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Introduction générale  

 

L’arginase est une metalloenzyme, catalysant l’hydrolyse de la L-arginine en L-

ornithine et urée, et dont la suractivité est impliquée dans un nombre important de pathologies 

regroupant des maladies des sphères cardiovasculaire (hypertension, dysfonction érectile, 

athérosclérose, maladies coronaires, etc) ou non cardiovasculaire (diabète, asthme, maladies 

chroniques inflammatoires de l’intestin et certains cancers), ainsi que certaines  infections, en 

particulier parasitaires (leischmanioses, trypanosomoses). Le site actif, assez particulier, de 

cette enzyme, est composé d’un domaine catalytique proprement dit contenant un noyau 

bimanganèse et d’une poche hydrophile accueillant le motif acide aminé du substrat. Une 

inhibition de l’arginase, testées sur différents modèles in vivo, incluant des études cliniques 

avec une administration locale, a apporté la preuve de concept de l’intérêt de cette stratégie de 

traitement. Trois inhibiteurs sont actuellement commercialisés (nor-NOHA, ABH et BEC) 

mais en dépit de leur potentiel, ces molécules sont incompatibles avec un usage médical per 

os (faible demi-vie de la nor-NOHA et faible biodisponibilité de l’ABH et du BEC). 

L’obtention de nouveaux inhibiteurs est donc d’un intérêt substantiel, pour le développement 

de candidats médicaments. 

Dans notre projet de recherche de thèse, nous nous sommes, par conséquent, donnés 

pour objectif l’obtention de nouveaux inhibiteurs d’origine naturels et hémisynthétiques. 

Ainsi, dans la première partie de ce travail, dédiée à une analyse de la litérature sur le 

sujet, nous présentons l’enzyme arginase et son intérêt comme cible thérapeutique puis 

recensons l’ensemble des composés naturels présentant des propriétés inhibitrices d’arginase, 

ainsi que les différents essais biologiques connues pour évaluer la capacité inhibitrice d’une 

molécule, de même que les différents aspects de modélisation moléculaire pouvant être mis en 

œuvre. 
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Dans la seconde partie de ce travail, dédiée aux travaux expérimentaux, nous nous 

sommes, en premier lieu, attachés au développement d’un essai biologique reproductible et 

fiable ainsi qu’à l’évaluation de plusieurs composés naturels de nature polyphénolique. Ceci 

nous a conduit à identifier l’acide chlorogénique (acide caféoylquinique) et le picéatannol 

(stilbène) comme deux têtes de série prometteuses pour le développement de nouveaux 

inhibiteurs. Ainsi, la conception de molécules dérivés de l’acide caféique (cinnamides) et de 

molécules dérivés de stilbène a été envisagée dans un deuxième temps avec l’objectif de 

caractériser l’effet inhibiteur des molécules les plus actives par des études de cinétiques et la 

liaison enzyme-inhibiteur par des études de modélisation moléculaire par docking. 

L’ensemble des résulats obtenus au cours de ce projet sont consignés dans ce 

mémoire. 
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Chapitre I : L’arginase : Intérêt comme cible thérapeutique 

Comme expliqué en introduction générale, le rôle de l’arginase et son lien avec la 

disponibilité en monoxyde d’azote (NO) sont actuellement très étudiés dans de nombreuses 

pathologies, notamment celles provoquant ou résultant d’une dysfonction endothéliale, 

comme c’est le cas pour certaines maladies inflammatoires ou cardiovasculaires. Dans ce 

chapitre recensant les données de la littérature, nous nous intéresserons à l’enzyme arginase, 

et plus particulièrement à l’arginase mammifère, de sa structure et son rôle physiologique, à 

son intérêt comme nouvelle cible pour le traitement de diverses pathologies. Nous aborderons 

ensuite les différents inhibiteurs d’arginase connus en considérant leurs avantages et 

inconvénients pour une application en clinique, ainsi que les pistes de recherche de nouveaux 

inhibiteurs. 

I-1. L’enzyme arginase 

I-1.1. Rôle et structure de l’arginase 

L’arginase (amidinohydrolase, EC 3.5.3.1) a été découverte pour la première fois dans 

le foie de mammifère par Kossel et Dakin en 1904 [1]. Cette enzyme est une métalloenzyme 

trimère à manganèse qui hydrolyse la L-arginine (1) en L-ornithine (2) et urée (Figure 1) 

[2,3].  

 

Figure 1 : Réaction catalysée par l’arginase. 
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Chez les microorganismes, les plantes et les invertébrés, une seule forme d’arginase 

est présente, et elle est localisée dans les mitochondries. Les vertébrés et les autres animaux, 

qui métabolisent l’excès d’azote sous forme d’urée, expriment en plus une seconde isoforme, 

de localisation cytosolique [4,5]. Ces deux isoenzymes, cytosolique et mitochondriale, sont 

respectivement nommées arginase I (ARG I) et II (ARG II). Cette dernière est considérée 

comme la forme ancestrale car ARG I est retrouvée uniquement chez un sous ensemble 

d’espèces les plus évoluées [6].  

Chez les mammifères, ARG I se trouve à un taux élevé dans le foie, tandis qu’ARG II 

s’exprime dans divers tissus extra-hépatiques tels que le rein, la prostate, l’intestin et la glande 

mammaire [6]. ARG II semble être l’isoforme prédominante dans les cellules endothéliales 

[7]. Les deux isoenzymes mettent en oeuvre des mécanismes similaires et possèdent le même 

cofacteur de manganèse et des métabolites identiques [5]. 

Dans l’organisme, l’arginase joue un rôle important dans le catabolisme de la L-

arginine (Figure 2A) [8]. En fait, cette enzyme possède deux rôles homéostatiques majeurs: le 

premier consiste à débarrasser l’organisme de l’ammoniac par la synthèse de l’urée, et le 

second est la production d’ornithine, précurseur de polyamines et de prolines. Les polyamines 

produites par l’ornithine décarboxylase (ODC) sont notamment nécessaires à la prolifération 

cellulaire. Quant à la proline, produite par l’ornithine amino-transférase (OAT), elle est 

indispensable à la production de collagène. Ces deux actions conjuguées favorisent la 

réparation des tissus et la cicatrisation (Figure 2B) [5]. 
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Figure 2: Catabolisme de la L-arginine (1) par l’arginase. (A) Aperçu du métabolisme de la L-arginine chez les 

mammifères : Seules les enzymes utilisant ou produisant directement l’arginine, l’ornithine et la citrulline sont 

présentées. L’inhibition des enzymes spécifiques est matérialisée par des courbes en pointillés. Abréviations : 

ADC, arginine décarboxylase ; AGAT, arginine/glycine amidinotransferase ; ARG, arginase ; ASL, 

argininosuccinate lyase ; ASS, argininosuccinate synthetase; DDAH, dimethylarginine 

dimethylaminohydrolase ; Me2, dimethy ; OAT, ornithine aminotransferase ; ODC, ornithine décarboxylase ; 

OTC, ornithine transcarbamylase ; P5C, L-∆
1
-pyrroline-5-carboxylate ; PRMT, protéine-arginine 

méthyltransférase (Figure repris de [8]). (B) Deux rôles homéostatiques majeurs de l’arginase.  
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L’arginase I humaine (h-ARG I) possède 322 acides aminés et est codée sur le 

chromosome 6q23 [9]. Alors que l’arginase II humaine (h-ARG II) est composée de 354 

résidus et liée au gène localisé sur le chromosome 14q24.1-24.3 [10].  

Les arginases I, humaine (h-ARG I) et de rat (r-ARG I), atteignent environ 87% 

d’homologie entre leurs séquences d’acides aminés [11], tandis que les deux isoformes 

humaines (h-ARG I et h-ARG II) ont plus de 58% d’acides aminés communs [12]. Et toutes 

ces enzymes présentent 100% d’homologie dans le domaine critique pour l’activité 

hydrolytique [13].  

