid est 

systématique.  

I.1.4. Solutions tampons 

La méthode de préparation des solutions d’extraction de l’enzyme a été décrite d’une 

manière détaillée au niveau de l’Annexe.  

I.2.Méthode de purification de la XOR 

La purification  de l’enzyme est faite à partir du lait de vache  durant la période allant du 

23 avril  au 31 mai 2019. Nous avons opté pour se produit  vu sa richesse en globules gras du 

lait (MFGM) qui, selon Reinhardt et Lippolis (2006), constituent un pool de protéines soit 

intra globulaires ou couplées à ces membranes, parmi lesquelles la xanthine oxydoréductase 

ayant des fonctions métaboliques.    

La première étape consiste à obtenir une crème à partir du lait, celle-ci est destinée à 

être utiliser en deuxième étape. Pour ce faire, le lait (1L) est versé dans un bécher auquel en 

ajoute le sodium salicylate (0.299g) et l’EDTA (0.292g). La préparation est centrifugée par  

une centrifugation (3000 g/30min) (Figure 9). 
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Après la récupération de la crème qui se forme à la surface des tubes, un agent tampon 

K2HPO4 est ajouté (0.2M) selon le volume de la crème  (V/V).Une  agitation douce (30-60min 

,4°c)  suivi d’une centrifugation (6000g/30min) ont été effectuées. 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Centrifugation dans la présence du sodium salicylate et l’EDTA et l’obtention d’une crème en 

surface 

Ensuite,  le butanol frais (15% V/V) et le sulfate d’ammonium  15%  (P/V) sont ajoutés 

à la phase aqueuse filtrée à travers la laine de verre et le mélange soumet à une agitation 

douce 60 min puis centrifuger à 10000g/20min (Figure 10) 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10: Agitation de la phase aqueuse avec le butanol et le sulfate d’ammonium 

La phase qui se forme en premier au-dessus du surnageant représente l’excès en butanol 

et, doit être éliminée délicatement par une micropipette. Une seconde filtration à travers la 

laine de verre a eu lieu à laquelle on ajoute du sulfate d’ammonium (20% P/V)  puis on 
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soumet le mélange à une agitation douce (1h) suivi d’une centrifugation (11000g/1h) (Figure 

11). 

  

 

 

 

 

 

                        Figure11 : Seconde agitation après l’ajout de 20% du sulfate d’ammonium 

Après la centrifugation, un culot brunâtre est observé au fond du tube, récupéré et 

dissout dans 2-3 ml du tampon Na2HPO4 (PH= 6.53), puis versé dans une membrane de 

dialyse et trempée dans 1.5 L du tampon Na2HPO4 avec agitation douce durant une nuit dans 

un endroit froid. Une ultracentrifugation (15000 g/30 mn) est effectuée le lendemain (au 

moyen de l’ultracentrifugeuse sigma 3k3O) pour l’obtention de la solution enzymatique brute. 

L’excès de l’eau est éliminé par la mise du boudin de dialyse contenant la solution de la XOR 

en contact avec le polyéthylène glycol (PEG) pendant quelques minutes (Figure 12). 

 

 

 

 

 

Figure12: Concentration de la solution enzymatique par le PEG 

La XOR est récupérée dans des Eppendorf et est conservée à -20 °C jusqu’à son 

utilisation.  
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I.3. Chromatographie d’affinité 

Le but  de cette étape est l’élimination des débris restants. L’extrait brut obtenu est  

déposé sur une colonne chromatographique contenant un gel d’héparine équilibré et lavé par 

le tampon héparine. La colonne est ensuite lavée par le même tampon renfermant 0.1 M de 

NaCl. L’obtention d’une phase avec une coloration jaune  signifie que l’enzyme est retenue 

par la phase stationnaire.  La XOR est récupérée de la colonne par le tampon héparine 

contenant 0.2 M de NaCl et dialysée contre un tampon Na2HPO450 mM, pH 8.3, pendant une 

nuit. Enfin, l’enzyme est  répartie en aliquotes de 0.5 ml et conservée à-20 °C jusqu’à son 

utilisation. On rééquilibre la colonne par l’ajout du tampon eu égard aux  conditions du milieu 

