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Introduction

En raison de leur grand potentiel thérapeutique, es métabolites secondaires des
plantes ; polyphénols, flavonoides, alcaloides, ...etc, ont regus les dernieres décennies
une tres grande attention et font I’ objet de nombreuses études d’identification et de
caractérisation structurale, fonctionnelle et pharmacologique. Il a été démontré que
I’ activité pharmacologique de ces substances bioactives est étroitement liée a leur
concentration libre dans le sang. Par conséquent, I'interaction de ces substances et
leurs métabolites secondaires avec les protéines plasmatiques de transport (albumine,
a-glycoprotéines...) est pharmacocinétiquement tres importante (Otagiri, 2005 ; Ying
et al.,, 2005; Yan-Qing et al., 2007). En effet, ces interactions peuvent affecter la
distribution des drogues dans I'organisme, leur taux métabolique ainsi que leur
excrétion (Heinz et al., 2001) régissant ains |’ efficacité d action et la toxicité de ces
substances.

La sérum albumine humaine constitue la protéine la plus abondante du sang
dont elle constitue 60% de la masse totale. Elle est d’ une importance capitale dans le
transport aussi bien des substances endogénes actives et des nutriments vers et via les
cellules a travers le sang (Dockal et al., 1999) que des substances exogenes actives.
L’ étude de I'interaction des drogues avec la sérum abumine revétit donc une
importance capitale pour la compréhension de leurs actions au niveau moléculaire et
cellulaire.

Nigella damascena est une plante annuelle herbacée qui  pousse dans les zones
tempérées du moyen orient et d’ Europe (Agradi et al., 2001). Bien qu’ elle soit, surtout,
utiliste comme plante ornementale (Toma et al., 2003), elle est actuellement
considéré comme une plante médicinale en raison de la richesse de sa graine en
meétabolites secondaires responsables de nombreux effets thérapeutiques. L’ étude des
propriétés pharmacol ogiques des extraits de Nigella damascena a montré que la graine
de cette plante présente des effets analgésique et diurétique (Fico et Tome, 1998a),
antibactériens contre Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus (Fico et al.,

2004), antiparasitaire contre la leishmaniose (Toma et al., 2007) et une activité
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cestrogénique (Agradi et al., 2001; Agradi et al., 2002). Ces effets biologiques
peuvent étre en partie ou en totalité liés a la présence de |’ alcaloide majoritaire, la
damascenine qui représente 0,7% de la masse totale de la graine (Mohan, 1960).

L’ éude de I"interaction de la damascenine avec la sérum albumine humaine, in
vitro, ameéne a des informations importantes sur I’ action de cette drogue et donc d’en
déduire son efficacité métabolique in vivo. Dans cette thématique se situe notre travail
dont I’objectif immeédiat est de caractériser et dévaluer I'interaction de la
damascenine avec la SAH. Pour cela, nous avons effectué le travail suivant :

-Extraction des alcal oides totaux et de la damascenine.

-Caractérisation partielle de ces alcaloides par HPLC, CCM, Absorbance UV -

visible.

-Caractérisation de I’ interaction damascenine-SAH et estimation de la cinétique

et la thermodynamique de cette interaction par spectrophotométrie

d absorbance.
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Les Alcaloides des nigelles

|.1- Lesnigelles : casd’étude Nigella damascena

1.1.1- Généralités

Les nigelles dicotylédones (Palese et al., 1990), sont des plantes herbacées au
feuillage finement découpé, de la famille des Renonculacées, appartenant au genre
Nigella (tableau 1), du latin « Nigella» lui-méme de «niger » signifiant noir en
référence a la couleur des graines des espéeces de ce genre (Palese et al., 1990 ;
Guignard., 2001). Les nigelles sont des plantes annuelles a courte demi-vie et a court
cycle de régénération. Ce sont des plantes typiques des sols naturels semi-arides. |l en
existe une vingtaine d'especes, Nigella sativa, Nigella damascena , Nigella arvensis,
Nigella integrifolia, Nigella nigellastrum, Nigella gallica, Nigella glandulifera,
Nigella Hispanica, Nigella Orientalis... (Andreas et al., 2005), toutes originaires
d'Eurasie (Nickavar et al., 2003 ; Tian et al., 2006).

Tableau | : Classification des Nigelles (Guignard, 2001).

Rang Nomenclature

Regne Végétale

Sous regne Cormophyte

Supra embranchement Rhizophyte

Embranchement Spermaphyte

Sous embranchement Angiosperme

Classe Eudicotylédone

Sous classe Audicots archaigues

Ordre Ranunculales

Famille Renoncul acées

Sous famille Helloboroidées

Genre Nigella

Espéece N. sativa, N. damascena, N. Arvensis, N. Hispanica,
N. Orientalis...




Les Alcaloides des nigelles

Les nigelles, particulierement Nigella sativa, sont connues depuis I’ époque de
I Egypte des pharaons. Les anciennes civilisations les utilisaient comme traitement
contre la migraine, la toux, les agies dentaires, |la congestion nasale, des affections
hépatiques et digestives, et pour combattre les vers intestinaux et contre les piqures de
scorpions. Elles ont été aussi utilisées dans le traitement de certaines épidémies
comme le choléra (Salem, 2005 ; Ghedira, 2006).

Les pays du bassin méditerranéen, principalement le Maroc, I’ Algérie, I’ Egypte
et la Turquie utilisent fortement la graine de Nigella, notamment celle de Nigella
sativa qui est souvent confondue avec la nigelle de Damas ; Nigella damascena, dans
la médecine traditionnelle comme étant carminative, diurétique, fortifiante,
antirhumatismale et antimigraineuse. Elle est également utilisée contre le rhume, la
grippe, lafiévre, les sinusites, |’ asthme, les hémorroides, |es affections pulmonaires et
les algies dentaires. A faible dose, elle est préconisée comme galactagogue, vermifuge,
emménagogue, antipyrétique et antivenimeuse. Par voie locale, elle est employée dans
le traitement des verrues, des cors, du vitiligo, des dartres et de la paralysie faciale. En
infusion, elle est indiguée dans les nausées, les gastralgies, les vomissements et les
coliques. Ecrasées dans I'huile, les graines sont employées comme liniment contre les
rhumatismes et elles seraient efficaces contre la constipation et les céphalées. L’ huile
des graines aurait une action protectrice contre les bronchospasmes. Elle serait
antitussive, broncho-dilatatrice, expectorante, anti-hypertensive, diaphorétique,
stomachique. En friction, I’huile de la graine est préconisée contre les spasmes

musculaires et |a sciatique (Ghedira, 2006).
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[.1.2- Nigella damascena

[.1.2.1- Description botanique

Nigella damascena, plante ornementale (Toma et al., 2003), est une plante
annuelle herbacée (figure 1) qui pousse dans les zones tempérées du moyen orient et
d Europe (Agradi et al., 2001). Satige est glabre de 30cm, striée, feuillée et rameuse
dans sa partie supérieure. Ses feuilles sont alternées sessiles et découpées. Ses fleures,
de couleur bleue, sont grandes entourées par une collerette feuillée et multifide. Ses
capsules sont lisses et forment par leur soudure compléte un fruit renflé, presque
globuleux ou ovoide (Diane et al., 2007). Les graines de couleur noire sont ovoides
aplanies, atroisfaces (Palese et al., 1990) et aromatiques (Agradi et al., 2001).

Figure 1. Les différents organes de Nigella damascena (a droite) et de Nigella sativa
(agauche) (Andreas et al., 2005).
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1.1.2.2- Composition chimique de Nigella damascena

Les graines de Nigella damascena sont trés riches en huiles fixes. Le taux des
acides gras totaux contenus dans I’huile est de 97% tandis que le pourcentage des
acides gras libres s éleve a 30% (Mohan et al., 1960). L’acide linoléique est I’ acide
gras le plus abondant (47.02%). (Kokdil et al., 2005).

Les huiles essentielles représentent 0.5% de la masse totale de la graine. Elles
sont composées uniquement de sesquiterpéne (100%) ou de  monoterpénes
représentent plus de 90%. Le composant mgjoritaire est le B-Elemene qui représente
73.2% (Moretti et al., 2004).

Les graines de Nigella damascena contiennent plusieurs composés phénoliques
tel que: le 3,4-dihydroxy--phénethyl acool, acide dihydroxyphénylacétique et
I’ acide dihydroxyphénylacétique méthyle ester (Agradi et al., 2001), le p-coumaric,
I’ acide caféique, le kaempferol et le kaempferol-3-O-glucopyranoside, et le 1-O-(2, 4-
dihydroxy) phénylacétyle glycérol (Ficoet al., 2001 ; Fico et al., 2004).

1.1.2.3- Activités biologiques et propriétés phar macologiques

Les graines de Nigella sont utilisées contre les ulceres, les maladies
pulmonaires, et comme agent carminatif, diurétique et vermifuge, elles sont connues
auss comme stimulateur de lactation depuis le moyen age, ces effets peuvent étre dus
aux huiles essentielles et aux saponines (Briickner, 1993 ; Fico et al., 2001). Elles sont
utilisées aussi comme des antidotes pour traiter les morsures de serpents et des piqdres
de scorpions (Andreas et al., 2005). Certains auteurs attribuent a la graine de Nigella
damascena le role analgésique et diurétique (Fico et Tome, 1998a), des effets anti-
bactériens contre Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus. (Fico et al.,
2004), anti-parasitaire contre la leishmaniose (Toma et al., 2007) et une activité
cestrogénique (Agradi et al., 2001 ; Agradi et al., 2002).
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L’ huile fixe des graines de Nigella damascena est responsable d’ un important
effet analgésique di ala présence d’ un principe opioide présent dans cette huile.
Elle inhibe la lipoperoxydation non enzymatique et un effet piégeur de radicaux
libres (Teuscher et al., 2005).

|.2- Lesalcaloides du genre Nigella
1.2.1- Généralités sur lesalcaloides

Les acaoides sont des composés organiques d origine naturelle (le plus
souvent végetale), azotés, plus ou moins basiques, de distribution restreinte et doués, a
faibles doses, de propriétés pharmacologiques marquées. Leur atome d’ azote est
inclus dans un systéme hétérocyclique. Ils existent a |’ état de sels et I’ on peut gjouter
gu’ils sont biosynthétiquement formeés a partir d’ un acide aminé (Bruneton, 1999). Ces

éléments caractérisent ce que I’on peut appeler les alcaloides vrais. Ces alcaloides

constituent un groupe trés hétérogene possédant quel ques propriétés physicochimiques
communes (Guignard, 1979).

Par ailleurs on distingue auss certains produits naturels contenant un atome
d’ azote dans leur structure et qui ne sont pas considérés comme des alcaloides
(Bruneton., 1999 ; Cordell et al., 2001), comme :
- Les Proto acaloides: Congtitué de simple amine, les amines Biologiques (Ex :
Ephédrine, Mescaline).

- Les Pseudo alcaloides : Ils contiennent dans leur structure un atome « N » mais ne

dérivent pas d’ acide aminé. (Ex. Terminaline, Caféine)

Le terme d'alcaloide a été introduit par W. Meisner au début du XI1X siecle
pour désigner des substances naturelles réagissant comme des bases, comme des
alcalis (I'arabe al kaly, la soude et du grec eidos, I'aspect). A |’ éat naturel, ils sont
généralement sdifiés par des acides organiques (tartrates, malates, aconitates,
tiglates....) ou combinés a des tanins (Bruneton, 1999 ; Guignard, 2000).

On les rencontre chez de nombreux végétaux, peu nombreux chez les

monocotylédones mais tres répandus chez les dicotylédones (Guignard, 1979).



Les Alcaloides des nigelles

Plus de 12000 structures acaloides sont actuellement connues; ils portent tous
laterminaison « ine » (Guignard, 2000) et sont en genéral classés suivant la nature de

leur cycle (Figure 2).