La structure cristalline de r-AGR I a été déterminée pour la première fois chez les 

mammifères par Kanyo et ses collègues, qui ont démontré une structure homo-trimétrique 

(Figure 3A) [2,14]. Des études de cristallographie par rayons X ont ensuite déterminé les 

structures de h-ARG I [15] et h-ARG II [16]. Ces structures tertiaires sont presque identiques 

[14]. 

 

 

Figure 3 : Structure tridimensionnelle [2] (A), et diagramme topologique d’une sous-unité (B) de l’arginase I de 

rat [14].  

La structure globale de chaque monomère de r-ARG I a pour dimensions 

approximatives 40 x 50 x 50 Å. La conformation de ce segment est stabilisée par de 
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nombreuses interactions inter-monomériques de type van der Waals, des liaisons hydrogènes 

et ioniques [2]. Kanyo et al. ont démontré que chaque sous-unité d’arginase est constituée de 

huit brins parallèles en feuillets plissés  α/β (ordre 21387456) entourés par plusieurs hélices α 

(A1, A2, B, C, D, E, F1, F2, G, H1, H2) (Figure 3B). Dans le site actif de chaque sous-unité, 

les chaînes latérales d’acides animés qui coordonnent les deux ions manganèse Mn
2+

 sont 

situées sur le bord du feuillet-β central dans des segments de boucle à proximité de l’hélice C 

et les brins 8, 7, 4 (Figure 3B) [2,14]. Le cluster binucléaire de manganèse se situe au fond 

d’une fente de 15 Å de profondeur [2]. Ce cluster possède deux ions Mn
2+

 séparés de 3,36-

3,57 Å dans la structure cristalline sans ligand [17]. La structure de r-ARG I démontre que 

MnA
2+

, situé en position la plus profonde dans le site actif,
 
est chelaté par les acides aminés 

His101, Asp128, Asp124, Asp232, et un ion hydroxyde (-OH) créé une géométrie pyramidale 

à base carrée (Figure 4A) [2]. En revanche, la structure cristalline de h-ARG I présente une 

molécule d’eau supplémentaire liée à Mn
2+

A, ce qui forme un polyèdre de coordination 

métallique octaédrique déformé [18]. Mn
2+

B, quant à lui, est coordonné par His126, Asp234, 

Asp124, Asp232 et l’ion hydroxyde forme une géométrie octaédrique déformée, dans les deux 

cas de r-ARG I et h-ARG I (Figure 4) [2,18]. 

 

 

Figure 4 : Les clusters binucléaires de manganèse dans les sites actifs de chaque monomère de r-ARG I [2] (A) 

et h-ARG I [18] (B) (atomes en couleurs : C = jaune, O = rouge, N = bleu ; les molécules d’eau et les ions 

manganèses sont respectivement présentés en sphères rouges et roses).  
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On peut noter deux acides aminés importants retrouvés au milieu du site actif de r-

ARG I : Glu227 et His141 (Figure 5).  Pour le premier, sa chaîne latérale est située 

profondément dans le sillon du site actif, à une distance de 4,5 Å de Mn
2+

A. Une rotation 

d’environ 20° de cette chaîne latérale entraîne la formation d’une liaison ionique avec le 

groupement guanidinium du substrat L-arginine (1), et peut positionner le carbone 

électrophile du guanidinium directement auprès de l’ion hydroxyde liant Mn
2+ 

[2]. Concernant 

le résidu His141, si celui-ci est substitué par l’asparagine, l’arginase ne conserve qu’environ 

10% de son activité enzymatique par rapport à son état normal [19]. En outre, la structure de 

h-ARG I montre que l’ion hydroxyde liant Mn
2+

 interagit avec His141 grâce à une molécule 

d’eau [18]. Ces interactions permettent de proposer l’hypothèse que His141 joue le rôle d’une 

navette de proton dans la régénération de l’ion hydroxyde nucléophile liant  Mn
2+

 au cours de 

l’hydrolyse [2,14]. 

 

 

Figure 5 : Modèle en trois dimensions (3D) du substrat L-arginine dans la poche du site actif de r-ARG I : Une 

liaison ionique entre Glu277 et le groupement guanidinium du substrat peut orienter le substrat pour une attaque 
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nucléophile par le solvant de pontage métallique. His141 joue le rôle de transporteur de proton. Les autres 

liaisons ioniques peuvent contribuer à la spécificité du substrat. (Figure repris de [2]) 

A l’entrée du site actif de r-ARG I, certains acides aminés chargés peuvent aider 

l’enzyme à reconnaître spécifiquement le substrat ou l’inhibiteur [2]. Dans le cas du substrat 

naturel L-arginine (1), la chaîne latérale de Arg21, chargée positivement, peut interagir avec 

le groupement α-carboxylate, chargé négativement, du substrat, et la chaîne latérale de 

Asp181, chargée négativement, peut interagir avec le groupement α-amino du substrat [2] 

(Figure 5).   

I-1.2. Mécanisme de la réaction hydrolytique catalysée par l’arginase  

  Grâce aux analyses sur la structure 3D cristallographique de r-ARG I, Kanyo et al. 

(1996) [2] ont proposé un mécanisme d’action enzymatique de l’arginase. Ce dernier est 

jusqu’à présent le plus compatible avec les données biochimiques, enzymologiques et 

structurelles disponibles. Ce mécanisme est représenté sur la Figure 6.  

 

 

Figure 6 : Mécanisme hydrolytique de la L-arginine par l’arginase (figure repris de [2]). 
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Au début de ce mécanisme, Asp128 stabilise l’ion hydroxyde lié à Mn
2+ 

par une 

liaison hydrogène au cours de l’attaque nucléophile sur le carbone du groupement 

guanidinium de la L-arginine (1). Ensuite, l’intermédiaire tétraédrique formé s’effondre suite 

à un transfert de proton, probablement réalisé par le résidu Asp128, pour le groupement 

amino de la L-ornithine. Ensuite, le résidu His141 transporte un proton de la molécule d’eau 

au groupement ε-amino de la L-ornithine avant la dissociation du produit. Au cours de cette 

dissociation, une molécule d’eau remplace l’urée. Par la suite, la coordination du métal 

facilite l’ionisation de cette molécule d’eau pour régénérer un ion d’hydroxyde nucléophile. 

Ici, le proton transféré dans le milieu du solvant peut être régénéré à nouveau par le biais de 

His141.  

I-2. Intérêt thérapeutique de l’arginase dans les maladies cardiovasculaires  

Comme nous l’avons détaillé dans la partie précédente, plus d’une centaine d’années 

après la découverte de l’enzyme arginase, et grâce aux efforts des chercheurs, les 

connaissances sur la structure, la localisation, le mécanisme d’action, et les fonctions de cette 

enzyme se sont considérablement enrichies. En outre, depuis les années 1990, un regain 

d'intérêt pour l'arginase a été stimulé, d’une part, par la découverte des différentes fonctions 

biologiques du monoxyde d’azote (NO) produit par la NO synthase (NOS) et, d’autre part, par 

la mise en évidence d'une interaction réciproque entre cette enzyme et l’arginase. En effet, le 

fait que l'arginase entre en compétition avec la NOS pour leur substrat commun L-arginine 

(1), et puisse ainsi réguler la production de NO, a ouvert de nouvelles voies d’étude 

concernant le rôle de l'arginase dans diverses maladies. 

Cette base de données nous a permis d’identifier cette enzyme comme une cible 

prometteuse pour le traitement de plusieurs maladies telles que l’hypertension [20], la 
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dysfonction érectile [21], l’athérosclérose [22], le diabète [23], l’infarctus du myocarde [24], 

la cicatrisation [25], les maladies parasitaires [26] et le cancer [27]. 

Par conséquent, dans le contexte de ce projet de thèse, nous allons nous concentrer sur 

l’inhibition d’arginase et ses liens avec des maladies cardiovasculaires (MCV), surtout sur la 

compétition entre l’arginase et la NOS jouant un rôle important pour la production du NO. 