(0.4 M de NaCl) qui peuvent conduire à l’élimination rapide de l’enzyme rajoutée à nouveau 

(Figure 13).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13: Purification de la XOR par chromatographie d’affinité  (0.1M et 0.4 M de NaCl) 

I.4.Tests de pureté de la XOR  

 La pureté de l’enzyme purifiée est estimée par le rapport protéine /flavine (RPF), 

correspondant à la lecture de l’absorbance aux longueurs d’ondes 280 nm et 450 nm (A280nm  

/ A450nm) (Spectrophotomètre UV-Vis à double faisceau, Techcomp). Une valeur proche de 

5 est un bon signe de pureté (Bray, 1975). 
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II. Dosage de l’inhibition par les polyphenols 

II.1.Inhibition de la XOR avec des polyphénols 

Le dosage du taux de l’inhibition de la XOR par les différents polyphénols préparés : 

Quercetine, Rutine, Acide gallique ,  a été exécutée selon la  méthode de Boumerfeg et al., 

2009 , adaptée aux besoins de nos tests. 

L’activité inhibitrice de la XOR a été réalisée par la méthode spectrophotométrique, à la 

suite de production de l’anion superoxyde O2•‾ à 295 nm (Boumerfeg et al., 2009). Le milieu 

réactionnel constitue  de 400 µl de 50mM tampon phosphate saturé en air (Na2HPO4 / 

NaH2PO4, pH 7,4 et contenant 0,1 mM EDTA), 50 µl de xanthine 0,1 mM (pH 7,4), 25 µl de 

concentration correspondante de chaque extrait dilué dans du tampon de phosphate, et 20 µl 

de solution d'enzyme. La réaction est initiée par l'addition d'enzyme et l'inhibition a été 

évaluée après 1 min de réaction. Le produit de cette réaction est mesuré à 295 nm avec un 

spectrophotomètre SHIMADZU  UV-1280. 

Pour chaque concentration, l’absorbance est mesurée 3 fois afin de s’assurer de 

l’exactitude des résultats .À cet effet  une moyenne d’absorbance est calculée pour tracer le 

graphe.   

L'inhibition de XOR a été calculée comme suit: 

%  d’inhibition =     (Ac- Ae/Ac)     x   100 

Ac: activité de la XOR sans extraits, et Ae: activité de la XOR en présence de 

l’extrait. Les résultats ont été exprimés en concentration d’extrait inhibant 50% de 

l’activité enzymatique (IC50). 

https://fr.wikipedia.org/wiki/%E2%85%A1
https://fr.wikipedia.org/wiki/%E2%85%A1
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II.2. Etude de l’effet scavenger des polyphénols  

 Le protocole de travail a été inspiré de Fridovich 1986,  Les différents tests sont 

réalisés dans un même volume final de 0.5 ml. Pour chaque substance différentes 

concentrations ont été utilisées. Les tubes sont conservés dans  la glace. Le mélange 

réactionnel contient 50 µL d’une solution 1 mM de la xanthine, 50µL d’une solution  de 0,25 

mM de Cytochrome C, et 300 µL d’une solution 50mM de tampon phosphate. Bien 

homogénéiser avant d’ajouter le polyphenol à étudier. Finalement on ajoute 50µL de la 

solution de XOR et on suit le changement d’absorbance à 550 nm. Le pourcentage  des 

radicaux O2
•¯

captés est déterminé par la relation suivante : 

%  O2
•¯

capté  =    ((A°- A)/ A°) x   100 

A° = absorbance obtenue pour le témoin. 