D’une facon générae, la production d alcaloides s observe dans les tissus en
voie de croissance (Guignard, 2000). Leur synthése a lieu au niveau du réticulum

endoplasmique, ils se concentrent ensuite dans la vacuole. Parfois, comme chez les

pavots, il s agit de vacuoles spéecialisées en laticiferes.
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Figure 2: Principaux hétérocycle desalcaloides (Guignard, 2000).



Les Alcaloides des nigelles

Le précurseur des acaloides vrais est un acide aminé: ornithine, lysine,
phénylalanine, tyrosine, tryptophane, histidine, acide anthralinique (figure 3).
(Bruneton, 1999).
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Les Alcaloides des nigelles

Figure 3: Origine biosynthétique des al caloides (Bruneton, 1999)
|.2.2-Alcaloides des nigelles

Les métabolites secondaires majoritaires du genre Nigella sont les alcaloides
diterpéniques (Attaet al., 1992 ; Agradi et al., 2002) qui sont associés al’ activation du
métabolisme des lipides (Agradi et al., 2002). Les alcaloides les plus abondants de
Nigella sativa sont les dollabellanes de type diterpéniques, les nigellamines (figure 4)
(Morikawa et al., 2004 ; Labib-Salem., 2005 ; Cheikh-Rouhou et al., 2007)

nigellamine A4 (5): X = CH nigellamine By (7): X = CH
nigellamine C (4) nigellamine Az (6): X =N nigellamine Bz (B): X =N

Figure 4. Structure des alcaloides de type dollabellanes diterpénes
(Morikawa et al., 2004).

Le genre Nigella contient aussi des alcaloides a noyau imidazole comme la

nigellicine, la nigellidine et la nigeglanine (Atta et al., 1985 ; Atta et al., 1995) ains
gue des alcaloides de type isoquinol€ine tels les nigellimines (Khan, 1999) (figure 5).
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Les Alcaloides des nigelles

La graine de Nigella damascena est caractérisée par la présence d’' un alcaloide
majoritaire, la damascenine (figure 6) qui représente 0,7% de la masse totale de la
graine (Mohan, 1960). Cet alcaloide est synthétise a partir de la méthionine vialavoie
de I’ acide chikimique (Munshe et Mothes, 1965).

a)
Ef)g
P
9
CH; N
Nigellicine Nigellidine
y  CHIO N CH;0 X
@
e
CH;O N CH;;()m'O
CH; CH;
Nigellimine N-oxyde nigellimine

Figure 5: Structure chimique des alcaloides a noyau imidazole (a) et des alcaloides
isoquinoleique (b) du genre Nigella. (Khan., 1999).

NHCH;,

Figure 6: Structure chimique de la damascenine.
(Munshe et Mothes., 1965)
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Les Alcaloides des nigelles

|.3- Rble biologique et effets phar macologiques des alcal oides

Le rble biologique des alcaloides est essentiellement celui de phagodéterrant ;
leur amertume et leur toxicité repoussent les herbivores (Guignard, 2000). Si certains
auteurs estiment que ce sont des métabolites terminaux, des « déchets » inutilisables,
C’est tres peu probable : dans plusieurs cas il été montré qu’ils se comportent comme
des métabolites intermédiaires qui pourront jouer le réle de substances de réserves ou
de régulateurs de croissance (Bruneton, 1999). Les alcaloides présentent des activités
pharmacologiques divers; antibactérien, Anticancéreux, Stimulant du SNC,
Anesthésique, etc. (Marek et al., 2003). Le tableau Il présente les effets
physiologiques de quelques alcaloides.

Tableau |1: Effets physiologiques de quelques alcaloides (Marek et al., 2003)

Alcaloides Plantes Effetsthérapeutiques
Ajmaline Rauwolfia serpentina Antiarythmétique
Atropine Hyoscyamus niger Anticholinergique
Caféine Coffea arabica Stimulant du SNC
Camptothecine Camptotheca acuminata Anticancéreux
Cocaine Erythroxylon coca Anesthésique
Codéine Papaver somniferum Antitussif
Coniine Conium maculatum Paralyse le nerf moteur
Emétine Uragoga i pecacuanha Amoebicide
Morphine P. somniferum Narcotique
Nicotine Nicotiana tabacum Paralysie respiratoire
Pilocarpine Pilocar pus jaborandi Stimulant du SN para S
Quinine Cinchona officinalis Antimalaria
Sanguinarine Eschscholzia californica Antibactérien
Scopolamine H.niger Narcotique puissant
Strychnine Srychnos nux-vomica Violent poison tétanique
Vinblastine Catharanthus roseus Antinéoplasique

12




1- Sérum abumine humaine



Sérum albumine humaine

[1.1- Généralités

La sérum abumine humaine (SAH) est la protéine la plus abondante du plasma
sanguin. Sa concentration typigque est de 5g/100 ml. Lademi-vie de la SAH est de 19
jours et son catabolisme, par proteéolyse lysosomiale, est ubiquitaire dans tous les
tissus. Plusieurs recherches font I’objet d'investigations plus importantes dans le
domaine de la pharmacocinétique afin de découvrir ses propriétés physiologiques et
pharmacol ogiques (Otagiri, 2005).

En raison de safaible viscosité en solution et son affinité pour de nombreux ions et
molécules en particulier lamolécule d’ eau, la SAH assure dans |’ organisme plusieurs
fonctions biologiques. Elle maintient la pression oncotique (75 a 80%) (Scatchard et
al., 1944 ; Pernod, 1986). Elle assure le transport dans le sang de différentes
substances; des substances endogenes tel que les hormones thyroidiennes,
stéroidiennes, les acides gras libres, certains acides aminés (Cys, Trp), la bilirubine
(figure 7) (Peters, 1996) ou des substances exogenes comme les médicaments, les

colorants, I’iode.....

THYROID T4 £ ADIPOSE
-{14) Lol MUSCLE,
BONE FA ETC.
quq-
F‘E:: o Bilirubin (Steroids)
(hemae) = ADRENAL

GUT

Figure 7 : Schéma représentant les fonctions de transport de la SAH
(Peters et Reed, 1978).
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La SAH, en raison de sa charge globale négative, présente une grande affinité pour
différents cations tel que Cu**, Fe**, Zn?*, C&** (Brennan et al., 2000).

Le géne de la SAH est localisé sur le bras q11-22 du chromosome 4 (Urano et
al., 1984; Minghetti et al., 1996). Il est constitué de 1696 nucléotides organisés en 15
exons et 14 introns (figure 8) (Yuniset al., 1978).

Human Albumin Gene
I Chromosome 4
11-22]
ATG TAA
ATATTA ATAA
- _ EcoR T r
sstT EgoR 1 EcoR T EcoR T Hind T \Hln; i
\'Ava _{ Avall \Hind m l l Pst 1 Mla ki Awgﬂ[ﬁPst i Pst] Avall Sst] l PstI
IR } il } ! | I «
5' q709y 1454 g 1832 540g 824 § 1587 g 1293 1399 1088 g 1177 _g4iom 1192 @614y 770 ,
—1 T 1 ] i ) 3
118 58 133 212 133 98 130 215 . 133 28 139 224 133 68 163
1 ] 1 | 1 1 1 | | 1 | 1 i | 1 | 1 1 1 |
-1000 0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000

DNA Length in Nucleotides

Figure 8 : Localisation et organisation du gene dela SAH (Yuniset al., 1978).

La SAH est synthétisée dans le foie sous forme d’ une préproalbumine. Le pré-peptide
signa de nature hydrophobe « Met-Lys-Trp-Val-Thr-Phe-1le-Ser-L eu-Phe-L eu-Phe-
Ser-Ser-Ala-Tyr-Ser » est clivé dans RE par une signal peptidase. La pro-albumine
résultante sera exportée vers |’ appareil de Golgi ou les six acides aminés N-terminaux
« Arg-Gly-Val-Phe-Arg-Arg » constituant le propeptide seront éliminés par une
proalbumine convertase Ca**-dépendante puis déchargée dans la circulation sanguine
(Brennan et al., 1989) (figure 9).
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Figure 9 : Schémareprésentant le transit cellulaire dela SAH lors de sa biosynthese

dans les cellules hépatiques. (Peters, 1996).

[1.2- Propriétés Physico-chimiques

La SAH est une protéine globulaire de 66,5Kd de masse moléculaire qui

occupe un volume spécifique de 0,733 cm®g et est caractérisée par un point

isoélectrique de 4,7, une constante de sédimentation de 4,6 10*°S et une mobilité

électrophorétique a pH 8,6 égale a — 5,9 (tableau N°III).

C’'est une protéine non-

glycosylée en raison de I’ absence de la séquence de N-glycosylation Asn-X-Ser/Thr.

Elle ne contient pas de groupement prosthétique et est caractérisee par un pic

d absorbance dans I'UV pres de 280 nm, cette absorbance est influencée par le

tryptophane par rapport aux autres acides aminés aromatiques. En effet, la SAH

contient 31Phe, 19Tyr et 1Trp (Dugaiczyk et al., 1982). En raison de la présence d’'un

seul résidu Trp dans la sequence de cette protéine, son absorbance est atypiquement

basse (0,5-0,7) comparé a 1 pour la plupart des protéines.
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Tableau |11 : Quelques propriétés physicochimiques de la SAH (Peters, 1996).

Caractéristiques SAH
Masse moléculaire 65 200
Constante de sédimentation Syo . 10 4.6
Constante de diffusion (Do) dcm?.S™ .10’ 6,1
Viscosité intrinseque (1) 0,04
Dimension (A°) 80x80x30
Volume spécifique partiel Vg 0,733
Point isoélectrique 47
Mobilité électrophorétique -5,9
% d’'hélices a 67
% de coudes 10

La SAH est une protéine thermostable, elle ne présente aucun changement
structural jusqu’'a 60° C pendant 10 heures. Cependant au-dela de cette température
des pertes irréversibles dans la structure des hélices o apparaissent et le taux de
structure en hélice o passe de 67 a44% a 75° C (Clark et al., 1981).

En fonction du pH, La SAH présente de nombreuses conformations natives et
stables (figure 10) qui n’'induisent pas d’ oligomérisation.

A pH entre 4,3 et 8, La SAH se présente sous laforme native N « normale ». La
diminution du pH jusgu’'a 2,7 induit un changement de conformation rapide (100M/s)

et la conformation résultante F « Fast » présente une mobilité électrophorétique plus
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rapide que laforme N en raison de sa charge globale nette plus élevée (Aoki et Foster,
1957). La mesure des caractéristiques hydrodynamiques telles que la vitesse de
sedimentation, la constante de diffusion, et la viscosité intrinseque montre que
I"isomeére F est plus étendu et asymétrique (figure 11a) que celle de laforme N.

Nom: Expanded Fast Normal Basic Aged

Figure 10: Schéma al’ équilibre de latransition de différentes conformations

isomériques de la SAH

A pH inférieur a 3, apparait La forme E « Expanded ». Cette forme est
complétement allongée a cause des répulsions électrostatiques entre les boucles des
domaines et des sous domaines de la SAH. Ces répulsions sont crées suite a la
protonation de tous les groupes carboxyles (Brewer et al., 1987). Morphologiquement,
laforme E est présentée par une suite de boucles et de cordons (figure 11b). (Carter et
Ho, 1994).

Inversement, dans les pH alcalins de 8 a 10, la protéine présente la forme B
« basic » dont le repliement est le plus proche de la forme normale « N » mais avec
une diminution de 10% du taux des hélices o et une augmentation de 8% de taux des
coudes [ et de structure désordonnées (Era et al., 1996).

A pH supérieur a 10, la SAH acquiert une forme A « Aged » caractérisée par
un réarrangement des ponts disulfures. La forme A présente une faible mobilité
électrophorétigque (Peters, 1975).
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Figure 11: Formes transitoires isométriques de la SAH. (a) Configuration de
I"'isomére F. (b) Configuration de I'isomere E (Carter et Ho, 1994).