I-2.1. Monoxyde d’azote (NO) et NO synthase (NOS) 

 

Le monoxyde d'azote (NO) est une substance gazeuse de courte demi-vie. C’est un 

facteur vasorelaxant, sécrété par l’endothélium, et dont le rôle majeur a été démontré dans le 

contrôle du tonus vasculaire par le biais d’une relaxation du muscle lisse. Il est donc impliqué 

dans le maintien de la santé des vaisseaux [28]. Le NO est synthétisé par la NO synthase 

(NOS), qui fait partie de la famille des cytochromes P450, agissant comme monooxygénase. 

Cette enzyme, dans les conditions physiologiques normales, utilise la L-arginine (1) comme 

substrat pour produire le NO et la L-citrulline. A forte concentration, le NO peut aussi se 

révéler cytotoxique. Dans les conditions physiologiques, cette cytotoxicité est mise à profit 

dans la réponse des macrophages contre certains pathogènes, notamment des parasites tels que 

ceux des genres Leishmania ou Trypanosoma [29]. En outre, dans certaines conditions, la 

NOS peut également produire l’anion superoxyde, O
2-

. Ce phénomène est nommé 

«découplage de la NOS», puisqu’il intervient principalement lorsque la NOS n’est pas 

couplée avec son cofacteur ou son substrat. Ainsi, sous des conditions de déplétion en substrat 

(1), la NOS produit l’anion superoxyde, conduisant à la production d’espèces réactives de 

l’oxygène (ROS), notamment le peroxynitrite, ONOO
- 

[5,28]. Ce processus fait de la NOS 

l’une des quatre principales enzymes impliquées dans la production des ROS vasculaires 

(avec la xanthine oxidase, la NADH/NADPH et la chaine de transport des électrons dans la 

mitochondrie), conduisant à une dysfonction de l'endothélium [28]. Ce phénomène joue donc 
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un rôle critique dans les processus de développement de nombreuses maladies 

cardiovasculaires. 

I-2.2. Compétition Arginase/NOS et conséquences 

Nous avons vu précédemment que la L-arginine (1) était le substrat de la NOS mais 

aussi de l’arginase [5]. Il existe donc une compétition de substrat entre ces deux enzymes 

(Figure 7). 

 

 

Figure 7 : Équilibre des activités de la NOS et de l’arginase en conditions physiologiques. 

La production de NO se trouve ainsi régulée par une activité plus ou moins intense de 

l'arginase. Par conséquent, une augmentation de l'activité de l'arginase diminue la quantité 

d’arginine (1) disponible pour la NOS, conduisant non seulement à une diminution de la 

quantité de NO produite, mais aussi à l'augmentation de la production de substances réactives 

de l’oxygène (ROS) par découplage de la NOS [28]. Ce processus, comme nous l’avons 

expliqué précédemment, favorise la dysfonction endothéliale. Cette dernière est de surcroît, 

aggravée par l’augmentation de l’activité de l’arginase. En effet, de l’augmentation du 
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catabolisme de la L-arginine (1) par l’arginase, découle une surproduction de polyamines et 

de proline, conduisant à une prolifération cellulaire et une production de collagène trop 

importante, avec pour résultat l’apparition d’une rigidité des vaisseaux [5]. Cette suractivité se 

traduit également par une rigidification des voies aériennes supérieures, ainsi qu’une fibrose 

du cœur et des reins ainsi que la possibilité de formation et de développement de cancers [5] 

(Figure 8). 

 

Figure 8 : Conséquences d’une suractivité de l’arginase. 

Dans ce contexte, plusieurs équipes de recherche, dont l’EA 4267 Fonctions et 

Dysfonctions Épithéliales (FDE), se sont intéressées à l’enzyme arginase comme cible 

thérapeutique pour le traitement de la dysfonction endothéliale associée à un risque 

cardiovasculaire, apparaissant dans diverses pathologies (hypertension artérielle, diabète, 

maladies inflammatoires…) [20,22,30]. Il n’existe en effet à ce jour aucun traitement 

spécifique de la dysfonction endothéliale qui permettrait pourtant de réduire ce risque 

cardiovasculaire. Les études conduites sur différents modèles animaux de pathologies 

cardiovasculaires [28,31] ont démontré ce rôle délétère de la suractivité de l’arginase dans la 
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dysfonction endothéliale [5]. Ainsi, sur la base de ces données physiopathologiques, plusieurs 

études ont vérifié l’efficacité de l’inhibition de l’arginase pour diminuer cette dysfonction 

endothéliale. L’EA 4267 FDE a notamment été la première à réaliser un traitement 

systémique chronique par un inhibiteur d’arginase et à démontrer que les inhibiteurs 

d’arginase restauraient la fonction endothéliale de rats hypertendus [20] ou arthritiques [30]. 

Plus récemment, des études cliniques (à petite échelle et avec une administration locale), 

menées par d’autres équipes, ont apporté la preuve de concept de l’efficacité des inhibiteurs 

d’arginase en cas de dysfonction endothéliale chez le patient diabétique ou coronarien [32–

34]. 

L’intérêt des inhibiteurs d’arginase comme médicaments potentiels n’est donc plus à 

démontrer et ce regain d’intérêt pour l’arginase a suscité en parallèle une émulation pour la 

recherche de nouveaux inhibiteurs de cette enzyme. 
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Chapitre II : Les inhibiteurs d’arginase 

 

Lors de la découverte de l’arginase en 1904 [1], de premières études sur l’inhibition 

d’arginase avaient été réalisées, en utilisant des acides aminés naturels [35]. Mais ce n’est que 

dans les années 1990 que la recherche sur ce type d’inhibiteurs s’est accélérée, conduisant 

dans un premier temps à l’obtention de divers composés synthétiques [36,37]. Plus 

récemment, un certain nombre d’études ont montré le potentiel inhibiteur d’arginase de 

produits naturels, extraits végétaux ou substances purifiées [13]. Il semble par conséquent que 

la source naturelle constitue un réservoir très prometteur de molécules inhibitrices d’arginase.   

Notre projet de recherche s’intéressant principalement à la recherche de nouveaux 

inhibiteurs d’origine naturelle, nous avons choisi de présenter, dans la partie qui suit, d’une 

part, et de façon plutôt concise, les principaux inhibiteurs d’origine synthétique, et d’autre 

part, de façon plus exhaustive, les molécules naturelles présentant des capacités 

potentiellement inhibitrices d’arginase.   

II-1. Inhibiteurs d’arginase synthétiques 

II-1.1. Les dérivés de N
ω
-hydroxy-L-arginine (NOHA) 

Depuis longtemps, la L-ornithine (2), un produit de l’hydrolyse de la L-arginine (1), 

catalysée par l’arginase, est connu comme étant un inhibiteur compétitif de l’arginase, avec un 

Ki égal à 1 mM, valeur comparable à celle du substrat naturel L-arginine (1) (Ki = 1-1,7 mM) 

[35,38]. Au début des années 1990, les études menées avec la N
ω
-hydroxy-L-arginine 

(NOHA, 3) [38,39], un intermédiaire dans la biosynthèse de NO, à partir de la L-arginine (1), 

par la NO synthase, et de certains N
ω
-hydroxy-nor-L-α-aminoacides [40,41], ont permis 

d’accéder à la première catégorie d’inhibiteurs puissants de l’arginase, caractérisés par une 
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chaîne latérale N-hydroxy-guanidinium. Cette première stratégie de recherche a conduit à la 

découverte de la N
ω
-hydroxy-nor-L-arginine (nor-NOHA, 5), le premier inhibiteur d’arginase 

de référence  [42].  

 

 

Figure 9 : Mécanisme d’inhibition de l’activité d’arginase des dérivés de NOHA (3). (A) Hydrolyse de la L-

arginine (1) en L-ornithine (2) et urée par l’arginase. (B) Réaction de la nor-NOHA (5) au niveau du centre 

binucléaire : la partie -OH de la molécule d’eau est remplacée par la partie –OH de la nor-NOHA (5) [42]. (C) 

Plan de densité d’électrons de la nor-NOHA (5) dans le site actif de h-ARG I [43]. (D) Interactions entre la nor-

NOHA (5) et le site actif de h-ARG I [43]. 