A =  absorbance obtenue pour une concentration donnée de substance à tester. 
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I. Purification de la XOR 

Obtention de la XO purifiée à partir des MFGM contenu dans le lait bovin qui 

présentent une diversité protéique avec des fonctions multiples telles : l’immunité, transport, 

métabolisme…etc.  (Reinhardt et Lippolis ,2006) est réalisée par Une succession des étapes 

d’agitations et de centrifugations dans la présence des produits (Sodium Salicylate, butanol, 

sulfate d’ammonium …etc. ) ont permis la sortie de la XO à partir des globules du lait, sa 

condensation et sa précipitation. ;ainsi que l’élimination des molécules indésirables comme 

les sels minéraux et les métaux par la dialyse, suivi d’une chromatographie d’affinité sur 

colonne contenant du gel héparine dont la XO forme des liaisons avec l’héparine plus 

spécifiquement au niveau des résidus Lysine et Arginine selon une étude réalisée par 

Fukushima et al. ,1995. 

Le rendement obtenu de la purification de la XO à partir de lait bovin est de 15 mg de 

XO purifiée à partir de 1L du lait (n= 4). Ce rendement est comparable à ceux rapportés par 

d’autres auteurs pour l’enzyme bovine (Hunt et Massey, 1992). De ce fait l’addition de DTT (  

Dithiothreitol) (5mM) a un effet sur la libération de l’enzyme des globules gras et elle a été 

utilisé lors de la purification.  

II .Test de la pureté de la XO  

Le spectre d’absorption caractéristique de la XO (UV-Vis) a présenté trois pics majeurs 

à 280, 325 et 450 nm (Figure 14) compatibles aux résultats rapportés par d’autres auteurs 

(Abadeh et al., 1992; Sanders et al.,1997; Benboubetra et al., 2004). Le rapport protéine / 

flavine (RPF = A280 /A 450) de l’enzyme purifiée du lait bovin varie entre 4.95 et 5.26 (5.10 ± 

0.22). Un RPF proche de 5 est utilisé comme critère de pureté de l’enzyme (Bray, 1975). 
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Figure 14 :Spectre d’absorption de la XOR-b purifiée UV-Visible (250-700nm 

 

III. Effet inhibiteur de l’activité enzymatique de la XO par les polyphénols : 

L’étude de l’effet inhibiteur des solutions polyphénoliques contre l’activité de la XO 

bovine a été calculée par spectrophotométrie à 295nm. D’après les résultats obtenus, les 

extraits testés inhibent l’activité de la xanthine oxydase significativement d’une manière dose 

dépendante comme le montre les figures (15,16,17) 
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Figure 15 : Effet inhibiteur de la Quercetine sur l’activité enzymatique de la XO bovine  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16   : Effet inhibiteur de la Rutine sur l’activité enzymatique de la XO bovine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17: Effet inhibiteur de l’Acide gallique sur l’activité enzymatique de la XO bovine. 
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La comparaison des IC50 des composés d’intérêt montre que la rutine possède une 

activité inhibitrice très importante avec un IC50 de (0.79 µg/ml) suivi de l’acide gallique qui a 

représenté un IC50  de (1.23  µg/ml), et enfin arrivera la Quercetine avec un IC50 de (245 

µg/ml).comme le représente le Tableau 2. 

 

Tableau 2 : Les concentrations des solutions polyphénoliques qui inhibent 50 % de l’activité de la XO 

  IC50 (µg/ml) 

 QUERCETINE RUTINE  A. GALLIQUE 

XOR inhibition  245 ±12 0,79± 0.07 1,23 ±0.09 

 

 

IIII .Effet Scavenger des extraits polyphénoliques  sur l’O2°- produit par la 

XO  

La mesure de l’effet scavenger des quatre extraits polyphénoliques sur l’anion 

superoxyde produit par la XO a été établie par le suivi de  la réduction du cytochrome C par 

l’O2°-  à 550 nm. D’après les résultats obtenues ; les extraits en question présentent une 

inhibition envers la réduction du Cyt C en  O2°- très significativement,  d’une manière dose-

dépendante comme le représentent les figures (18, 19,20). 
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Figure 18: effet scavenger de la Rutine sur  la réduction du cyt c par l’O2°- produit par la XO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20: Effet scavenger  de l’extrait de l’acide gallique sur  la réduction du Cyt c par l’O2°- produit par la XO. 