[1.3- Séquence et Structuredela SAH

La SAH est une protéine monomérique constitué dune seule chaine
polypeptidique de 585 résidus d’ acides aminés avec un haut contenu en alanine (62),
acide glutamique (61), Leucine (61), lysine (57), valine (42), acide aspartique (36) et
cystéine (35). Les acides aminés les moins présentés dans la séquence de la SAH sont
la méthionine (8) et le tryptophane (1). Lesextrémités N-terminal et C-terminal de la
chaine polypeptidique sont constituées de résidus aspartyl et leucyl respectivement
(figure 12)
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Figure 12: Séguence primaire de la SAH (Dugaiczyk et al., 1982 et Manghetti et al.,
1986).
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La SAH est repliée de facon compacte selon une forme de cceur, avec des
dimensions approximatives de 80x80x30 A° (Carter et Ho, 1994) et est formeée
principalement d hélices a. (67%) (figure 13) (Peters, 1996).

Figure 13: Structure tridimensionnelledelaSAH apH 7 (Sugio et al., 1999)

La SAH est stabilisée par 17 ponts disulfures et possede une cystéine libre en
position 34, cette derniére bien gu'elle est située sur la surface de la protéine, sa
fonction sulfhydrique SH est localisée vers I'intérieur et entourée par des chaines
latérales de Pro 35, His 39, Val 77 et de Tyr 84 qui empéche le groupe sulfhydrique
d’interagir avec le milieu extérieur (Sugio et al., 1999).

La SAH est subdivisée en trois domaines homologues : Le domaine | (du résidu
1 au résidu 195) stabilisé par 5 ponts disulfures, les domaines Il (résidu 196 au résidu
383) et Il (résidu 384 au résidu 585) stabilisés chacun par 6 ponts disulfures. Ces
trois domaines sont non seulement topologiquement identiques, mais aussi tres

semblables dans leur structure tridimensionnelle (figure 14) (Dockal et al., 1999)
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§-8 bridges

53- 62
75- 91
80- 101
124- 169

S-S bridges

200- 248
245- 253
265- 279
278- 289
316 - 361
360- 369

§-5 bridges

392 - 438
437 - 448
461- 477
476 - 487
514 - 559
358 - 567

[1la-h5

Ib-h2
llib-h3
lllb-hd

Figure 14: Structure et organisation des domaines|, Il et I11 dela SAH. (Dockal et al.,
1999 et Sugio et al., 1999). A gauche : structure tridimensionnelle des 3 domaines. A

droite : Schémade |’ organisation de ces domaines.

Chaque domaine peut étre encore divise en sous domaines a et b, qui se composent de
6 et de 4 hélices o respectivement. Une longue boucle prolongée traverse les deux
sous domaines pour les lier ensemble. Des poches hydrophobes profondes chargées
sont situées aux positions semblables dans les sous domaines lla et llla, et
correspondent respectivement aux sites | et Il. Les Sites | reconnaissent des
salicylates, des sulfamides, et certain nombre d autres drogues. Ils contiennent des
composés chargés comme I’ Arg 257, Arg 222, Lys 199, His 242, Arg 218 et Lys 195.
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Les sites |l reconnaissent le tryptophane, la thyroxine, I’ octanoate et d’ autres
drogues. La chaine latérale d’Arg 410 est située a I’entrée de la poche hydrophobe
tandis que I’ hydroxyle de la Tyr 411 vers I’ intérieur de cette poche, |e sous domaine Ia
ne possede pas de poche hydrophobe (Sudlow et al., 1975; Sudlow et al., 1976).
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| nteraction sé&rum albumine humaine-alcaloides

[11.1- Diversité desligandsdela SAH

La SAH possede une grande capacité a lier de petites molécules de diverses
natures. Cette capacité de liaison est due a sa flexibilité structurale et ses trois
domaines de liaison (Bennhold 1961 ; Honor 1990). La SAH interagit avec une large
gamme de composés avec une large gamme d’ affinité 10°< Ka<10° (tableau IV). Les
anions organiques hydrophobes de taille moyenne de 100 a 600 tels que les acides
gras, I’"hématine et la bilirubine se lient fortement a la SAH. Les petits composés
moins hydrophobes comme le tryptophane et |'acide ascorbique se lient moins
fortement. L’affinité de liaison dépend pour certains composés de leurs formes
chirales. Ainsi, le L-Tryptophane se lie ala SAH avec une affinité 100 fois plus grande

gue le D-tryptophane.

Tableau IV : Certains composés endogenes transportés par la SAH (Peters, 1996).

Ligands Constante d’association | Nombredesiten
Ka(M™)
Acides gras alongues chaines (1-69) x 10’ 1
Eicosanoides (PGE;) 7 x 10" 2
Cortisol 5x 10° 2
Progestérone 3,6x 10° 1
L a testostérone 2,4 x 10 1
Aldostérone 3,2x 10° 1
Bilirubine 9,5x 10’ 1
Hématine 1,1x 10° 1
Thyroxine 1,6 x 10° 1
L-Tryptophane 1,0 x 10 1
25-OH-vitamine D 36 x 10° 1
Calcium 15 x10° 1
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Les méthodes de séquencage de I'ADN, de la fluorescence, de la diffraction des
rayons X, et |'isolement des fragments fonctionnels ont permis la localisation des sites
ou des régions de liaison de ces ligands (figure 15) (Peters, 1996).

R5H Bilirubin FA-2 FA-1
% — R222g™Y o \

W2l
1
35'_..|

CUHHZL Itll'.l'l L |

Loop: 1 2 3 / 4 5 B 7 8 9
FA-3 ASA Bg

Sudlow 1 Sudlow II

Figure 15: Schéma montrant les sites de liaison ala SAH de diversligands.
FA, les acides gras alongue chaine ; SA, Acétylsalicylate ; Bg pyridoxal 5’ -phosphate ;
RSH, Disulfides mixtes ; DFP, diisopropy! fluoro phosphate (Peters, 1996).

Les acides gras a longue chaine possedent six sites de liaison, ils se lient
fortement aux régions suivantes : région formés par les boucles 8-9, a la Lys-475,
région formée par laboucle 6, ala Lys-351 et région formée par laboucle 3, al’ Arg-
117. Le Salicylate, certains sulfamides et d'autres drogues se lient au site |. Le site de
la bilirubine et de I'hématine est localisé au niveau des boucles 3 et 4. Le

tryptophane, la thyroxine, |’ octanoate, et les médicaments sont reconnus par le site I1.
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Lesions métaliques Cu (Il) et Ni (I1), selient al’ histidine de I’ extrémité N-terminal
delaSAH (Sudlow, 1975 ; Sudlow, 1976).

[11.2- Topologie et spécificité des sitesde liaison de la SAH
La SAH possede deux types de sites de liaisons principales ; les sites | et les sites Il.
Ces dites de liaisons sont importants pour comprendre les caractéristiques

pharmacocinétiques et e déplacement des médicaments.

[11.2.1- Sitedeliaison |

Lesitel est localisé dans le sous domaine Ila et est formé d’ une poche dont les parois
sont constituées par |les chaines hydrophobes et contenant le seul résidu tryptophane de
la protéine. L’entrée du site est entourée par les résidus d acides aminés chargés
positivement (Arg 257, Arg 222, Lys 199, His 242, Arg 218 et Lys 195). (Sugio et al.,
1999 ; Otagiri, 2005). Ce site est flexible et posséde une grande capacite de liaison, il
contient un grand nombre de sites de liaison individuels parfois indépendants |’ un de
|”autre mais dans d autre cas mutuellement influence I'un I’ autre. (Yamasaki et al.,
1996 ; Zhu-Sheng et al., 2002). Laliaison par une grande affinité d’ un grand nombre
de ligands de structure chimique différente est une preuve de |’ adaptabilité de ce site.
Des interactions mutuelles ont été observées entre des ligands interagissant a ce site
qui peuvent étre attribuées au recouvrement partiel des sites de liaison ou au
changement de conformation de I’albumine (effet allostérique). Une mutation qui
touche un seul résidu dans cette région de I’albumine affecte significativement la
conformation et la stabilité thermique de la protéine beaucoup plus que les mutations
gui touche le site Il (Watanab et al., 2001). Les ligands qui se lient au site |, appelé
auss warfarin site, sont des acides dicarboxyliques et/ou de grosses molécules
hétérocycliques avec une charge négative localisée al’ intérieur de la molécule comme
le warfarin, 5-diméthylaminonaphtal éne-1-sulfomide (DNSA), dansylamide, dansyl-L-
asparagine, dansyl-L-lysine et n-butyl-p-aminobenzoate (Y amasaki et al., 1996 ; Zhu-
Sheng et al., 2002).
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[11.2.2- Sitedeliaison |1

Le sdte Il et situé dans le sous domaine IIIA. |l est enfermé dans une poche
hydrophobe et semble plus petit que le site | et est moins flexible car il est affecté par
la stéréosélectivité. A I'entrée de cette poche se localise la chaine latérale de I’ Arg
410 et Tyr 411 qui jouent un réle important pour ce site. Une mutation qui touche ces
deux acides aminés diminue fortement de I’affinité de liaison de ce site pour ces
ligands spécifiques (Watanabe et al., 2000). Les ligands qui se lient au site |1, appelé
auss indole benzodiazépine site, sont souvent les acides carboxyliques aromatiques
avec un groupe acide chargé négativement a I’ extrémité de la molécule et est séparé
par un centre hydrophobe comme la dansylsarcosine, dansyl-L-proline, dansyl-L-

glycine et le 7-alkylaminocoumarin-4-acide acétique (Otagiri, 2005).
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[11.3- Interaction SAH- alcaloides

[11.3.1- Typed’interaction

Les mécanismes d'interaction protéine- alcaloide sont encore trés mal compris
du fait que peu d'études ont été réalisées sur ce type d'interactions. L’interaction
alcaloides-protéines est réversible (Raves et al., 1997 ; Thomsen et Kewitz., 1999 ;
Ying et al., 2005 ; Krisko et al., 2005). Ces interactions sont généralement de forte
affinité. C'est le cas de la berbérine (Ying et al., 2005) et de la caféine (Krisko et al.,
2005) qui se lient fortement et réversiblement au site Ila de la SAH avec des affinités
del’ordre de Ka~10"M ™.

Les paramétres thermodynamiques, enthalpie (AH) et entropie (AS) mesurés
par microcalorimétrie montre que les interactions protéines-alcaloides sont assurée
majoritairement par les forces hydrophobes et électrostatiques (Raves et al., 1997 ;
Thomsen et Kewitz, 1999; Ying et al., 2005; Krisko et al., 2005). Les interactions
hydrophobes typiques sont caractérisées par un AH et AS positives, tandis que les
liaisons hydrogeéne et les forces de van der waals sont caractérisees par des valeurs
négatives de ces deux parametres, cependant une enthal pie négative peut jouer un réle

dansles interactions électrostatiques (Tian et al., 2004).

L’interaction de la SAH avec la berbérine, un alcaloide extrait a partir des
Berberiaceae, Fumariaceae et Papaveraceae connu par son activité antimicrobienne,
antiplasmodiale et cardiovasculaire a éé éudiée a 296, 303 et 318K, dans des
températures qui n’ affectent pas la structure de la SAH. Laliaison est de forte affinité
de I’ordre de Ka ~ 10’M™ et I'interaction est caractérisée par une variation d énergie
libre (AG) négative, d’une variation d’entropie AS positive et d’une variation
d’ enthalpie négative (AH<0). Le processus d'interaction est donc spontané et
exothermique et I'interaction SAH-berbérine est maoritairement régit par des
interactions hydrophobes, sans que les interactions éectrostatiques ne soient exclues
(Ying et al., 2005).

L’interaction de la SAH avec la brucine, un acaoide extrait a partir des

graines de strychnos connu par son effet stimulateur du systeme nerveux central a été
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étudiée thermodynamiquement. Cette interaction est accompagneée par des variations
d’ enthalpie et d’ entropie positives prouvant que les forces hydrophobes sont celles qui
régissent cette interaction et que le processus est spontanée puisque la réaction est
exothermique (AG<0) (Yan-Qing et al., 2007).