En analysant les structures cristallographiques, Cox et ses collègues ont proposé le 

mécanisme d’inhibition de ces molécules, et ont montré que la NOHA (3) et la nor-NOHA (5) 
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inhibent l’activité d’arginase en remplaçant la molécule d’eau (ou -OH) liée au cluster de 

manganèse par son groupe -N-OH (Figure 9) [41,42]. 

Des expérimentations réalisées sur l’arginase purifiée de foie de rat par Custot et al. 

[42] ont indiqué que la NOHA (3) et la nor-NOHA (5) sont des inhibiteurs réversibles, 

compétitifs, de l’arginase, avec une meilleure affinité pour le dernier (Ki = 10 ± 2 μM et 0,5 ± 

1 μM, respectivement). De plus, la longueur de la chaîne reliant la fonction d’acide animé et 

la fonction de N-hydroxyguanidine est primordiale pour la reconnaissance par l’arginase. En 

effet, l’addition d’un groupement -CH2- (homo-NOHA, 4) conduit à une diminution 

importante de l’activité inhibitrice (CI50 était 75 fois plus élévée), tandis que l’élimination 

d’un -CH2- (5) a nettement amélioré la reconnaissance (Ki divisé par 20) [42]. En outre, la 

suppression des fonctions carboxylique ou amine conduit à une diminution drastique de 

l’activité inhibitrice [41] (Tableau I). Ces observations ont démontré que les groupes α-

amino et α-carboxylate sont particulièrement importants pour l’affinité de ces composés avec 

l’arginase [44].   
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Tableau I : Inhibition de l’arginase par la NOHA (3), la nor-NOHA (5) et leurs dérivés.  

Composé Structure CI50 (µM) Ki (µM) [Ref.] 

NOHA (3) 

 

40 ± 10 

20 ± 2 

10 ± 2 

 

[42] 

[41] 

homo-NOHA (4) 

 

3000 ± 500  [42] 

nor-NOHA (5) 

 

2 ± 0,5 

1 ± 0,5 

0,5 ± 0,1 

 

[42] 

[41] 

décarboxy-NOHA (6) 

 

1000 ± 400  [41] 

décarboxy-nor-NOHA (7) 

 

300 ± 50  [41] 

dés-(α-amino)-nor-NOHA (8) 

 

5000 ± 1000  [41] 

 

L’utilisation de la NOHA (3) en clinique est limitée par le fait que ce composé soit le 

précurseur pour la biosynthèse de NO par la NOS [45].  

En revanche, la nor-NOHA (5), l’inhibiteur le plus actif dans cette catégorie, a une 

inhibition plus spécifique que la NOHA (3) sur l’arginase. Celui-ci a démontré des effets 

bénéfiques dans plusieurs études in vivo concernant des maladies associées à la dysfonction 

endothéliale [20,33]. Néanmoins, une étude récente a rapporté que la demi-vie de la nor-
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NOHA était très courte [46] et pourrait, de ce fait, limiter l’usage de cette molécule en 

clinique pour une administration orale.  

II-1.2. Les analogues d’acide boronique de la L-arginine  

 

Le borate a été rapporté comme étant un inhibiteur non-compétitif de l’arginase 

[47,48]. De multiples expérimentations d’inhibition réalisées par Reczkowski R. S. et al  [48] 

ont démontré que le borate et l’ornithine (2) peuvent se lier simultanément à l’enzyme 

arginase. En effet, au milieu aqueux, l’acide borique, B(OH)3, est en équilibre avec l’anion 

tétraédrique borate, B(OH)4
- 
. Il est proposé que cet anion B(OH)4

- 
est responsable de 

l’inhibition car le Ki du borate augmente quand le pH diminue [48]. Le mode d’inhibition du 

borate a été clarifié par l’examen de la structure cristalline, qui a bien relevé que l’oxygène de 

l’anion tétraédrique de borate établit une chélation avec l’ion Mn
2+

 dans le centre binucléaire, 

et remplace la molécule d’eau, normalement présente dans le site actif de l’enzyme native, lié 

à Mn
2+

, et qui est responsable de l’attaque nucléophile sur le carbone de la fonction guanidine 

[49].    

Le mode d’inhibition du borate et de la L-ornithine (2) sur l’arginase [48,49] a conduit 

à la conception de l’acide 2-(S)-amino-6-boronohexanoïque (ABH, 9) [49] et de la S-(2-

boronoéthyl)-L-cystéine (BEC, 10) [50], deux inhibiteurs compétitifs puissants appartenant à 

cette catégorie des inhibiteurs d’arginase dérivés de l’acide boronique. L’affinité de la chaîne 

boronique de ABH (9) et BEC (10) avec le site actif de l’arginase est 50 000 fois plus forte 

que celle des acides aminés, et que celle des groupements aldéhydes ou sulfonamiques. La 

partie acide boronique en lieu et place du groupement guanidinium présent dans la L-arginine 

(1), permet la formation de l’ion boronate tétraédrique [50]. Il a été confirmé par des analyses 

de la structure cristallographique, que cette réaction est identique à celle passant par la 

création d’un intermédiaire tétraédrique lors de l’attaque nucléophile de l’ion hydroxyde sur 
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le groupe guanidinium de la L-arginine (1) (Figure 10) [16,50,51]. ABH (9) et BEC (10) sont 

des inhibiteurs spécifiques de l’arginase (cf Tableau II). 

 

 

Figure 10 : Mécanisme d’inhibition de l’activité d’arginase par des analogues d’acide boronique de la L-

arginine (1) [15,36]. (A) Hydrolyse de la L-arginine (1) en L-ornithine (2) et urée par l’arginase. (B) Réaction 

des analogues d’acide boronique de la L-arginine au niveau du centre binucléaire : ABH (9) (X = CH2), BEC 

(10) (X = S). (C) Plan de densité d’électrons de ABH (9) dans le site actif de h-ARG I. (D) Interactions entre 

ABH (9) et le site actif de h-ARG I.  
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Tableau II : Inhibition de ABH et BEC sur les arginases 

Composé 
Ki/ARG I 

(µM) 

Ki/ARG II 

(µM) 
pH [Ref.] 

ABH (9) 0,11 0,25 7,5 [44,52] 

BEC (10) 0,4-0,6 0,31 7,5 [50] 

 

De nombreuses études cristallographiques ont permis de clarifier l’agencement du site 

catalytique de l’arginase et notemment les acides aminés clés pour l’activité enzymatique 

[2,15,16]. Les interactions des inhibiteurs avec le site actif ont été mises en évidence et ces 

informations ont inspiré les chercheurs pour la conception et le développement de nouveaux 

inhibiteurs d’arginase [24,41,44,49,51,53]. Ainsi, plusieurs séries de petites molécules ont été 

synthétisées et évaluées pour leurs activités inhibitrices sur l’arginase [37], telles que des 

acides amino-sulfonamides [54], des acides amino-aldéhydes [55], des acides aminés 2-

aminoimidazoles [56], l’acide (2S)-2-amino-7,8-époxyoctanoique [57] ou encore des acides 

aminés α,α-di-substitués [58]. Récemment, pour améliorer l’activité inhibitrice et la sélectivité 

ARG II/ARG I, certaines études ont identifié la position α de ABH (9) comme une cible 

intéressante pour la pharmacomodulation [24,58]. Des substituants avec une amine tertaire 

reliée par une chaîne de deux carbones à la position α peuvent améliorer la capacité inhibitrice 

sur les deux isozymes, et cette amélioration peut être expliquée par la cristallographie au 

rayon X [24,58,59]. Cette dernière montre un lien, matérialisé par une molécule d’eau, entre 

l’azote du ligand et le groupe carboxylique de Asp200 qui est situé à l’embouchure de la 

poche du site actif de ARG II (Asp181 dans le cas de ARG I) [59]. Ces efforts ont mené au 

développement d’une nouvelle série de puissants inhibiteurs portant des substituants sur cette 

position α (Tableau III), et dont la « tête de série » est l’acide (R)-2-amino-6-borono-2-(2-



 

45 

 

(pipéridin-1-yl)éthyl)hexanoique (11). Ce composé a montré son efficacité pour atténuer les 

lésions ischémiques de réperfusion du myocarde [24].  