 

 

 

Figure 20 :  Effet scavenger de la Quercetine sur  la réduction du Cyt c par l’O2°- produit par la XO. 
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Selon les IC50 calculées pour chaque extrait ;la Quercetine a présenté un effet inhibiteur 

de la réduction du Cyt C  le plus fort  (IC50 = 4.44 µg/ml) (p <0.001). Par contre l’Acide 

gallique (IC50 = 60.66  µg/ml) et  la Rutine (IC50 = 62.5 µg/ml) avec l’effet scavenger le plus 

bas  comme le représente le Tableau7 

 

Tableau 7: Les concentrations des extraits polyphénoliques qui inhibent la réduction de 50 % du 

Cyt c par l’O2°- produit par la XO.   

  IC50 (µg/ml) 

 QUERCETINE RUTINE  A. GALLIQUE 

O2
●¯inhibition  4,44±0.13 60.5±1.25 62,5±3.55 

 

L’Acide urique provient du catabolisme des purines ensuite il est éliminé par voie 

urinaire. Lors d’un déséquilibre de concentration dû à la mauvaise excrétion, maladie 

génétique ou excès de biosynthèse cela créera une hyperuricémie avec un risque d’apparition 

de goutte (Hang Kang ,2011) .L’augmentation de l’activité de la XO dans l’organisme est une 

des premières raisons de ce problème à côté d’autres syndromes : hépatiques, rénaux…etc. 

Par la production des ROS (Changyi Chen et al. ,2016). 

L’utilisation des inhibiteurs synthétiques de la XO comme l’Allopurinol et ses dérivés 

afin de freiner le dérèglement de l’activité enzymatique de la XO à crée des effets néfastes 

comme l’hypersensibilité au cours des années (Okamoto, 2008).c’est pour cela l’étude des 

composés naturels contenus  dans les plantes (tels les polyphénols) est devenue un des points 

les plus intéressants durant ses derniers temps (Tristan et al., 2005). 

Dans notre étude, la purification de la XO c’est établie à partir des MFGM du lait bovin 

qui sont des corps gras entourés avec des membranes contenant une variété enzymatique, 

protéique  et des lipides polaires. La masse obtenue de l’enzyme (XO) ainsi que son activité 

(résultats du test de pureté) ont été satisfaisantes et similaire à celle qui ont été réalisées par 

Battelli et al., 1973 ; Waud et al. ,1975. 

Les résultats de l’IC50 de l’activité antiXOR des polyphénols ont montré que la Rutine 

(IC50=0.79µg/ml) ainsi que l’acide gallique (IC50=1.23µg/ml) sont de très bons inhibiteurs 

directes de la XO avec une possibilité d’inhibition non compétitive via l’effet scavenger des 

EROs qui restera faible pour la Rutine (IC50=60.66µg/ml) et l’acide gallique 

(IC50=62.5µg/ml). ; Un résultat semblable à celui de Hanasaki et al, 1994 ;  Nagao et 

al. ,1999. Ce flavonol (Rutine) est présent dans les plantes possédant des activités 
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pharmacologiques multiples parmi lesquelles le pouvoir antioxydant ; et ceci reviendra à la 

structure chimique de ce dernier dont  elle contient  des cycles A et B  comportant des 

substitutions polyhydroxylées, une double liaison 2,3, une substitution 3-hydroxyle libre et un 

fragment 4-cétone comme il a été expliqué par Garneshpurkar et Saluja, 2016. 

Dans le même concept que la rutine, l’inhibition de la XOR l’acide gallique  est dû à 

l’addition d’un second groupement OH au cycle aromatique (surtout s’il s’agit des positions : 

ortho et para  avec le premier OH) de l’acide gallique (Nikhil, 2009). 