111.3.2- Conséquences structurale et dynamique de la liaison des ligands

sur les proténes

La fixation des alcaloides aux protéines pourrait induire des changements
conformationnels de ces macromolécules. L’ étude par RPE a montré que la caféine
augmente la dynamique conformationnelle et/ou la polarité de la SAH (Krisko et al,
2005). Le dichroisme circulaire et L’ IRTF ont montré que lorsgque la berbérine selie a
la SAH au niveau du site Il, elle provogue une réduction importante du nombre
d’ hélices alpha qui se manifeste par une dimunition de I’ intensité des pics d' absorption
du complexe a 208 et 218nm (Ying et al., 2005).

Certains ligands changent de propriétés d’ absorption en se liant a des protéines
comme la SAH ou la SAB. Ceci a été observé dans plusieurs cas d association
protéine-ligands. Lors de I’interaction du bleu de coomassie avec la SAB. Ce dernier
sadsorbe en milieu acide sur les protéines et cette complexion provoque une
bathochromie (déplacement du spectre vers les grandes longueurs d’ onde) et on voit
apparaitre un nouveau pic d'adsorption a 595nm. Ce changement de propriétés
spectrales est causé par un changement structural de ce dernier lors de son
interaction avec la SAB (Marion, 1976). Un autre exemple est l'interaction du T4
(hormone thyroidienne) avec la SAH qui implique une torsion dans sa conformation,
d'un angle de valence de 120° entre les anneaux aryliques a son atome d'oxygene
d'éther (Tabachnick et al., 1970). Cette interaction provogue une variation
bathochromique dans I'absorbance T4 et son pic d absorbance passe a 310 nm
(Tritsch, 1968).
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[11.3.3- Paramétresinfluencant I'interaction SAH-Ligands

L’interaction SAH-ligands dépend étroitement des conditions physico-
chimigues environnantes. Ces parametres pourraient ains influencer les
caractéristiques pharmacocinétiques de la SAH au cours du transport. Le pH, la force
ionique et latempérature affectent I’ interaction de plusieurs ligands. Un exemple bien
élucidé est I'effet du pH sur la liaison des ions chlorure ala SAH (figure 16). A pH
physiologique, sept ions de chlorure se lient par molécule d'albumine. Le nombre
d’ion chlorurelié augmente avec ladiminution du pH, particuliérement au-dessous de
pH 4,7, qui représente le pH isoélectrique de la SAH, ou 11 ions de chlorure se lient
par molécule d'albumine. Le nombre des ions chlorure liés ala SAH augmente a 22 a
pH 4,2 (Niels, 1993).
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Figure 16: Schéma montrant I’ effet du pH sur I’ interaction desions chlorure avec la
SAH (Niels, 1993).
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Certaines molécules trouvent leur liaison ala SAH indépendante du pH, ¢ est
le cas de I’interaction du myristate avec la SAH dont I’interaction dépend des forces
hydrophobes et ou |es forces électrostatiques sont faibles (Pederson et al., 1995).

La force ionique aussi est un facteur qui influence I’interaction SAH-ligand.
Par exemple les ions I, CI" et Br diminuent la constante d association du
trifluoromazine (TFZ) et la chlorpromazine (CPZ) a PH 7, avec la I’albumine. Le
NaCl a0,1M diminue cette constante de 40% car sesions se lient en compétition avec
TFZ et CPZ au site |1 de la SAH. L’interaction de ces ions peut mener a quelques
effets stériques locaux pour I’interaction du TFZ au site Il ( Omran et al., 2006). Les
ions comme le I, Br, Cu®* diminuent la constante d’ association jusqu’a 60% de la
sinomenine, un alcaloide anti-inflammatoire et analgésique isolé a partir delatige et

des racines de Snomenium acutum avec la SAB (Hairong et al., 2008).

[11.4- Méthodes d’ étude del’interaction SAH- ligands
[11.4.1-Spectroscopie d’'absorption UV-Visible

Les propriétés optiques des molécules sont étroitement reliées a leur
structure, les variations spectrales refletent des modifications dans |’ environnement
des groupes absorbant mais ces effets localisés résultent e plus souvent des variations
plus globales dans la conformation de la molécule (Y on, 1967). La spectrophotomeétrie
constitue une bonne méthode pour |’ étude des changements de structure des protéines
en solution ou lors de son interactions avec le ou les ligands, cependant son
inconvénient est que les variations conformationnelles qui n’ affectent pas les groupes

chromophores ne lui sont pas accessibles (Pére, 1999).

Le spectre UV des protéines comporte trois régions, le premier supérieur a
250nm, I’absorption dans cette région est essentiellement due aux acides aminés
aromatiques (Trp, Tyr, Phe). La seconde région comprise entre 210 et 250 nm présente
une plus grande complexité avec la participation des acides aminés, histidine, cystéine,

meéthionine et les autres bandes des acides aminés aromatiques. Enfin, dans la région
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des courtes longueurs dondes inférieures a 210 nm s'inscrivent les propriétés

spectrales de laliaison peptidique (Yon, 1967).

La spectroscopie d absorption a été utilisée pour étudier I'interaction de
différents ligands avec les protéines (Kiston, 2004 ; Wenying et al., 2005; Omran et
al., 2006). L’ éude de I'interaction de la SAH avec une quinolone antimicrobienne, le
pazufloxacin mesilate (PZFX) a montré que I'intensité d absorption de la SAH
augmente avec la concentration de PZFX mettant en évidence |’ éablissement d’une
interaction forte entre le PZFX et la SAH qui induit un changement de structure

secondaire de laprotéine (Jin and Zhang, 2007).
I11.4.2- Spectroscopie de fluor escence

Les caractéristiques spectrales d’une molécule fluorescente ou fluorophore
peuvent donner beaucoup d'informations sur le comportement de cette molécule lors
la formation de complexes avec le solvant ou les solutés, la réorientation de
I”environnement autour du moment dipolaire de I'éat excité, la diffusion et les
collisions avec des molécules extinctrices de fluorescence (Lakowicz, 1999). Les
mesures de fluorescence sont trés sensibles ; entre 1000 et 10000 fois plus sensibles
qu'en UV-vis. La limite inférieure de sensibilité est de I’ordre de 10°- 10 M et
jusqu' 210"'M (Lakowicz, 1999).

L’ étude de la fluorescence intrinseque des protéines (fluorescence du Trp)
permet d étudier les changements induits par des variations du milieu (pH,
température, détergents, co-solvants, tampons...) ou par liaison de ligands (Cui et
al.; 2003 ; Cui et al., 2004). Laliaison d'un ligand ala protéine change généralement
la fluorescence de celle-ci, soit parce que sa conformation est changée, soit parce que
le ligand chasse de I'eau et modifie la polarité du milieu autour du Trp qui est au site
de liaison (modification de A €t/ou de I'intensité de fluorescence). Et S le Apax
d'absorption du ligand est proche de la longueur d'onde d'émission des Trp, il y a
extinction de la fluorescence par transfert si les deux entités sont proches (Giepmans et
al., 2006).
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L'étude de I'interaction du pazufloxacin mesilate (PZFX,) un agent
antimicrobien de type quinolone avec la SAH par spectrofluorescence a permis de
déterminer la constante d’association (K, = 1,3x10°M™ & 25°C) et de déduire le
mécanisme d’interaction. L’addition du PZFX a la SAH provogue la diminution
graduelle de I'intensité de I’ émission de fluorescence. Ce qui indique que I’ excitation
de la SAH a été éeinte par le PZFX. Par ailleurs, un déplacement des spectres
d’ émission vers les régions rouge du spectre fut observé. Autrement, on a également
observé un léger décalage de longueur d'onde vers le rouge. Ce qui indique un
changement dans le microenvironnement du tryptophane causé par |'interaction de la
SAH avec le PZFX (Jin and Zhang, 2007).

L’ étude de I'interaction entre la SAH et I’ Acide ellagique, un polyphénol a effet
antioxydant, anti-inflammatoire et anti-fibrose, par technique de spectrofluorescence
dans des conditions semblables aux conditions physiologiques a montré que le
processus d’ interaction est spontané, et que le site de liaison probable du polyphénol
est la poche hydrophobe située dans le sous domaine I1A. Par ailleurs, La distance de
liaison entre Trp214 et I'acide ellagique a éé estimée par méthode de transfert
d'énergie par résonance de type Forster (FRET). Les interactions faibles comme les
interactions de van der Waals et la liaison hydrogéne ont joué le role principal dans
cette interaction (Nanda et al., 2007).

[11.4.3- Spectrométrie Infra Rouge a Transformée de Fourier (IRTF)

Il sagit d'une méthode essentiellement qualitative, qui permet d'obtenir des
informations  structurales, ou pour tester la pureté d'une substance. Les spectres
d'absorption IR sont caractérisés par de faibles coefficients d'absorption molaire
(compris entre 10 et 1500) : la méthode est donc peu sensible maisil existe maintenant
des appareils dits "a transformée de Fourier" qui permettent I'accumulation et le
moyennage de spectres successifs d'un méme échantillon. En augmentant le temps

d'accumulation, on arrive aors a obtenir des spectres avec de tres faibles quantités de
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substance. L’analyse de la structure des protéines repose surtout sur le spectre IR de

laliaison amide dans la zone 1700-1600 cm'™.

L’ étude de I'interaction de la berbérine, un antimicrobien, antiplasmodial et
antidiarrhéal avec la SAH par IRTF a montré que cette molécule se lie au sous
domaine lla de I’abumine (site I1) et que cette interaction de grande affinité provoque
une diminution du taux de structure en hélices o de 10% et des coudes B de 1% mais

augmente le taux des structures désordonnées de 12% (Ying et al., 2005).

[11.4.4- Dichroisme Circulaire (DC)

Le spectre de dichroisme circulaire correspond a I’absorption de la lumiére
polarisée circulaire gauche ou droite par les molécules chirales. C'est une transition
d absorption éectronique trés sensible. Dans le cas des protéines, le spectre DC est
caractéristique de I’ absorption de la liaison peptidique entre 190 et 240 nm. Suivant la
conformation de la chaine principale (a, B, boucles) la lumiere polarisée circulaire
gauche ou droite est absorbée différemment a cause de I’ orientation des dipdles des
hélices, brins, etc. Le signal le plus caractéristique du DC celui de I'hélice a avec une
ellipticité négative a 209 et 222 nm. Les spectres DC de la SAH a différentes quantité
de PZFX exhibent deux bandes négatives dans cette région d’'UV traduisant une
augmentation des taux d’'hélice de 57.80% a 65.68% en présence de PZFX et montant
gue le PZFX augmente la stabilité des structure secondaires hélicoidales de la SAH
(Jin et Zhang, 2007).

[11.4.5- Calorimétrielsothermea Titration (ITC)

La calorimétrie isotherme a titration (Isothermal Titration Calorimetry, ITC) a
été introduite en 1989 dans le milieu scientifique par lafirme MicroCal. Le principe de

I'ITC est le suivant : une macromolécule située dans la cellule de mesure d'un
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calorimétre isotherme est progressvement saturée, a température constante, par
I”injection de petits volumes de ligand (quelques L) a partir d’ une seringue.

A chague ajout de ligand correspond un échange thermique (absorption ou
libération de chaleur) signant I’interaction macromol écule-ligand.

Le signal thermique est mesuré dans la cellule du calorimétre aprés chague
injection et se concrétise par un pic sur le thermogramme expérimental. Ces quantités
de chaleur sont ensuite ramenées a la concentration molaire de la protéine, et portées
en fonction du rapport des concentrations ligand/macromolécule. |ls permettent

d’ obtenir un isotherme de liaison complet (figurel?).
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Figure 17 : Isotherme de titration calorimétrique (Chilom et al., 2006).