Tableau III : : Exemples d’analogues d’aminoéthylène de ABH (9) avec leurs activités inhibitrices sur les deux 

isoformes d’arginase humaine [24]. 

 

Composé R1 R2 
CI50 (µM) 

h-ARG I h-ARG II 

ABH (9) H H 1,450 1,920 

(11) 

 

H 0,223 0,509 

(12) 

 

CH3 0,060 0,067 

(13) 

 

H 1,240 2,560 

(14) 

 

H 0,230 0,420 

(15) 

 

H 0,510 1,090 

(16) 

 

H 0,160 0,310 

(17) 

 

H 0,260 0,600 

(18) 

 

H 0,270 0,550 

(19) 

 

H 0,100 0,190 
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Les composés possédant le groupe acide boronique sont actuellement considérés 

comme les meilleurs inhibiteurs d’arginase, cette activité étant due à leur polarisabilité [60]. 

Néanmoins, certains composés de ce type ont montré une toxicité inacceptable sur des 

hépatocytes humains et des cellulles normales. De plus, le groupe acide boronique est 

susceptible d’être éliminé par les microsomes du foie, et transformé en dérivés hydroxyle ou 

cétone [60]. 

A ce jour, malgré un grand progrès dans la recherche de nouveaux inhibiteurs 

d’arginase, les composés actifs sont encore rares, et aucun n’est utilisables en clinique. La 

majorité des inhibiteurs d’arginase d’origine synthétique repertoriée dans la littérature est 

constituée par des analogues d’acide boronique. Pourtant ceux-ci ont un profil 

pharmacocinétique défavorable et un manque de sélectivité envers l’une ou l’autre des 

isoformes [60]. C’est la raison pour laquelle, l’identification de composés originaux plus 

actifs et sélectifs, pouvant surmonter les limitations en terme de pharmacocinétique et 

constituer des têtes de série, constitue un challenge d’intérêt public [61]. Étant donné la 

diversité des molécules naturelles, qui ont largment fait leur preuve dans le domaine de la 

découverte de médicaments, la recherche de ce type de composés pourrait naître ou être 

inspirée par des substances naturelles, notamment extraites de plantes. Cette hypothèse est 

d’ailleurs confirmée par le fait que de nombreux travaux se sont penchés ces dernières années 

sur des inhibiteurs d’origine naturelle, avec des résultats plus ou moins prometteurs, mais qui 

laissent la place à des perspectives pour cette voie de recherche. Dans la session qui suit, nous 

rapportons en détail ces produits naturels, extraits ou molécules purifiées, pour lesquels ont 

été mises en évidence des propriétés inhibitrices d’arginase. 
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II-2. Inhibiteurs d’arginase d’origine naturelle 

L’arginase est présente non seulement chez les mammifères mais aussi chez les 

parasites et les plantes. Chez ces dernières, cette enzyme joue un rôle important pour la 

régulation de l’azote et les mécanismes de défense contre le stress, les insectes, les virus, ou 

encore les produits chimiques [62–65]. Il existe donc des métabolites secondaires qui régulent 

l’activité de l’arginase chez les plantes. Récemment, de nombreuses études ont été menées sur 

des substances d’origine naturelle possédant des propriétés inhibitrices d’arginase, arginases 

mammifères ou arginase de parasites, et un certains nombre de classes de métabolites 

secondaires se sont révélées intéressantes : flavonoïdes [66–69], stilbénoïdes [70,71], ou 

autres composés polyphénoliques [72–74]. Certains composés naturels, tels que le glucoside 

de picéatannol, l’acide chlorogénique ou la fisétine ont notamment montré des activités 

inhibitrices importantes. Dans cette partie, une revue de la litérature concernant les inhibiteurs 

d’arginase, d’origine naturelle, est réalisée. Le résultat de cette étude bibliographique a fait 

l’objet d’une publication [13].  

II-2.1. Les inhibiteurs d’origine naturelle de l’arginase mammifère  

Comme nous l’avons présenté précédemment, la compétition entre arginase et NOS 

pour leur substrat commun la L-arginine (1) a été relevé depuis les années 1990. L’arginase 

joue donc un rôle important dans la régulation de la production du NO, et une suractivité de 

cette enzyme est particulièrement associée à l’apparition d’une dysfonction endothéliale à 

l’origine des maladies cardiovasculaires. Par conséquence, la recherche d’inhibiteurs, 

d’origine naturelle, d’arginase a, en grande partie, reposé sur l’étude de plantes médicinales 

traditionnelles ayant des propriétés bénéfiques au niveau cardiovasculaire. Il faut cependant 

souligner que, dans les études menées, les modèles d’évaluation biologique sont extrêmement 

variés. Certaines expérimentations ont été réalisées in vitro en utilisant par exemple des lysats 
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hépatiques (ARG I) et/ou rénaux (ARG II) de rat ou de souris, des anneaux aortiques de 

souris, des cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine ou encore des macrophages. 

Tandis que d’autres études ont été menées in vivo chez des souris ou chez l’homme. Cette 

diversité des travaux expérimentaux rend difficile l’analyse et surtout la comparaison des 

résultats entre eux. Par conséquent, pour plus de lisibilité, l’ensemble des résultats de la 

littérature est résumé et présenté dans le Tableau IV. Certaines structures de composés 

intéressants sont données dans la Figure 11.  

Tableau IV: Inhibition de l’arginase mammifère,  ARG-I ou II,  par des produits naturels. 

 

Plante 

(Partie) 

 

Extrait ou composé pur 

 

Modèle CI50 

Effet sur l’activité de 

l’arginase 

(concentration) 

[Ref.] 

Evaluations in vitro  

Ficus glomerata 

(Écorce de la tige) 
Extrait éthéropétrolique 

Lysat hépatique de rat 

(Arg I) 
n.d.  [75] 

Theobroma cacao 
(fève de cacao) 

Mélange de flavanols* HUVEC (Arg II) n.d.  

[66] 

Épicatéchine (20) HUVEC (Arg II) n.d.  

Caesalpinia sappan 
(duramen**) 

Extrait acétate d’éthyle 

Lysat rénal de souris 

(Arg II) 
36,82 g/mL -31% (50 g/mL) 

[76] 

HUVEC (Arg II) n.d. - 76% (20 g/mL) 

 

Ginseng rouge de 
Corée (racine) 

 

 

Extrait aqueux 

Lysat hépatique  de 
souris (Arg I) 

n.d. 

- 91,0% (4 g/mL) 

- 73,6% (16 g/mL) 

- 67,3% (25 g/mL) 

[73] 
Lysat rénal de souris 

(Arg II) 
n.d. 

- 93,3% (4 g/mL) 

- 78,3% (16 g/mL) 

- 71,3% (25 g/mL) 

HUVEC (Arg II) n.d. - 74,0% (15 g/mL) 

Saururus chinensis 

(partie aérienne) 

Sauchinone (21) 
Lysat rénal de souris 

(Arg II) 
89,6 M  

[74] 

7-Hydroxysauchinone (22) 
Lysat rénal de souris 

(Arg II) 
61,4 M  

Rheum undulatum 

(rhizome) 
3’-O--D-glucopyranoside 

de picéatannol (25) 

Lysat rénal de souris 

(Arg II) 
11,06 M 

- 75 % (1 M) 

- 74 % (3 M) 

- 53 % (10 M) 

[70] 
Lysat hépatique de 

souris (Arg I) 
11,22 M 

- 75 % (1 M) 

- 72 % (3 M) 

- 62 % (10 M) 

HUVEC (Arg II) n.d. 

- 60 % (1 M) 

- 56 % (3 M) 

- 37 % (10 M) 

Salvia miltiorrhiza 
(racine) 

Acide salvianolique B (27) 
Lysat hépatique de 

souris (Arg I) 
n.d. 

- 93% (10 M) 

- 88% (30 M) 

- 85% (50 M) 

- 71% (100 M) 

[77] 
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Lysat rénal de souris 

(Arg II) 
n.d. 

- 96% (10 M) 

- 91% (30 M) 

- 92% (50 M) 

- 85% (100 M) 

Anneau aortique de 
souris (Arg II) 

n.d.  (100 M) 

Macrophages 
RW 264.7 

n.d. 