D’une autre part, la Quercetine a présenté un effet scavenger envers l’anion superoxyde 

beaucoup plus élevé (IC50=245µg/ml) par rapport à l’inhibition directe de la XO par le même 

composé (IC50=4.44µg/ml) ; est cela est semblable aux études réalisées par Pauff et Hille, 

2009 ; Nagao et al. ,1999.  

Ce type d’inhibition reviendra à la relation entre la structure de la Quercetine et sa 

capacité de piégeage vu la structure ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol) 

attribuant la Stabilité au radical flavonoxy ainsi que son aide à la délocalisation des électrons, 

la double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo ainsi que la formation du 

groupe 3-OH en combinaison avec la double liaison C2-C3comme il a été décrit par Rice-

Evans, 1996;   Pietta, 2000. Le blocage de l’activité du NADH oxydase induit à l’inactivation 

de la protéine vu la formation de liaison entre la structure de Quercetine et les groupements 

hydroxyles libre (en position 3’,4’,7’) de la cette dernière se qui empêchera le passage finale 

des électrons (Procházková et al. ,2011). 
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L’Apparition des maladies inflammatoires tel que les arthrites rhumatoïdale, goutte et 

hyperuricémie sont le résultat de l’augmentation du taux de l’acide urique dans le sang  qui 

dans la durée se précipite au niveau des articulations sous forme de cristaux provoquant des 

douleurs intolérables et des œdèmes réduisant le rayon d’action des personnes atteintes 

pouvant aller jusqu’au blocage totale des mouvements. 

 

Le lait bovin est riche en XO, source des radicaux libres et l’enzyme clé de la 

production de l’acide urique. Le monde végétal est riche en substances naturelles ayant une 

activité anti xanthine oxydoréductase : ce sont les polyphénols. L’étude réalisée a pour 

objectif de démontrer l’effet et l’utilité des extraits polyphénoliques commercialisés, préparés 

avec des concentrations différentes (2mg/2ml jusqu’à 0.03 mg/ml) et testés sur la XO bovine 

purifiée. 

 

Les résultats obtenus montrent que l’inhibition de la XO peut s’effectuer d’une manière 

compétitive bloquant l’activité oxydase ou bien par le piégeage de l’anion superoxyde tout 

dépend de la relation entre la structure des extraits et les radicaux libres. 

 

Nous conclurons que la Quercetine est un très bon inhibiteur directe de la XO ; ainsi que 

la Rutine et l’Acide gallique par leur effet scavenger des EROs. Ces substances peuvent se 

substituer à l’allopurinol eu égard à leur puissant effet antioxydant. 

 

Mais il reste que beaucoup d’effort en matière de recherche restent à faire parmi 

lesquels : 

 L’étude de l’effet antioxydant d’autres extraits phénoliques 

 Etude de la corrélation entre les structures des polyphénols et les EROs 

 Essais des résultats sur les sérums atteints de maladies reliées à la XOR. 

  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANNEXE 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ANNEXE 

 

 

40 

  

1. Tampon K2HPO4 

 

Cette solution de l’hydrogénophosphate de potassium (K2HPO4) permet la conservation 

du pH du milieu dans le but de préservation des conditions physiologique nécessaire à l’activité 

de notre enzyme (XOR) .Pour cela l’ajout du sodium salicylate joue le rôle d’un acide ainsi que 

l’EDTA qui est un agent chélateur aidant à éviter la formation des précipitations insoluble. 

La préparation du tampon K2HPO4 (0.2M) se fait par le mélange de K2HPO4 (34.8g) 

avec l’EDTA (0.292g), du sodium salicylate (0.299g), et le DTT (0.771g) dans 1000ml d’eau 

distillée.la solution est agitée jusqu'à dissolution complète. Le tampon est conservé au frais 

jusqu’à son utilisation (Figure 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21: préparation du K2HPO4 

 

2.Tampon Na2HPO4 (pH=6.53) 

Il s’agit d’un liquide de contre dialyse .À côté de son rôle tampon, son contenu en 

phosphate permet la régulation du taux de Ca
2+

 et aussi l’élimination de certaines molécules 

restantes. 