Cette méthode permet en premier lieu de mettre en évidence une interaction, et
de déterminer la constante d affinité K, et la steechiométrie n du systeme. Les
spécifications actuelles des calorimetres ITC rendent possible la détermination précise
de constantes d’ affinité dans une gamme s étalant de 10° & 108 M™. Elle permet aussi
de mesurer et de calculer les autres parameétres thermodynamiques de I'interaction : la
variation de I’ énergie libre AG, la variation d'enthalpie AH, la variation d'entropie AS,
et préciser ainsi les forces contribuant a la formation des complexes. Les variations

d’ enthalpie en fonction de la température permettent de déterminer la variation de
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chaleur spécifique Cp, qui reflete essentiellement les changements de conformation
gue peut subir une protéine lorsgu'elle forme un complexe avec un ligand, en
traduisant la modification des surfaces accessibles au solvant induites par |’ interaction
(Chilom et al., 2006).

Lamicrocalorimétrie a été utilisé dans I’ étude de I’ interaction entre la SAH avec
les phénothiazines, utilisées comme antipsychotiques. L’analyse des courbes de
titration ont permis de déterminer la variation d’ enthalpie AH, la constante d’ affinité,
le nombre de sites aussi bien que la variation de |’ énergie libre AG et la variation
d'entropie AS. La liaison des phénothiazines a la SAH est un processus exothermique
qui était compensé par des changements d’ entropie. Cette étude a montré que la SAH
possede deux sites de liaison pour les phénothiazines ; le premier (n;=1) avec une
grande affinité (K, de 10° & 10° M™) et caractérisé par une faible variation d' énergie
libre (AG) négative et une variation d entropie AS positif due a des interactions
hydrophobes. Le deuxiéme site & basse affinité (10° & 10* M) mais & une capacité
élevée (n, = 3-8) contribue a une valeur négative de I’ enthalpie et d' entropie (Aki and
Y amamoto, 1989).

[11.4.6- Autres méthodes

La structure tridimensionnelle des protéines aussi bien que des complexes
protéine/ligands, peuvent étre étudiées par d autres techniques telles que la résonance

magneétigue nucléaire et la cristallographie par diffraction aux rayons X.
Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN)

L'analyse des spectres de RMN ne donne pas acces immédiatement a la
structure tridimensionnelle. 1l faut d'abord attribuer chaque fréquence de résonance a
I'atome correspondant dans la molécule, puis utiliser les données géométriques
observées pour calculer la structure tridimensionnelle globale. La RMN en phase
liquide est la seule méthode amenant a la structure atomique de macromolécules libres

ou complexées en solution. Elle comporte cependant des contraintes significatives sur
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la taille des molécules étudiées (30 - 40 kDa au plus) comme sur leurs propriétés de
solubilité (Meyer et Peters, 2003).

Cristallographie et diffraction aux rayons X

En envoyant des rayons X sur un cristal de protéines, on observe un spectre de
diffraction. Gréace a une transformation mathématique simple, il est possible d'accéder
rapidement a la structure tridimensionnelle des protéines dans le cristal. L'éape
limitante de cette méthode est |a production d'un monocristal pur. Elle peut étre plus
ou moins difficile, de fagcon plutét imprévisible. La technique est améliorée par
I"utilisation du rayonnement synchrotron. Celui-ci permet la production d un
rayonnement X intense, stable, de longueur d’onde variable et de grande qualité
optique. Ils offrent des données exploitables pour des cristaux de macromolécules que
des méthodes classiques ne permettaient pas d étudier : mailles plus grandes, donc
molécules ou complexes plus grands, cristaux plus petits voire imparfaits (Voét et
Voét, 2005).
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I.1-Le matériel végétal : graine de Nigella damascena

Les graines de Nigella damascena sont d’origine Syrienne. Elles ont été
achetées chez un herboriste a Bejaia. Ces graines sont de couleur noire trés brillante de
5+0,2mm de taille et possede une forme ovoide aplanie et lisse (Figure 18). Le
volume, ladensité en gros et I’indice des graines de Nigella damascena sont de 26,9 +
0,05 cm® et 0,83 + 0,01 g/cm?®, 22,5+0,35g respectivement (Tacherfiout, 2008).
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Figure 18: Graines de Nigella damascena (photographie prise au niveau du

laboratoire d’ enzymologie).

|.2- Extraction et caractérisation des alcaloides de Nigella damascena
|.2.1- Extraction et caractérisation des alcaloides totaux

L’ extraction a été effectuée a partir de la poudre de graine selon le protocole
décrit par Sousek et al (1999) modifiée. Les graines une fois débarrassées de la
poussiére par lavage ont étés séchés a I’ éuve (40°C) pendant dix jours pour obtenir

une meilleure extraction. Puis broyées al’ aide d' un broyeur électrique IKA A1l Basic.
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80g de poudre ainsi obtenue de granulométrie moyenne de 500pm sont €puises avec
600 ml de méthanol dans un soxhlet réfrigéré pendant 7h sous une température
d’ ébullition du méthanol. L’ extrait méthanolique séché a été récupéré par évaporation
compléte dans un rotavapor puis solubilisé dans 600ml dHCL 0,02N. Ce mélange
subit une délipidation complete dans une ampoule a décanter avec 150ml d hexane. La
phase agqueuse récupéreée a été ensuite mélangee a 200ml du réactif de Mayer. On filtre
la suspension obtenue sur papier Wattman n°3 et le précipité est récupéré dans de
|”acétone. Apreés évaporation de |’ acétone, les alcaloides ainsi obtenus sont peseés puis

conserveé atempérature ambiante et al’ abri de lalumiere.

|.2.2-Analyse par spectrophotométrie d’absor bance UV/Visible

Le spectre d’ absorption des alcaloides de Nigella damascena solubilisés dans
du DMSO (125ug/ml) a été mesuré entre 200 et 600nm a l'aide dun
spectrophotométre analytikjena Specord 50 couplé au logiciel Aspect-plus.

[.2.3- Analyse par chromatographie sur couche mince

Les alcaloides totaux de Nigella damascena ont été analysés par CCM sur gel
de silice (SilicaWoelm F-DC 4800). Le gel de silice a été étalé uniformément sur une
plague en verre (20cm x 20cm de dimension) avec une épaisseur de 0,5 mm puis
activé a 110°C pendant 30min. 100 pl de solutions d'acaloides solubilisés dans le
méthanol araison de 5mg/ml sont déposes en petits spots a 2 cm du bord de la plague
de migration. Apres sechage, les spots sont laisser al’air libre puis on dépose la plague
de verre verticalement dans la cuve de chromatographie contenant le mélange éuant
méthanol /dichlorométhane/eau (1/1/1 v/v) et préalablement saturée par les vapeurs de
ce méme mélange pendant 4H. On laisse migrer pendant 20 mn a température
ambiante. Apres séchage, les plagues de chromatographie sont visualisées par
exposition aux UV et par coloration au réactif de Dragendorff (tétra iodo bismuthate

de potassium).
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[.2.4- Analyse par RP-HPLC

L’ extrait alcaloide a été soumis aun d’ analyse par HPLC analytique en
mode isocratique dans un appareil de type PERKIN ELMER possédant une colonne
C-18 et un détecteur UV-visible inj.7125. La quantité injectée est de 20ul a
concentration de 1mg/ml dans du méthanol. Le débit d'élution a é&é réglé a
0,8ul/min. La phase mobile est constituée d'un mélange de méthanol-tampon
phosphate de potassium acide (KH,PO,) (52%-48%). La détection a été effectuée par

mesure de |’ absorbance a 224 nm.

|.2.5- Isolement et propriété d’absorbance de la damascenine

La damascenine a été isolées a partir des alcaloides totaux par chromatographie
sur gel de silice. Sur un gel de silice d épaisseur 0,75mm, on dépose les alcaloides a
fractionner selon une bande large de 20cm. La migration est effectuée par un mélange
de solvants dichlorométhane/méthanol/eau (1/1/1 v/v). La bande de gel de silice
contenant la fraction alcaloides a Ry de 0,82 récupérée par grattage et suspendu dans 4
ml de méthanol. La silice est éliminée par centrifugation a 3000g pendant 15 mn et
cette fraction solubilisée dans le DM SO araison de 125ug/ml est ensuite analysée par

spectroscopie UV/Visible.

|.3- Etudedel’interaction dela damascenine avec la SAH
|.3.1- Préparation des solutions protéique et alcaloidique

Solutions SAH

Une solution concentrée de SAH a 30mg/ml  est préparée par solubilisation
dans du tampon phosphate de potassum (0,1M, pH 7). Cette solution dont
I’ absorbance a 289nm est de 0,6 DO est conserveée a4°C.

Pour déterminer |'effet de certains parametres: pH, sels, solvants sur ses
propriétés spectrales d absorbance, la SAH a été solubilisée dans les différentes

solutions suivantes:
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i-Tampon phosphate 0,1M, pH 4 a pH9.

li-Tampon phosphate 0,1M, pH7 contenant 10% de méthanol, éthanol ou DM SO.
iii-Tampon phosphate 0,1M, pH7 contenant 0,05 4 0,3M de NaCl, Na,SO,ou KI.

Et I’ absorbance de cette protéine a été mesuré a différentes longueur d’ ondes entre 200
et 400nm.

Solution de damascenine

L’ extrait sec de damascenine obtenu apres évaporation du solvant d’isolement a
été solubilise dans le DM SO a température ambiante et sous agitation énergétique a
raison de 2mg/ml. La solution obtenue fut ensuite filtrée sur papier wattman n°3 pour
éliminer toute impureté. La solution d alcaloide ainsi préparée est mise dans un tube

bien scellé et est gardée a température basse (4°C).

|.3.2- Mise en évidence del’inter action SAH-damascenine

La mise en évidence et I'anadlyse de l'interaction de la SAH avec la
damascenine a été effectuée par mesure des spectres d’ absorption différentiels. Cette
étude a été réalisée en utilisant un spectrophotomeétre UV/visible monofaisceau de type
Analytikjena Specord 50 couplé au logiciel Aspect plus. Les spectres d’ absorbances
ont été enregistrés a différentes concentrations de damascenine (1 & 100 pg/ml) ou a
différentes concentration de SAH (0,3-3mg/ml) entre 200 et 400nm a température

ambiante.

|.3.3-Etude de I’ effet du pH et des sdls

L’ effet du pH sur le complexe SAH-damascenine a été réalise dans du tampon
phosphate de potassium 0,1M entre pH 4 et 9 par mesure de |’ absorbance a 320nm.
Les solutions de tampon dont le pH est inférieur a5 ont été gjustés avec du HCI 0,1M
alors que celles a pH supérieur a 8, elles ont été gustées avec du NaOH 0,1M. Le
milieu réactionnel final de 3ml de tampon phosphate 0,1M contient 1,36 mg/ml de
SAH, 40ug/ml de damascenine et 10% de DM SO.
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D’autre part, la liaison de la damascenine a la SAH a été déterminée en
présence de 0,15 M de chlorure de sodium (NaCl), de sulfate de sodium (Na,SO,) ou
d’iodure de potassium (KI). L’analyse a été effectuée, a température ambiante, en
mesurant la variation d’ absorbance a 320nm.

|.3.4-Etude del’ effet de latempérature

On mélange 300ul de solution de damascenine solubilisée dans le DMSO
(2,06mM) avec 300ul de SAH a différentes concentrations (92 a 920uM) et 2,7ml de
tampon phosphate de potassium 0,1M, pH7. On incube les solutions pendant 2H a la
température adéquate 5C°,10C°,25C°,37C°. Puis on mesure la variation d absorbance
a320nm.
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Résultats et discussions

I1.1- Caractérisation partielle des alcaloides de Nigella damascena

Etant donné que les alcaloides de Nigella damascena sont des alcaloides de type
tertiaire, la technique de précipitation au réactif de Mayer convient particulierement pour
leur extraction (Mauer, 1964). Le taux d extraction obtenu ainsi et calculé selon la
formule : Ry (rendement massique) = masse de |’ extrait alcaloide x 100/ masse de la
matiere seche initiale (Bruneton, 1987), est de 1,88%. La graine de Nigella damascena
fait partie donc des graines oléagineuses riches en alcaloides. Les taux d'alcaloides des

graines oléagineux varient entre 0,1 a3% (May et al., 1993).