 (100 M) 

 (200 M) 

 (400 M) 

Scutellaria indica 
(plante entière) 

Extrait méthanolique 

Fraction acétate d’éthyle 
Flavanone 

Flavanone 

Lysat rénal de souris  
(Arg II) 

n.d. 

n.d. 

25,1 M 

11,6 M 

 
 
 
 

[67] 

Agrumes 

 
Obacunone (26) 

Lysat hépatique de 
souris (Arg I) 

n.d. 
- 82,2% (16 M) 

- 67,9% (50 M) 

[78] Lysat rénal de souris 

(Arg II) 
n.d. 

- 81,2% (16 M) 

- 69,9% (50 M) 

HUVEC n.d. - 65,3% (30 M) 

Evaluations in vivo  

Theobroma cacao 

(fève de cacao) 

Poudre de cacao 

Rat Sprague-Dawley 

(4% régime 
alimentaire pendant 28 

jours) 

(reins Arg II) 

n.d.  

[66] 

Boisson de cacao riche en 

flavanols (985 mg) 

Homme 
(dose unique 200 mL) 

(Arginase 

érythrocytaire) 

n.d.  

Yucca schidigera 

(plante entière) 

Extrait aqueux 

Extrait soluble eau/butanol 
Extrait insoluble eau/butanol 

Rat Wistar 

(200 mg/kg/jour par 

voie orale pendant 75 
jours) 

(foie Arg I) 

n.d. 

n.d. 
n.d. 

- 17% 

- 14% 
- 3% 

[79] 

Loranthus micranthus 

(feuilles/extrait 

méthanolique) 

Fraction n-Butanol 

Fraction chloroformique 
Fraction acétate d’éthyle 

Fraction aqueuse 

Souris 
(250 mg/kg/jour par 

voie orale pendant 21 

jours) 
(arginase cardiaque) 

n.d. 

n.d. 
n.d. 

n.d. 

- 11,7% 

- 2,6% 
- 1,2% 

- 8,3% 

[80] 

Zingiber officinale 

Curcuma longa 
(rhizome) 

Poudre 

Rat Wistar 

(2 et 4% régime 

alimentaire pendant 14 
jours) 

(reins ARG II) 

n.d.  [81,82] 

*Composition du mélange de flavanols: (-)-épicatéchine (0,1 M) + catéchine (0,4 M) + 7--D-glucuronide 

d’épicatéchine (0,25 M) + 4-O-méthyl-épicatéchine (0,2 M) + 7--D-glucuronide de 4-O-méthyl-épicatéchine 

(1,7 M). 

**Cœur des troncs d'arbres, partie centrale plus colorée, imputrescible, dépourvue de tissus vivants, souvent 

dure et lourde, et qui s'oppose par tous ces caractères à l'aubier qui l'entoure 

CI50 : concentration inhibitrice médiane; n.d.: non déterminée; HUVEC : cellules endothéliales de la veine 

ombilicale humaine; : diminution; :augmentation  
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Figure 11 : Structures de molécules nauturelles à propriétés inhibitrices d’arginase mammifère. 

Dans une étude sur l’effet hypoglycémiant de Ficus glomerata, Rahman et al. ont réalisé des 

évaluations biologiques sur certaines enzymes, dont l’arginase [75]. Leurs résultats ont montré que 

l’extrait étheropétrolique de l’écorce de tige de cette plante pouvait inhiber ARG I du lysat 

hépatique de rat. Néanmoins, ni la concentration inhibitrice médiane (CI50) de l’extrait, ni sa 

composition n’ont été déterminées.  
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 Une autre étude s’est concentrée sur les fèves de cacao (graines de Theobroma cacao) , bien 

connues pour leur richesse en polyphénols, capables d’améliorer la fonction endothéliale et de 

diminuer la pression sanguine chez l’homme et les animaux [83,84]. Afin de déterminer si leurs 

propriétés, au niveau cardiovasculaire, sont impliquées dans l’inhibition d’arginase, Schnorr et al. 

ont testé l’effet de la (-)-épicatéchine, ainsi que celle d’un mélange de métabolites de flavanols et 

d’un extrait de cacao riche en flavanols, sur l’expression et/ou l’activité de l’arginase, en utilisant 

des modèles différents in vitro et in vivo [66]. Dans des cellules endothéliales cultivées de veine 

ombilicale humaine (HUVEC), la (-)-épicatéchine (1, 3 et 10 μM) ainsi que le mélange des 

métabolites de flavanols (0,4, 2,6 et 7,8 μM) ont significativement diminué l’activité de l’arginase, 

et de façon dose-dépendante (après 48h d’incubation), ainsi que l’expression de l’ARNm de ARG 

II (après 24h d’incubation). Cet effet a été confirmé par une expérimentation réalisée chez des rats 

mâles Sprague-Dawley nourris avec un régime alimentaire complémenté avec 4% de poudre de 

cacao riche en flavanols (m/m) et contenant la (-)-épicatéchine et ses oligomères comme 

principaux constituants. Après 28 jours de ce régime, l’activité de l’arginase rénale a été 

significativement diminuée (0,13 U/mL) par rapport à celle des rats non traités (0,18 U/mL, p < 

0,05). Chez des hommes en bonne santé, la consommation de 200 mL d’une boisson de cacao 

riche en flavanols (contenant 935 mg de flavanols totaux) a induit une diminution de l’activité de 

l’arginase érythrocytaire après 24h (3 μmol/mg de protéine/h) par rapport à celle des sujets 

témoins (3,9 μmol/mg de protéine/h, p < 0,05).  

 Loranthus micranthus, appelé aussi gui d’Afrique, est une plante médicinale traditionnelle 

utilisée pour traiter l’hypertension au Niger [85]. Conformément à son utilisation dans la médecine 

traditionnelle, l’extrait méthanolique des feuilles de cette plante a présenté une activité anti-

hypertensive chez le rat [86]. Dans une autre étude visant à déterminer les mécanismes d’activité 

anti-hypertensive de cet extrait, le traitement des souris avec des fractions butanolique et aqueuse 

de l’extrait méthanolique des feuilles (250mg/kg/jour par gavage pendant 21 jours) a entraîné une 
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légère diminution de l’activité de l’arginase cardiaque, de -12% et -8%, respectivement [80]. Les 

substances bioactives n’ont pas été isolées, mais un criblage phytochimique de la fraction active a 

permis d’identifier des constituants polaires appartenant aux classes des terpénoïdes et des tanins 

[80]. 

 Yucca schidigera est une plante du désert, qui possède plusieurs effets bénéfiques pour la 

santé, et est utilisée sous forme d’extraits et de préparations alimentaires chez l’homme. Les effets 

du totum (ensemble des molécules actives) de cette plante (TOT), ainsi que des fractions 

extractives butanolique (EB) et non-butanolique (ENB), ont été évalués sur l’activité des enzymes 

du cycle de l’urée, dont l’arginase, chez des rats mâles Wistar [79]. La supplémentation dans le 

régime alimentaire (200 mg/kg/jour pendant 75 jours) avec TOT et EB a significativement réduit 

l’activité de l’arginase hépatique, à hauteur de 17 et 4%, respectivement. En revanche, la fraction 

ENB ne s’est pas révélée active sur l’arginase. Bien que les composés responsables pour 

l’inhibition d’arginase n’aient pas été identifiés, les auteurs ont suggéré que cette activité 

inhibitrice pourrait être attribuée aux saponines, la sarsapogénine et la smilagénine, contenues 

dans la fraction EB [87]. Pourtant, cette hypothèse n’est pas évidente, car l’effet inhibiteur de 

l’extrait de Y. schidigera observé in vivo n’a pas été confirmé par le test in vitro sur l’arginase 

d‘homogénat de foie de rat (ARG I) même avec une concentration élevée, jusqu’à 1000 μg/g [79]. 