Pour avoir cette solution, on verse 0.1175g de Na2HPO4 dans 1000ml d’eau distillée, à 

laquelle en rajoute 0.1725g de NaH2PO4 et 0.438g de l’EDTA, on mélange jusqu’à 

dissolution totale puis on mesure son pH .S’il arrive à Ph=6.53.il est donc prêt à l’emploie si 

non, on l’équilibre avec du NaOH ou avec une solution ne contenant que du Na2HPO4 (cas 

acide) ou avec du NaH2PO4 (cas basique). 
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3.Tampon Na2HPO4 (pH=7.4)  

Dans ce cas le tampon Na2HPO4 est destiné vers le dosage de l’absorbance. On mélange 

le Na2HPO4 (3.549g) dans 500ml d’eau distillée, on règle le pH à 7.4 par l’ajout d’un autre 

tampon contenant du NaH2PO4 (1.797g), 300ml d’eau distillée et de l’EDTA (0.087g). 

Pour la saturation du tampon Na2HPO4, elle est réalisée à l’aide d’un ballon gonflé en 

CO2 (Figure 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure  22 : Préparation du tampon Na2HPO4 et sa saturation en O2 

 

4.Solution NaOH 

Cette solution est préparée pour calibrer le pH des tampons acides en bases et aussi pour 

la préparation du substrat(Xanthine) 

On met dans un bécher 16g de pastilles de NaOH puis on rajoute 200mld’eau distillée et 

on mélange. La solution NaOH (2M) est prête à l’emploie.  

 

5.Solution NaCl 

Cette solution est destinée pour la purification de la XOR par chromatographie 

d’affinité. Deux concentrations sont préparées 0.4M et 0.1 M.  

Pour obtenir la solution NaCl 0.4 M, on met 1.17g de NaCl dans 200ml du tampon 

Na2HPO4 (pH=6.53) .On agite le tout, et la solution est prête à l’emploie. 



ANNEXE 

 

 

42 

6.Solution Xanthine  

La préparation du substrat pour le dosage du taux d’inhibition s’effectue selon la 

méthode suivante : dans un Eppendorf, on pèse 0.0038mg de xanthine et on ajoute 1ml de 

NaOH , le mélange doit être bien agité par le vortex .Ensuite on y rajoute la préparation à 25 ml 

du tampon Na2HPO4 (pH=7.4). 

7. Préparation de la colonne  

 La colonne contient de l’héparine mélangée avec le tampon de dialyse Na2HPO4 (Ph = 

6.53)  jusqu’à obtention d’une solution à verser dans une colonne (¾ de la colonne).On dépose 

la colonne sur le support et on verse la solution d’héparine, le gel coule dans la colonne et 

l’excès du tampon est éliminé .L’ajout  se déroule petit à petit  pour éviter les bulles d’air et, ce, 

pour avoir une bonne homogénéisation. On rajoute une autre quantité du tampon 

NA2HPO4(pH=6.53)  afin de  s’assurer que le gel est du même pH que ce dernier. Il s’agit 

d’une colonne destinée vers une chromatographie d’affinité (Figure 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure   23 : Préparation de la colonne à base du gel d’héparine 

 

8. Préparations des solutions polyphénolique 

L’extrait en poudre (2mg)  est dissout dans le tampon Na2HPO4 (2 ml, pH=7.4) puis 

agité par le vortex jusqu’à homogénéisation totale. Afin d’obtenir des concentrations variantes 

de cette solution, on prend 1ml de la solution mère (2mg/2ml)  et on le dépose dans un autre 

tube à essai contenant déjà 1ml de Na2HPO4 (pH=7,4). À chaque fois cette étape est répétée à 
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partir de la dernière concentration vers le tube qui suit. (2mg/2ml jusqu’à 0.03mg/ml) ( Figure 

24) 

 

 

 

 

 

 

Figure  24  :   Préparation de l’extrait polyphénolique avec différentes concentrations 
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Résumé : 

La XOR est l’enzyme clé de la production de l’acide urique, responsable des maladies 

articulaires: goutte, rhumatisme articulaire, problèmes rénaux et autres. Au fil des ans le 

traitement de base qui est l’Allopurinol a révélé des effets indésirables comme 

l’hypersensibilité.. 