L’ analyse quantitative et qualitative de |’ extrait d'acaloide de Nigella damascena
par RP-HPLC en utilisant un mélange méthanol-KH,PO, (48%-52%) (figure 19) montre
la présence d'une fraction majoritaire dont le temps de rétention est de 3,34 minutes et
le profil chromatographique de CCM sur gel de silice avec comme éluant le mélange de
méthanol /dichlorométhane/eau distingue une seule tache de R; égal & 0,82. L’ analyse
chromatographique (CCM, HPLC) montre que les alcaloides de Nigella damascena se
résument en un type dacaloides majoritaire qui ne peut étre que la damascenine
(Edward et al., 1954 ; Munshe et Mothes, 1965; Fico et Tome, 1998). La damascenine
est un alcaloide qui fOt identifié il ya plus de quarante ans et qui représente 0,7% de la

masse totale de la graine de Nigella damascena (Mohan, 1960).

Les alcaloides totaux de Nigella damascena solubilisés dans I’ éthanol n’ absorbent
que dans le domaine UV. Leur spectre d absorbance présente un profil avec trois
maxima ; 223nm, 264nm, 310nm (figure 20). L’ absorbance totale des alcaloides de
Nigella damascena est probablement caractéristigue de I'alcaloide maeur, la
damascenine qui présente le méme profil que celui des alcaloides totaux avec des
maxima a 229nm, 270nm et 320 nm (figure 20). L’ absorbance UV de la damascenine
masque probablement |’ absorbance des alcaloides mineurs qui peuvent exister. Cas des
alcaloides de type isoquinoléine, indolique ou diterpénique dont les maxima
d absorbance se situe entre 200 et 300nm (Mulamba et al., 1981 ; Meuwly, 1992 ;

Morikawa et al., 2004). D’ autre part, la présence de 3 maxima d’ absorbance suggere que
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la damascenine isol ée se présente sous différentes conformations ou états probablement
dues a des réactions d’ oxydation/réduction ou de protonation/déprotonation (Wenting et
al., 2008).

Figure 19: Profil HPLC des acaloides de Nigella damascena.
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Figure 20: Spectre d'absorption UV des acaloides de Nigella damascena solubilisés
dans |’ é&hanol (125ug/ml). Alcaloides totaux en trait rose et damascenine en trait bleu.
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I1.2- Propriétés d’ absorbance de la SAH

Comme toutes les protéines qui contiennent du tryptophane (Trp), la SAH présente
un spectre d absorbance dont le maximum se situe autour de 280nm (figure 21). Bien
gue la SAH posséde 31 tyrosines (Tyr) et 18 phénylalanines (Phe) (Dugaiczyk, 1982 et
Manghetti et al., 1986), les maxima d’ absorbance de ces deux acides aminés aromatiques
a 275nm et 260nm respectivement, sont masqués par celui du seul tryptophane présent.
Laraison en est que le Trp (e= 5600 M™ cm'™®) présente une absorption de lumiére UV
quatre fois plus élevé que celle de la Tyr (=1400 M™ cm™) et vingt huit fois plus éevé
que celle de la phe (=200 M cm™) (Mach et al., 1992) et que la majorités des Tyr et
Phe se trouvent enfouis dans la protéine alors que le Trp est localisé versla surface dela

protéine (Sugio et al., 1999).

1,2

Absorbance (ua)
o © ©o
£ » [e0) [
L L L L

o
N
I

0
250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

Longueur d'onde (nm)

Figure 21: Spectre d absorption de la SAH solubilisée dans du tampon phosphate 0,1M,
pH 7 (1,36 mg/ml).

1.2.1- Effetsdu pH

Les mesures d absorbance dans I’'UV de la SAH dans du tampon phosphate a
différents pH (pH4 & pH8) ne montrent pas de déplacement de spectre d’ absorbance ce
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qui signifie que la SAH est stable dans cette gamme de pH ou elle se trouve sous la
conformation normale N (Aoki et Foster, 1957). D’autre part, la variation de I’intensité
d absorbance a 290 nm en fonction du pH présente un profil avec un minimum a pH 5
(figure 22). Cette variation d'intensité peut étre liée a la solubilité de la SAH dont le

minimum sesitue apH égal ason pHi de 4,7 (Peters, 1996).
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Figure 22 : Absorbance a 290 nm de la SAH (1,36 mg/ml) dans un tampon phosphate

0,1M en fonctions en fonctions du pH .

11.2.1-Effet du DM SO

Comme les alcaoides présentent une limite de solubilisation dans la solution
aqueuse tamponnée (< 100upg/ml), I'ajout de solvant organique tel que I'éhanal, le
méthanol ou le DM SO est nécessaires pour augmenter la solubilité de ces ligands dans
le milieu réactionnel et élargir ainsi |la gamme de concentration des al caloides a tester lors
de I’ étude de I’ interaction SAH-alcaloides.

Le probleme qui se pose lorsgu’ on goute de tels solvants dans le milieu aqueux de
solubilisation des protéines, lors de cette étude, c’ est leurs effets sur la conformation de
la protéine, ce qui peut amener une interférence avec laliaison du ligand. Pour trouver

le meilleur solvant qui affecte le moins la stabilité de la SAH, différents solvants
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organiques a caractere plus ou moins polaire comme I’ é&hanol, le méthanol et le DM SO
ont été testés a concentration ne dépassant pas 10%.

Les résultats obtenus ont montré que la SAH présente une meilleure stabilité en
présence de 10% DM SO. En effet, |" absence de changement dans le spectre d’ absorbance
(figure 23) signifie que le DM SO a faible concentration ne provoque aucun changement
de la conformation de la SAH. Bien qu’il soit un bon accepteur de protons, le DMSO n’'a
gu’ une faible tendance a rompre les liaisons hydrogeénes inter amides des protéines (Y on,
1969). Par contre, le méthanol et I’ éhanol sont des agents dénaturants des protéines en
contractant des liaisons hydrogenes avec certains groupement des protéines et/ou en
modifiant les interactions établies entre |’ eau de solvatation et les résidus d acide aminés
de la protéine. Comme, Ils peuvent entrainer des effets importants sur la charge globale
de la molécule (Singer, 1962). Par exemple I’ é&hanol, a concentration supérieur a 0,5M
dénature la structure de la SAH, et a concentration inférieure de cette derniére interagit
avec laSAH danslesitel (Annaet Zofia, 2007).

1,6 -
1.4
1,2

14

0% DMSO
—— 10% DMSO

0,8 -
0,6 -
0.4 -

Absorbance (ua)

0,2 |
0

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

Longueur d'onde (nm)

Figure 23: Spectre d’ absorption dela SAH (1,36 mg/ml) dans un tampon phosphate
(0,1M, PH 7) contenant 10% de DM SO aprés 24H.
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I1.3- Caractérisation del’interaction SAH-damascenine
[11.3.1- Stabilité del’interaction SAH-damascenine

La méthode utilisée dans ce travail pour étudier I’interaction de la damascenine
avec la SAH est celle de la mesure des spectres d’ absorption différentiels qui résultent de
la variation des propriétés d absorbance de la SAH et/ou de la damascenine lors d’ une
interaction entre la protéine et le ligand. Les spectres d absorption différentielle obtenus
pour une concentration constante de la SAH (1,36mg/ml) et deux concentrations de
damascenine (4,5ug/ml et 34ug/ml) apres 5Smin d’incubation (figure 24) montrent une
variation d’ absorbance entre 260nm et 290nm d'une part et entre 305nm et 370nm
d autre part. Cette variation et d’'autant plus grande que la concentration de la
damascenine est élevée. Ce résultat est en faveur d’une interaction entre I’ acaloide et la

sérum albumine.
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Figure 24 : Spectre différentiel entrela SAH native (1,36mg/ml) et la SAH en présence
de 4,54ug /ml et 34ug/ml de damascenine.

D’autre part, la réaction d'interaction atteint |’équilibre rapidement des les

premiéres minutes et reste stable pendant au moins 24H. En effet, comme le montre la

figure 25, aucun changement de spectre d absorption n’'est observé, aussi bien en
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présence de 4,54ug/ml ou de 34 pg/ml de damascenine, quelque soit |e temps de réaction
5min, 2H ou 24H
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Figure 25 : Spectres d absorption de la SAH (1,36 mg/ml) dans du tampon phosphate
0,1M et 10% de DM SO en présence de 4,54ug/ml et de 34 ug/ml de damascenine apres
2H et 24H d’incubation a température ambiante et apH 7.

I1.3.2- Effet dela concentration de la damascenine

Les spectres de différence d absorbance dans I’'UV de la SAH (1,36mg/ml) en
présence de différentes concentrations de damascenine montrent une augmentation de
I"intensité de |” absorption dans deux régions 250-300nm et 300-400nm (figure 26).
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Figure 26: Spectre d’ absorption du complexe SAH-damascenine (SAH 1,36 mg/ml dans un tampon
phosphate (0,1M, PH 7)) en présence des différentes concentrations de la damascenine et contenant 10%
de DM SO.
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La région 250-300 nm présente une augmentation de I’ absorbance sans aucun
déplacement du maximum dabsorption a 289nm avec [|'augmentation de la
concentration de la damascenine. Dans cette région, la SAH aussi bien que la
damascenine présente des propriétés d’ absorption. L’ augmentation de |’ absorbance peut
étre due a une hyperchromie de la SAH dont I'interaction avec la damascenine induit un
changement de conformation de la SAH qui expose plus le Trp vers la surface. Soit a
I"hyperchromie de la damascenine qui se trouverait dans un environnement
probablement plus apolaire congtitué par le site de liaison de la protéine, d'ou
I"augmentation de son coefficient d'absorbance. Ou bien a un effet cumulatif des
changements de conformation ou d’environnement des deux molécules impliquées dans

I’ interaction.

La seconde région du domaine de I'UV qui subit des modifications lors de
I"interaction SAH-damascening, ¢’ est la région 300-400nm. L’ absorbance augmente avec
la concentration de la damascenine et un maximum d’absorbance tend a se former a
320nm pour de fortes concentrations de I’ alcaloide. Dans cette région ni la SAH, ni la
damascenine n’absorbent lorsgu’ elles sont solubilisées dans une solution aqueuse
tamponnée. Par contre, la damascenine solubilisée dans [|'éthanol présente une
absorbance caractérisée par un maximum a 320 nm (figure 20). La bande d’ absorption
qui apparait, donc, dans cette région résulte probablement de la liaison de la
damascenine a un site apolaire de la SAH. Cette interaction pourrait été accompagnée
d’'un changement de configuration de la damascenine. En effet, le changement de
conformation ou d’ état des ligands lors de leurs interactions a |’ albumine a été observée
dans beaucoup de travaux (Tabachnick et al., 1970 ; Raisonnier, 2002 ; Marion, 1976).
Par exemple, |I’interaction du bleu de Coomasie (N-4-4-Ethoxyphényle amino phényle-4-
éthyle (3-sulfophényle) méthylamino phényle méthyléne-2,5-cyclohexadien-1-ylidene-N-
éthyl-3-sulfobenzeneméthan ammonium mono sodium) avec la sérum abumine bovine
(SAB) provoque un déplacement d’ équilibre de la forme anionique dont le maximum

d absorbance est a 465nm vers la forme cationique dont le maximum d’ absorption est a
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595nm d’ ot un déplacement du spectre du bleu de Coomasie vers les longueurs d onde

supérieures (effet bathochrome) (Marion, 1976).

I1.3.3- Effet dela concentration dela SAH

La variation d’ absorbance de la damascenine (20ug /ml) en présence de la SAH
montre que I'intensité d'absorption de la damascenine dans la région 300-400nm
augmente avec |I'augmentation de la concentration de la SAH (figure 27). Plus la
concentration de protéine est éevée plus un maximum d’absorbance a 320 nm se

distingue et se précise.
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Figure 27: Spectre d absorbance de la damascenine (20pug/ml) en fonctions de la
concentration de la SAH (0- 3mg/ml) dans un tampon phosphate potassium (0,1M, pH 7)
contenant 10% de DM SO. A température ambiante 20+2°C.