 Depuis ces dernières années, Ryoo et al. ont concentré leurs travaux sur la recherche de 

composés d’origine naturelle capables d’inhiber l’activité d’arginase en utilisant des lysats 

hépatiques (ARG I) ou rénaux (ARG II) de souris C57BL/6, incubés avec des extraits ou des 

composés naturels purs. Ces études leur ont permis d’identifier certaines plantes médicinales 

d’intérêt [70,71,73,74,76]. L’extrait acétate d’éthyle du duramen de Caesalpinia sappan, un arbre 

médicinal asiatique utilisé pour améliorer la circulation sanguine [88], a montré une activité 

inhibitrice concentration-dépendante sur ARG II (CI50 = 36,82 μg/mL) [76]. Cet effet a été 

confirmé dans les expérimentations sur des cellules endothéliales HUVEC et des anneaux d’aortes 
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isolées de souris [76]. En outre, les auteurs ont également étudié l’effet d’un extrait aqueux de 

ginseng rouge de Corée (Panax ginseng), connu pour ses effets bénéfiques NO-dépendants sur le 

système cardiovasculaire [89]. Cet extrait a inhibé de manière concentration-dépendante, à la fois 

ARG I et sur ARG-II [73]. Néanmoins, dans ces deux extraits, les composés actifs n’ont pas été 

identifiés. Par ailleurs, dans une autre étude, la fraction acétate d’éthyle de l’extrait méthanolique 

des parties aériennes de Saurusus chinensis a conduit à isoler deux composés de type lignane 

présentant des propriétés inhibitrices d’arginase, la sauchinone (21) et l’hydroxysauchinone (22), 

avec des valeurs de CI50 respectivement égale à 89,6 μM et 61,4 μM sur ARG II [74]. De même, 

Scutellaria indica a abouti à l’identification d’une série de flavonoïdes, dont deux flavanones, (23) 

et (24), ayant chacune montré une activité inhibitrice importante sur ARG II (CI50 (23) = 25,1 μM 

et CI50 (24) = 11,6 μM) [67]. Une étude récente a montré que la flavanone (24) est un inhibiteur 

non compétive de ARG I et II, capable d’inhiber à 10 μM l’activité de l’arginase dans des cellules 

HUVEC et des aortes de souris avec un effet similaire à celui de l’ABH (9), un inhibiteur 

synthétique présenté précédemment [90]. De plus, le 3’-O-β-D-glucopyranoside de picéatannol 

(PG) (25), un composé isolé du rhizome de la rhubarbe, Rheum undulatum L., a montré une 

activité inhibitrice sur ARG I (CI50 = 11,22 μM) et sur ARG II (CI50 = 11,06 μM) [70]. L’effet de 

PG sur l’activité d’arginase a été confirmé par des tests sur cellules HUVEC et sur aortes isolées 

de souris [70]. Des données similaires ont été obtenues dans le cas de l’obacunone (26), l’un des 

triterpénoïdes oxygénés rencontré dans la famille des Rutacées, et qui a présenté une activité 

inhibitrice sur arginase [78]. L’acide salvianolique B (27) isolé à partir de la racine de Salvia 

miltiorrhiza (Danshen), une plante médicinale chinoise couramment utilisée pour la prévention et 

le traitement des maladies cardiovasculaires, a quant à lui montré des activités variables sur 

l’arginase. En effet, ce composé a, d’une part, augmenté l’activité de l’arginase dans des 

macrophages RW 264.7 en culture, et d’autre part, inhibé l’activité de l’arginase dans le foie, le 

rein et l’aorte [77]. Les raisons d’une telle différence au niveau de l’effet de cette molécule (27) 
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sur les macrophages et autres tissus n’a pas encore été élucidée. 

 Récemment, Zingiber officinale et Curcuma longa, deux plantes médicinales couramment 

utilisées dans la médecine traditionnel asiatique pour le traitement des maladies cardiovasculaires, 

ont été étudiées par Akinyemi et al. [81,82] dans le but de déterminer les mécanismes de leurs 

effets bénéfiques. Un régime alimentaire enrichi à 2 ou 4% en poudre de ces rhizomes a été 

soumis à des rats pendant 14 jours. Les résultats ont montré que l’activité de l’arginase chez les 

rats supplémentés en curcuma et en gingembre était significativement réduite par rapport à celle 

obtenue chez les rats non-supplémentés. Le profil de l’extrait aqueux de chacune de ces plantes a 

été analysé par chromatographie liquide haute performance (CLHP) afin d’identifier les 

constituants responsables des effets observés, et a mis en évidence la présence de certains 

composés déjà connus comme inhibiteurs de l’arginase, tels que l’épicatéchine, la quercétine, le 

kaempférol et la lutéoline [82]. 

 Malgré le fait que plusieurs études aient déjà été réalisées afin d’étudier l’activité inhibitrice 

d’extraits et de composés purs isolés de plantes médicinales, sur l’arginase mammifère, les 

résultats ne sont pas vraiment comparables entre eux en raison de l’utilisation de modèles variés 

pour les tests biologiques mis en oeuvre. Il serait, par conséquent, nécessaire de pouvoir disposer, 

au moins in vitro, d’un test enzymatique rapide permettant une évaluation biologique, 

systématique et reproductible, sur l’arginase mammifère, de séries de composés naturels (par 

exemple flavonoïdes, stilbénoïdes,…). Ces études permettraient d’obtenir suffisamment 

d’informations dans le but d’établir des relations de structure-activité (RSA) par comparaison des 

résultats entre eux. La RSA fournit des éléments importants pour concevoir et développer de 

nouveaux inhibiteurs d’arginase candidats-médicaments visant le traitement de la dysfonction 

endothéliale associée au risque cardiovasculaire. 
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II-2.2. Les inhibiteurs d’origine naturelle de l’arginase de Leishmania 

En parallèle avec le progrès rapide des études sur les arginases mammifères durant ces 

dernières années, les chercheurs ont également fait beaucoup d’efforts afin de trouver de 

nouveaux inhibiteurs de l’arginase de Leishmania (Leishmania) amazonensis (L-ARG). Ce 

dernier est un parasite de la famille Trypanosomatidae, responsable de diverses maladies 

tropicales négligées, appelées leishmanioses [91]. L’organisme mammifère hôte possède un 

système de défense mettant en œuvre la production de NO, comme oxydant toxique pour le 

parasite. Des études récentes ont montré que l’arginase est, par conséquent, une enzyme 

importante pour la viabilité et le pouvoir infectieux du parasite, lequel tire bénéfice d’une 

augmentation de l’activité de cette enzyme, que ce soit la sienne ou celle de l’hôte [69,92]. En 

effet, cette enzyme est la première dans le cycle métabolique des polyamines, composés 

essentiels pour la prolifération des cellules, y compris la cellule de parasite. Les polyamines 

sont également les précurseurs de la production de trypanothione, un composé antioxydant 

produit par le parasite et impliqué dans la détoxification du NO généré par le système de 

défense de la cellule hôte parasitée [93]. Une augmentation de l’activité arginase au niveau 

des macrophages de l’hôte conduit en parallèle à une diminution de production du NO, 

réduisant encore d’avantage la capacité défensive de l’hôte, et accentuant ainsi le pouvoir 

infectieux du parasite. Ces données ont encouragé la recherche de nouveaux inhibiteurs de L-

ARG visant à développer de nouveaux médicaments antiparasitaires. Cet axe de recherche 

s’est également orienté vers les composés naturels [13,94]. L’ensemble des résultats publiés 

dans la littérature sur les inhibiteurs, d’origine naturelle, de L-ARG sont résumés et présentés 

dans le Tableau V. Les structures des composés les plus intéressants sont données dans la 

Figure 12. 
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Tableau V: Inhibition de l’arginase recombinante de Leishmania (Leishmania) amazonensis par des produits 

naturels.  

Plante (partie) Extrait CI50 

Effet sur l’activité de 

l’arginase 

(Concentration) 

[Ref.] 

Cecropia pachystachya 

(feuilles) 
 

Extrait éthanolique 

Fraction acétate d’éthyle (AF) 
AF soluble dans MeOH 

AF insoluble dans MeOH 

Fraction n-Butanol 
Fraction Dichloromethane 

n.d. 