 Le travail effectué s’articule autour de la purification de la XO bovine à partir des 

globules gras du lait(MFGM) productif de 5.7 ± 1.8 mg /L (n=4).la pureté de l’enzyme est 

assurée par spectrophotomètre UV-Visible qui présente les 3 pic caractéristiques et la ration 

protéine / flavine (5.5 ± 0.22) qui confirme la pureté le l’enzyme. Dans l’étape suivante, on 

traite l’enzyme par les extraits polyphénoliques (Quercetine, Rutine et l’acide gallique) pour 

déterminer leur mode d’inhibition antiXOR et/ou leur mode de piégeage des ERO produits 

par la même enzyme. 

 Nos résultats montrent que la Rutine a présenté une inhibition importante de la XO 

(IC50= 0.79 ±0.07 μg / ml), tandis que l’acide gallique (IC50= 1.23 ±0.09 μg / ml). Par contre 

la Quercetine (IC 50= 4.44±0.13 μg / ml ) a révélé un effet scavenger sur l’anion superoxyde 

que sur la XO. Les résultats de ces travaux nous ont permis d’avancer que la Quercetine, la 

Rutine et l’Acide gallique pouvant être utilisé et recommandé dans la phytothérapie et en 

biotechnologie. 

 

Mots clés : XOR, Stress Oxydant, Polyphenols, MFGM, Effet Scavenger 
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Abstract 

Xanthine oxidoreductase (XOR), the key enzyme in production of superoxide anion and 

uric acid, responsible of different diseases: gout, rheumatoid arthritis, kidney problems and 

others. Over years, the basic treatment for all these pathologies is Allopurinol,but  it has 

showed undesirable side effects like hypersensitivity . The work carried out revolves around 

the purification of bovine XO from fat globules of milk (MFGM). The enzyme was purified 

from bovin milk, yielding 5.7 ± 1.8 mg /L (n=4). The purity of the enzyme was assessed by 

the UV-visible spectrum showing the three characteristic picks and protein / flavin ration (5.5 

± 0.22) wich confirm the purity of our enzyme. In the next step we have treated our enzyme 

with polyphenolic extracts (Quercetin, Rutin and Gallic acid) to determine their inhibition 

capacity against XO enzyme and / or their trapping mode of ROS produced by the same 

enzyme. 

 Our results indicated that Rutin (IC50 = 0.79± 0.07μg / ml) and gallic acid (IC50 = 1.23 

± 0.09μg / ml) exhibited significant inhibition of XO, whereas Quercetine have revealed a 

scavenger effect on the superoxide anion only (IC50 = 4.44±0.13 μg / ml). 

 The results of this work allowed us to argue that Quercetin, Rutin and Gallic Acid can 

be used and recommended in herbal medicine and biotechnology. 

 

 

Key words : XOR, Oxidatif stress, Polyphenols, MFGM, Scavenger effect 
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 خلاصة

يشاض يفصهٛخ كذاء انُقشط ، انحًٗ أحًط انٕٛسٚك انًغؤٔل عٍ عذح  لإَزبجأعبعٙ  إَضٚىانكضَزٍٛ اكغٛذٔسٚذٔكزبص ْٕ 

يُٓب الانٕثٛشُٕٚل رظٓش  إَزبخٛزّانًٕصٕفخ نزقهٛم   الأدٔٚخأصجحذ  الإَضٚىانكهٕٚخ . ْزا   الأيشاضانشٔيبرٛضيٛخ ٔ ثعط  

أظشاس خبَجٛخ كبنحغبعٛخ انًفشغخ، انذساعبد انعهًٛخ أظٓشد أٌ انُجبربد رحزٕ٘ عهٗ يخضٌٔ غٛش يُزٓٙ يٍ اندضٚئبد 