Lavariation de I’ absorbance maximal & 320nm en fonction de la concentration de
la SAH montre une évolution hyperbolique (figure 28). Ce profil est caractéristique d' un
phenomene de saturation de I’ interaction SAH-damascenine. Il correspond a la fixation
sur une seule catégorie de sites; soit un seul site ou plusieurs sites indépendants et

équivalents.
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Figure 28: Absorbance de ladamascenine (20ug/ml) a 320 nm en fonctionsde la
concentration dela SAH a 28+2°C.

11.3.4- Effet du pH

L’ influence du pH sur I’interaction SAH-damascenine a été suivie par mesure de
la variation d absorbance a 320 nm en fonction du pH pour une concentration de
1,36mg/ml de SAH et 40ug/ml de damascenine. Les résultats obtenus (figure 29)
montrent qu’entre pH6 et pH9 I’ absorbance ne varie pas. Ce qui indique, que dans la
région du pH ou la SAH est stable (Carter et Ho, 1994), son interaction avec la
damascenine est pH-indépendante. Les liaisons entre la SAH et la damascenine ne sont
donc pas principalement de type ionique. L’interaction SAH-damascenine semble donc
dépendre davantage des interactions hydrophobes ou de van der Waals. La liaison avec
I’albumine ou les interactions hydrophobes sont majoritaires ont été observées avec
différents alcaloides (Yan-Qing et al., 2007 ; Ying et al., 2005; Wang et al., 2007 ;
Hairong et al., 2008).

A pH 4, une légére augmentation d absorbance est observee, les forces
électrostatiques semblent plus impliquées dans!’interaction ace pH. Cet effet résulterait
probablement du relachement de la conformation de la SAH (Carter et Ho, 1994) qui

renforcerait la liaison de la damascenine sur son site.
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Figure 29: Absorbance du complexe SAH-damascenine a 320 nm en fonction du pH
dans du tampon phosphate 0,1M. La concentration de SAH est 1,36 mg/ml et celledela

damascenine 40ug/ml.

Si les forces qui régissent I'interaction SAH avec la damascenine peuvent étre de
type hydrophobe ou électrostatique, la damascenine, un 3-Méthoxy-2-(méthylamino)
acide benzoique méthyle ester posséderait donc les criteres structuraux, pour se lier
préférentiellement au site |1 de la SAH. Le site |1 (site indole benzodiazépine) localisé
dans une poche hydrophobe du sous domaine Illa (Watanabe et al., 2000) lie souvent des
ligands de type acides carboxyliques aromatiques avec un groupe acide chargé
négativement dans |'extrémité de la molécule et séparé par un centre hydrophobe
(Masaki, 2005) principaement par des interactions hydrophobes et participation de

liaisons polaires.
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I1.3.5- Effet desions

L’effet de trois sels différents, NaCl, Na,SO, et KI, a concentration constante
(0,15M) sur le complexe SAH-damascenine a été suivi a différentes concentrations de
SAH. Les résultats obtenus (figure 30) montrent que les différents sels a concentration

0,15M influencent différemment laformation du complexe SAH-damascenine.
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Figure 30: Variation d’ absorbance a 320nm de la damascenine (40pg/ml) adifférentes
concentrations de la SAH en présence de NaCl (trait bleu), Na,SO, (trait rose) et du Kl

(trait jaune) a concentration de 0,15M.

Le NaCl comme le Na,SO, inhibent presque complétement la liaison de la
damascenine a la SAH. En effet, |’absobance a 320nm qui est proportionnelle a la
fraction de la damascenine complexée n'augmente pas avec la concenration de la
protéine. Le NaCl et le Na,SO, favorisent donc la dissociation du complexe SAH-
damascenine par liaison probablement des anions Cl” et SO,* sur la protéine au niveau
ou au voisinage du site de liaison du ligand provoguant ainsi une diminution de la
constante d’ association. En effet, il a éé demontré qu'a pH7, les cations Na* ne se
fixent pas sur I'abumine (Norne et al., 1975 ; Connors, 1987), aors que I'anion CI’
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interagit avec I’albumine (Norne et al., 1975 ; Halle et Lindman, 1978) au niveau du site
[l (Omran et al., 2006). Des résultats similaires ont été observe lors de travaux d’ étude
dinteraction de ligand spécifique du site |1 de la SAH. Par exemple, les constantes
d association du shikonine (un alcaloide anti-inflammatoire) a la SAH (Wenying et al.,
2005) et des phénothiazines avec la SAB (Omran et al., 2006) sont diminuées par I’anion
Cl.

Puisque le Na,SO, présente le méme effet que le NaCl, I'effet favorisant la
dissociation du complexe SAH-damascenine est probablement dii & I’anion SO,%. La
diminution de I’ association résulte probablement d’ une compétition de liaison entre ces
anions et la damascenine pour le site Il, ce qui est en faveur de I'implication des

interactions de type polaire.

L’effet du Kl sur I’ association damascenine-SAH est différent de celui du NaCl et
du Na,SO,. A faible concentration de protéine (inférieure a 1,2mg/ml), il semblerait que
le KI favorise une meilleur association de la damascenine a la SAH. Alors qu'a
concentrations de SAH plus élévée ( supérieure a 1,2mg/ml), le KI ne semble pas avoir
d effet sur la liaison de damascenine a la SAH (figure 30). En raison des propriétés
identiques du NaCl et du KI, I'iodure de potassium devaient avoir le méme effet
défavorisant |’ association de la damascenine a la SAH que le NaCl. En effet, il a éé
démontré qu'apH 7, les K" ne se lient pas al’albumine (Niels, 1993) et que I’anion I’
(Norne et al., 1975 ; Inagaki et al., 2000) se lie al’abumine au niveau du site Il ( Omran
et al., 2006) mais plus fortement et avec une meilleur capacité deliaison quel’anion CI°
(Norne et al., 1975) et diminue la constante de certains complexes abumine-ligands
(Hairong et al., 2008; Omran et al., 2006). Cependant, les résultats obtenus montrent que
le KI présente un effet complétement différent sur I'interaction damascenine-SAH. En
effet, I’ é&ude par mesure du spectre d’ absorbance de |’ effet du KI, NaCl et Na,SO, sur la
damascenine montre que seul le KI interfere avec les proprités spectrales de cet
alcaloide. En effet, I’ absorbance a 320nm de la damascenine libre (40ug/ml) en présence
des différentes concentrations des
deux sels NaCl et Na,SO, ne varie pas significativement alors que le KI provoque une

augmentation de |’ absorbance de I’ acaloide qui augmente avec la concentration du Ki
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(figure 31). Ceci résulterait probablement de la complexation de I’ion |I” &’ acaloide par
liaison al’ azote de safonction méthylamine (Hiroshi et al., 1960 ; Absil et al., 1983).
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Figure 31: Variation de d’ absorbance a 320 nm de la damascenine (40pg/ml)
solubilisée dans du tampon phosphate de potassium 0,1M, pH 7 contenant 10% de
DM SO en présence de différentes concentrations de NaCl (trait bleu), Na,SO,

(trait rose) ou Kl (trait jaune).
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I1.4-Cinétique et ther modynamique de la liaison damascenine-SAH

La liaison de la damascenine (A) a la SAH (P) peut étre décrite par la

relation suivante :

k_, Q)

Ou les constants k; et k_; représentent respectivement la constante de vitesse
d’ association et la constante de vitesse de dissociation. La constante de dissociation de
cette interaction al’ équilibre est définie par :

k., [A]lP]

Ka=7 = Tar ®)

La constante Kg, exprimée en unité molaire, permet d évaluer la force et la demi-vie
moyenne de cette interaction. Plus la valeur de K4 est faible, plus I’interaction est forte
et la durée d immobilisation du composé A dans le site de liaison de la protéine P est
longue. En généra, une forte interaction augmente la probabilité pour que les
consequences structurale, dynamique et fonctionnelle de I’interaction entre A et P aient
lieu.

Pour estimer les constantes microscopiques (k1 et k-1) et macroscopiques (Kg) et
déterminer ainsi la cinétique et la thermodynamique de la réaction d association
damascenine-SAH, les variations de concentration de damascenine liée en fonction de la

concentration de la SAH ont été mesurées a différentes températures.

[1.4.1-Cinétique al’équilibre

Lavariation de la concentration de la damascenine complexée (ADO a 320nm) en
fonction de la concentration de la SAH a différentes températures (figure 32) montre que
guelque soit la température a laquelle la réaction d’ association a eu lieu, la formation du

complexe SAH-damascenine (variation de [’absorbance) varie d'une maniére
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hyperbolique avec la concentration de la SAH. La relation entre la concentration du

complexe (AP) et la concentration de la SAH (P), s écrit donc :

Ou a représente la concentration maximale du complexe formé (A)t et ECs représente
la concentration de SAH qui lie 50% de damascenine.

L’ évolution hyperbolique du complexe formé en fonction de la concentration de la
protéine montre que la SAH lie la damascenine sur un seul site ou sur plusieurs sites de
liaisons équivalents et indépendants. D’ autre part, I’ évaluation des ECsg, aux différentes
températures (tableau V) en utilisant la représentation graphique de Benesi-Hildebrand
(annexe) (Benesi and Hildebrand, 1949) montre que la liaison de la damascenine a
I"albumine diminue avec I’augmentation de la température indiquant que le SAH-

damascenine est d’ autant plus instable que latempérature est elevée.
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Figure 32: Variation de |’ absorbance a 320 nm de la damascenine complexée

(adifférentes concentrations de la SAH) en fonction de la température.
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Si on assume que la damascenine se lie sur un seul site, on peut supposer que la
constant de dissociation Ky est approximativement voisine de ECs. Ce type
d approximation a été effectué dans le cas de I’ é&ude de I'interaction du halothane, un
anesthésiant, ala SAH (Frankset Lieb, 1993, Eckenhoff et Johansson, 1997).

En utilisant ces Ky apparents et en assumant que la constant de vitesse
d association (ki) est limitée par la diffusion (limitée seulement par e temps requis pour
la collision des réactants via la diffusion) et qui pour une protéine et des petits ligands est
de ~10°M™.sec!, les constantes de vitesse de dissociation (k_;) du complexe

damascenine-SAH calculées sont donc de ~ 13 & 75-10° sec’?

, ce qui implique que les
sites de liaisons sont occupés durant 53 & 90 psec.

En comparant la damascenine a d'autre ligands a haute affinité tels que les
catécholamines ou les hormones peptidiques (Kq ~ 2-10 nM) qui occupent les sites de
liaison de la SAH pendant quelques minutes (Cooper et al, 1982), on en deduit que les
interactions de liaisons de la damascenine sont faibles. Cependant, l|a constante de
dissociation du complexe damascenine-SAH est de méme ordre de grandeurs (UM) que
les constantes de dissociations des complexes formés entre la SAH et les ligands
d origine végétale comme les flavonoides ou les acaloides. (Watanab et al., 2001 ;

Wenying et al., 2005, Wang et al., 2006 ; Soskic et Magnus, 2007 ; Wang et al., 2007).

Tableau V : Constantes de dissociations apparentes et variations de |’ énergie

libre de Gibbs de |a liaison damascenine-SAH a différentes températures.

Températures °C 5 10 25 37
ECso = Ky (UM) 13,44 17,7 42,3 74,3
AG® g Kj/mol -25,926 -25,735 - 24,950 -24,503

[1.4.2-Ther modynamiques et for ces de liaison

La mesure des parameétres énergétiques permet de caractériser la thermodynamique du

phénomene d’interaction damascenine-SAH. En effet, la grandeur de la variation de
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I"énergie libre (AG) entre I'état libre et lié permet de déterminer la stabilité et la
puissance alors que I’ enthalpie (AH) ou de I’ entropie (AS) permettent de caractériser les

forces et les groupes responsables de cette interaction.