. الانٕثٛشُٕٚلَفظ َزبئح  إعطبءٔ أخشٖ يثجطخ ثبعزطبعزٓب  نلأكغذحيعبد  يب ْٕكجٛش يُٓب  راد رأثٛش  ثٕٛنٕخٙ   

عهٗ ْٛئزّ انًؤكغذح  يٍ حهٛت انجقش ٔ ثبنعجػ يٍ الأغشٛخ انكشٔٚخ  الإَضٚىزا انعًم ٚعزًذ عهٗ اعزخشاج ٔ رُقٛخ ْ 

انًزكٕس ، أٔ يٍ خلال  نلإَضٚىثخلاصبد انجٕنٛفُٕٛنٛخ يٍ أخم رحذٚذ غشٚقخ انزثجٛػ  ٔ ٚزى ثعذ رنك علاخّ ،انذُْٛخ

 يحبصشح اندزٔس انحشح انًُزدخ يٍ غشف ْزا الأخٛش

 ايجبشش برثجٛط اأظٓش /يم(يٛكشٔغشاو 1.23حًط انغبنٛك) يعبيم رثجٛػ /يم(ٔ يٛكشٔغشاو0..0انشٔرٍٛ )يعبيم رثجٛػ 

. يٛكشٔغشاو/يم(4.44) يعبيم رثجٛػ  انزٙ قبيذ ثًحبصشح الإٌَٛ فبئق الأكغٛذ انكشعٛزٍٛثعكظ  ذ.انًؤكغ كضَزٍٛنه بيًٓ

يعبداد أكغذح فعبنخ ًٚكٍ اعزغلانٓب فٙ  ْىانقٕل أٌ انكشعٛزٍٛ ،انشٔرٍٛ ٔ حًط انغبنٛك  ثئيكبَُبيٍ َزبئح ْزِ انزطجٛقبد 

.خانجٕٛركُٕنٕخٛيٍ خلال  أٔانعلاخبد ثبلأعشبة   

 

نهحهٛت، انزأثٛش  الأغشٛخ انكشٔٚخ انذُْٛخ انجٕنٛفُٕٛلاد،، انزٕرش انًؤكغذ،  انكضَزٍٛ اكغٛذٔسٚذٔكزبصالكلمات المفتاحية :

 انًحبصش.
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Résumé : 

La XOR est l’enzyme clé de la production de l’acide urique, responsable des maladies articulaires: goutte, 

rhumatisme articulaire, problèmes rénaux et autres. Au fil des ans le traitement de base qui est l’Allopurinol a révélé des 

effets indésirables comme l’hypersensibilité.. 

 Le travail effectué s’articule autour de la purification de la XO bovine à partir des globules gras du lait(MFGM) 

productif de 5.7 ± 1.8 mg /L (n=4).la pureté de l’enzyme est assurée par spectrophotomètre UV-Visible qui présente les 3 

pic caractéristiques et la ration protéine / flavine (5.5 ± 0.22) qui confirme la pureté le l’enzyme. Dans l’étape suivante, on 

traite l’enzyme par les extraits polyphénoliques (Quercetine, Rutine et l’acide gallique) pour déterminer leur mode 

d’inhibition antiXOR et/ou leur mode de piégeage des ERO produits par la même enzyme. 

 Nos résultats montrent que la Rutine a présenté une inhibition importante de la XO (IC50= 0.79 ±0.07 μg / ml), 

tandis que l’acide gallique (IC50= 1.23 ±0.09 μg / ml). Par contre la Quercetine (IC 50= 4.44±0.13 μg / ml ) a révélé un 

effet scavenger sur l’anion superoxyde que sur la XO. Les résultats de ces travaux nous ont permis d’avancer que la 

Quercetine, la Rutine et l’Acide gallique pouvant être utilisé et recommandé dans la phytothérapie et en biotechnologie. 
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