Les variations de I’ énergie libre de Gibbs associé a la liaison de la damascenine a la
SAH sont calculées a partir des valeurs de constants de dissociations apparentes (Ky)
selon larelation :

AG® =RThnKg, “)

Ou R est la constante desgaz et T est latempérature absolue a pH 7 et sous condition de
molarité standards.

Lavariation del’ énergie libre du processus d’ association étant négative — 24,5K J/mol a
-25,9KJmol (tableau V) montre que la liaison de la damascenine est un phénomene

spontané thermodynamiguement favorable (Tian et al., 2004).

Les mesures des variations d enthalpie (AH°) et d'entropie (AS°) permettent de
déterminer les types d’interactions associées au processus d’ association protéine-ligands
(Testa et al., 1987; Raffa and Porreca, 1989). En supposant que I’ enthalpie et |’ entropie
ne varient pas significativement dans I'intervalle de température étudié, les vaeurs de
AH® et de AS° sont déterminée apartir de |’ équation intégrée de Van't Hoff :

AH®  AS°
nK4 = il

RT R’ (5)

La représentation graphique de InKy en fonction de T (figure 33) permet de calculer
AH° et AS°® a partir la pente (AH° /R) et de I’ordonnée a I’origine (AS°/R), qui sont
respectivement de —-38,776 KJmol et — 46,21 Jmol. Ces valeurs montrent que le
processus d’ association de |’ alcaloide avec |’ albumine est enthal piquement favorable (AH

négative) et entropiquement défavorable (AS négative)
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Figure 33 : Représentation graphique de Van't Hoff : Ln Kg 4, = fonction UT

(T et K4 représentent respectivement la température et la constante de dissociation)

Le signe et I’ordre de grandeur des parametres thermodynamiques sont associées
avec les différents types d'interactions non covalentes des ligands aux protéines;
liaisons hydrogene, forces de van der Waals, interactions électrostatiques et interactions
hydrophobes (Koltz, 1973). La valeurs positives de AH® et AS° indiquent fréquemment
que les interactions met en place sont de type hydrophobe aors que les interactions de
van der Waals sont caractérisees par une valeur négative de AH® et de AS° tandis qu’ une
AH® négative correspond a des interactions éectrostatiques ( Ross et Subramanian,
1981; Ying et al., 2005). L’association de la damascenine a la SAH met en jeu une
variation d’ enthalpie négative et une variation d entropie négative ce qui indique que les
interactions d'association sont majoritairement de type van der Waals et renforcées

probablement des liaisons hydrogene.
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Conclusion

L’analyse quantitative et qualitative de |'extrait d alcaloide de Nigela
damascena par RP-HPL C montre la présence d’ une fraction mgjoritaire dont le temps
de rétention est de 3,34 minutes et le profil chromatographique de CCM sur gel de
siliceavec comme éuant le méange de dichlorométhane/ méthanol /eau distingue une
seule tache de Ry égal a0,82. Les résultats des analyses effectuées par HPLC, CCM et
spectroscopie UV-visible sur la graine de Nigella damascena indiquent qu’elles

contiennent une fraction alcaloidique majoritaire qui ne peut étre que la damascenine.

La rédisation des éudes de l'interaction protéines-ligands nécessite
I” application de méthodes sophistiquées plus précises, sensible et plus efficace tels
gue la fluorospectroscopie, le dichroisme circulaire, la spectroscopie infrarouge et la
microcalorimétrie. Pour déterminer |’ interaction de la SAH avec la damascenine, nous
avons utilisé la spectrophotométrie d’ absorbance. Bien qu’ elle soit moins sensible, elle
est simple, rapide et disponible et nous a permis de caractériser et d estimer les
parametres cinétiques et thermodynamiques de |’ association de la damascenine a la
SAH. Les résultats obtenus montrent que la SAH interagit avec la damascenine sur un
seul type de site. L’affinité de liaison est évaluée par la constante de dissociation
apparente, Ky anp. Les valeurs des Ky 45, mesurees aux températures 278K, 283K, 298K
et 310K sont respectivement 13,44uM, 17,7uM, 42,3uM et 74,3uM. Les fonctions
thermodynamiques standards, AH°app et AS°app du processus d association de
I’ alcaloide avec I’albumine, déterminées a partir de la représentation graphique de
I’équation de Van't Hoff sont respectivement de —38,776 KJmol et — 46,21 Jmol.
Ces valeurs indiquent que les interactions de stabilisation du complexe damascenine-
SAH sont majoritairement de type van der Waals et impliquent probablement des
lisisons hydrogene. En plus, I’éude de I'effet des ions sur le complexe SAH-
damascenine montre que le NaCl et le Na,SO, favorisent la dissociation du complexe
SAH-damascenine par liaison probablement des anions Cl™ et SO,* sur la protéine au
niveau ou au voisinage du site de liaison du ligand, ce qui est en faveur de
I"'implication des interaction de type polaires. L’effet du KI sur I’association
damascenine-SAH est différent de celui du NaCl et du Na,SO, et ceci resulterait
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Conclusion

probablement de la complexation de I'ion I” a |’acaloide par liaison a |’ azote de sa

fonction méthylamine.

L’ étude de I'association des drogues quelgque soit leur origine, avec la sérum
abumine présente un grand interét dans les domaines physiologique,
pharmacologique et biochimique. En raison de I'importance des substances
bioactives d'origine végétale dans I’application thérapeutique, il serait intéressant
d’ approfondir I’aspect de l'interaction de la damascenine ou autre métabolite
secondaire de la nigelle par des techniques plus poussées comme la spectroscopie de
fluorescence, de masse et infrarouge, la microcalorimétrie ainsi que par le dichroisme
circulaire afin de dévoiler le mécanisme qui régit I'interaction de cette molécule a
I’albumine, le ou les sites de liaison et les changements structuraux que peuvent

produire ces interactions.
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Représentation graphique de doublesinverses de Benesi-Hildebrand

L’interaction de la damascenine (A) avec la SAH (P) sur un seul type de site est
représentée par I’ équation hyperbolique :

(A)r (P)
(AP) = -
VKp ap + (Pt

Lalinéarisation de cette équation selon Benesi-Hildebrand donne :
1 1 1

(AP) : concentration du complexe formé damascenine-SAH (exprimé en DO a 320nm)
(P): : concentration de SAH

(A) 1 : concentration totale de la damascenine

La représentation des résultats de titration de |’ association de la damascenine a
la SAH aux température 5°, 10°, 25°, 37° donne les courbes suivantes dont I’ ordonnée
al’origine représente I’inverses de la concentration du complexe max et I’abscisse a

I’ origine représente I’ inverse de la concentration de SAH qui lie 50% de damascenine.
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® 37°C

(=
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Algie dentaire : Synonyme de douleur dentaire ou rage de dents. Chez e nourrisson et
le petit enfant on appelle aussi souvent cela aussi "feu de dent”.

Antipyrétique: Médicament destiné a abaisser la température corporelle ou a
diminuer lafiévre.

Carminative : Substance qui provodgue I’ expulsion des gaz intestinaux.

Choléra : Toxi-infection entérique épidémique contagieuse due au Vibrio cholerae, ou
bacille virgule. Elle est caractérisée par des diarrhées brutales et trés abondantes.

Colique : Une pathologie de la cavité abdominale. Dans le langage courant, la colique
est associée a une douleur abdominale intense résultant de violentes contractions
Intestinales.

Congestion nasale : inflammation ou irritation locale, qui provoque un resserrement
du passage del'air dans |e nez.

Cors: Des épaississements de la peau au niveau des zones de frottements des ortelils.

Dartre : Plague seche squameuse ou durcie de la peau dans certaine dermatose.
Diaphor étique : Qui facilite latranspiration.
Diur étique : Substance qui augmente la production d’ urine.

Emménagogue : Substances qui stimulent le flux sanguin dans la région pelvienne et
I'utérus. Utilisées par des femmes pour stimuler I'apparition des régles.

Expectorant : Qui augmente I’ expulsion du mucus de la trachée ou des branches.

Galactagogue : Qui ala propriété de déterminer ou d' augmenter la secrétion lactée.

L'asthme : Maladie du systeme respiratoire touchant les voies aériennes supérieurs et
notamment les deux bronches, caractérisée par une inflammatoire avec (cedeme) de
I'épithélium bronchique ; une bronchoconstriction ; une hyper-activité bronchique
(chronique ou non) se manifestant par une secrétion accrue de mucus, notamment due
aun remodel age des voies respiratoires supérieures.

Paralysie faciale : Une atteinte de la motricité des muscles du visage. Le nerf atteint
est le nerf facial correspondant a la septiéme paire des nerfs craniens. Elle est de deux
types : paralysie faciale périphérique et paralysie faciale centrale.

Rhumatisme: Ensemble de maladies inflammatoires (arthrite) ou dégénératives
(arthroses) portant souvent sur les articulations et toujours doul oureuses.
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Sinusite: Une inflammation d'un ou de plusieurs des quatre sinus (maxillaire,
frontale, sphénoidal, éthmoidal).

Vermifuge : Médicament permet d éradiquer les parasites intestinaux ou vers.

Vitiligo : Maladie de la peau résulte de la destruction des mélanocytes (cellules de la
peau, lui donnant sa couleur « marron »), d'ou son aspect de dépigmentation ou tache
blanche sur la peau.

Verrues: Tumeurs cutanées bénignes non cancéreuses. Elles ont pour origine
I'infection de la peau par un virus, le papillomavirus humain (HPV) dont on dénombre
une cinquantaine de types différents, certains donnant plus volontiers certaines
Verrues.



Résumeé: Nigella damascena, est une plante annuelle herbacée de la famille des Renonculacées. Sa
graine présente plusieurs effets thérapeutiques. La méthode d' extraction utilisée montre que cette
graine contient 1,88% d'alcaloides. L’anayse par HPLC et CCM montre la présence d’ une fraction
majoritaire qui ne peut étre que de la damascenine. Nous nous somme intéresse a I'étude de
I'interaction de la damascenine avec la sérum albumine humaine en utilisant la spectroscopie UV -
visible comme méthode d'étude. Les résultats obtenus montrent que la SAH interagit avec la
damascenine sur un seul type de site de liaison. L' affinité de liaison est évaluée par la constante de
dissociation apparente, Kq ap. Les valeurs des K o, mesurées aux températures 278, 283, 298 et 310K
sont respectivement 13,44, 17,7, 423 et 74,3uM. Les fonctions thermodynamiques standards,
AH®app et AS°app du processus d’ association de I’ alcaloide avec I’ dbumine, déterminées a partir de
lareprésentation graphique de |’ éguation de Van't Hoff sont respectivement de-38,776 KJmol et
- 46,21 Jmol. Ces vaeursindiquent que les interactions de stabilisation du complexe damascenine-
SAH sont majoritairement de type van der Waals et impliquent probablement des liaisons hydrogene

Abstract: Nigella damascena is a herbaceous annual plant of the family of Renonculacea. The seed
presents severa therapeutic effects. The method of extraction used shows that this seed contains
1,88% of akaloid. Anaysis by HPLC and CCM shows the presence of a majority fraction who can
be only of the damascenine.Us summons itself interested in the study of the interaction of the
damascenine with the serum human albumin by using the UV-visible spectroscopy like method of
study. The results obtained show that the SAH interacts with the damascenine on only one type of site
of binding. The affinity of binding is evaluated by the constant of apparent dissociation, Kq 5. The
values of Ky 4 measured at temperatures 278, 283, 298 and 310K are respectively 13,44, 17,7, 42,3
and 74,3uM. The thermodynamic functions standards, AH°app and AS°app of the process of
association of akaloid with albumin, given starting from the chart of the equation of Van' T Hoff are
respectively of -38,776 KJmol and - 46,21 Jmol. These values indicate that the interactions of
stabilization of the complex damascenine-SAH are mainly of type van der Waalsand probably imply
hydrogen bonds
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