17 g/mL 

48 g/mL 

64 g/mL 

90 g/mL 

200 g/mL 

-  90% (10 µg/mL) 

 
 
 
 
 

[68] 

Byrsonima coccolobifolia 
(feuilles) 

 

 
(tiges) 

 

 

 

 

Extrait éthanolique 

Fraction acétate d’éthyle 
 

Extrait éthanolique 

Fraction acétate d’éthyle 

 

n.d. 

n.d. 
 

n.d. 

n.d. 

 

>-60% (31,25 g/mL) 

- 64% 
 

-  60% (31,25 g/mL) 

- 65% 

[95] 

Composés naturels    

Acide chlorogénique n.d. - 67% (20 M) [68] 

Isovitexine 
n.d. 
n.d. 

- 14% (20 M) 

< - 50% (125 M) 

[68] 
[94] 

(+)-Catéchine (29) 

n.d. 

0,8 M 

1,7 M 

- 66% (20 M) 

 
 

[68] 

[96] 

[95] 

(-)-Épicatéchine (20) 

n.d. 

1,8 M 

1,6 M 

- 62% (20 M) 

 
 

[68] 

[96] 

[95] 

Isoquercitrine 

n.d. 

3,8 M 

2,0 M 

- 54% (20 M) 

- 70-75% (125 M) 

 

[68] 

[94] 

[95] 

Quercétine 

4,3 M 

 

n.d. 
 

4,0 M 

 
 

- 83% (125 M) 

 

 

[69] 

 

[94] 
 

[95] 

Quercitrine 
10 M 

n.d 

12,2 M. 

 

- 50-70% (125 M) 

 

[69] 
[94] 

[95] 

Orientine (30) 
7 g/mL 

16 M 

 

- 70-75% (125 M) 

[68] 

[94] 

Kaempférol 
~ 50 M 

55 M 

 
 

[94] 

[95] 

(-)-Épicatechine-3-gallate (31) 

 
Acide gallique (32) 

3,8 M 

 

2,2 M 

 
 

 

 

[96] 
 

Myricétine 

Myricétine 3-O--rhamnoside 

Catéchine 3-O--rhamnopyranoside 

Méarnsétine 

Heptaméthoxyflacone 

Tamaraxétine 3-O--rhamnoside 

(+)-Syringarésinole (33) 

Trigonostémone (34) 

2,1 M 

2,4 M 

35,1 M 

88,1 M 

127,9 M 

223,5 M 

13,7 M 

16,6 M 

 
 
 

 
 
 
 
 

[95] 

Fisétine 

Isoorientine 

Lutéoline 

7,8-Dihydroxyflavone 

Galangine 

1,4 M 

9 M 

9 M 

12 M 

~ 100 M 

- 87% (125 M) 

- 70-75% (125 M) 

- 83% (125 M) 

- 80% (125 M) 

- 50-70% (125 M) 

[94] 
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Apigénine 

Vitexine 

n.d. 
n.d. 

< - 50% (125 M) 

< - 50% (125M) 

Verbascoside (35) n.d.  [97] 

Composés hémisynthétiques    

Quercétine peracétylée 
Catéchine monoacétylée 

Catéchine triacétylée 

Catéchine pentaacetylatée 

120,8 M 

3,7 M 

0,9 M 

4,8 M 

 
 
 
 

[95] 

CI50 : concentration inhibitrice médiane; n.d. : non déterminée;  : diminution; : augmentation 

Da Silva et al. ont évalué l’activité inhibitrice d’extraits de plante sur l’arginase 

recombinante de L-ARG. Ils ont montré que l’extrait méthanolique des feuilles de Cecropia 

pachystachya, une plante traditionnelle brésilienne, possédait une activité intéressante (90% 

d’inhibition à 10 μg/mL). Le fractionnement bioguidé de cet extrait a conduit à 

l’identification de molécules actives de type polyphénolique présentant des inhibitions 

supérieures à 50% à 20 μM : acide chlorogénique (28), (+)-catéchine (29), (-)-épicatéchine 

(20) ; le composé le plus actif étant le glucoside d’orientine (30) (CI50 = 16 μM) [68]. Par la 

suite, une série de 13 flavones et flavonols ont été testés pour évaluer leur capacité inhibitrice 

sur L-ARG et analyser les RSA. Parmi ces flavonoïdes, huit composés ont montré une activité 

inhibitrice significative avec des pourcentages d’inhibition s’échelonnant de 50% à 87% à 125 

μM, et des valeurs de CI50 comprises entre 1,4 et 16 μM [69,94] (Tableau V). Ces études ont 

révélé que l’absence de la fonction catéchol diminue fortement l’inhibition de L-ARG [94]. 

Des modélisations moléculaires de docking de ces molécules avec le site actif ont suggéré que 

le groupe catéchol peut interagir avec l’acide aminé Asp129 présent dans le cluster de Mn
2+ 

du site actif de L-ARG [69]. Les études réalisées ont également mis en évidence que le groupe 

hydroxyle en position 3 contribue à l’activité inhibitrice tandis que celui en position 5 n’est 

pas nécessaire à cette activité [94] (Figure 13A). Pour étudier la capacité inhibitrice sur L-

ARG des molécules de type flavanol, l’épigallocatéchine-3-gallate (EGCG, 31), la (+)-

catéchine (29), la (-)-épicatéchine (20) et l’acide gallique (32) ont été testé. Une série de 

faibles valeurs de CI50 a été obtenue avec tous ces composés [96] (Tableau V). Par ailleurs, 

une récente étude de Maquiaveli et ses collègues [97] a révélé que le verbascoside (35) 
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(Figure 12), un glycoside de phényléthanoïde présent dans Stachytarpheta cayennesis (une 

plante médicinale brésilienne et péruvienne), possédait un effet intéressant sur Leishmania 

amazonensis. En effet, ce composé a montré une concentration efficace médiane (CE50) égale 

à 19 μM contre des promastigotes de L.(L.) amazonensis. C’est un inhibiteur compétitif de L-

ARG (Ki = 0,7 μM) [97].   

 

Figure 12 : Structures des inhibiteurs d’origine naturelle de l’arginase recombinante de  Leishmania 

(Leishmania) amazonensis. 
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Dans une autre étude [95], les extraits bruts acétate d’éthyle de feuilles et de tiges de 

Byrsonima coccolobifolia, une plante du Cerrado brésilienne, ont montré une activité 

inhibitrice avec plus de 60% d’inhibition sur L-ARG à 31,25 μg/mL. Un fractionnement 

bioguidé de ces extraits a conduit à une série de substances actives : (+)-syringarésinole (33), 

trigonostémone (34) et plusieurs autres flavonoïdes connus (Tableau V, Figure 12). Pour 

établir des relations de structure-activité (RSA), les auteurs ont évalué, en plus, des flavonols 

et flavanols d’origine naturelle et hémisynthétique. Conformément aux données précédentes 

[94], ils ont conclu que l’augmentation du nombre d’hydroxyles sur le noyau B de flavonols, 

corrèle avec une augmentation de l’effet inhibiteur d’arginase. En outre, le remplacement 

d’un ou plusieurs groupes hydroxyle par des groupes d’acétate ou de méthoxyle a conduit à 

une diminuation de l’activité. Cependant, dans le cas de flavan-3-ols, l’acétylation à des 

positions différentes n’a pas influencé l’activité inhibitrice (Figure 13B).   

 



 

60 

 

 

Figure 13 : Relations structure-activité (RSA) de flavonols et flavan-3-ols pour l’activité inhibittrice d’arginase 

de Leishmania [13,68,69,94]. Les RSA peuvent être résumées comme suit : (A) Flavonols : (i) les flavonols 

possédant un groupe catéchol ont montré une capacité inhibitrice sur l’arginase de Leishmania (des analyses de 

docking ont sugéré que le groupe catéchol interagit avec Asp129 concernant le complexe d’ion hydroxyde-Mn
2+

, 

cofacteur dans le site actif d’arginase) ; (ii) l’augmentation du nombre des groupes hydroxyles sur le noyau B est 

associée à une augmentation d’activité inhibitrice d’arginase ; (iii) Le groupe hydroxyle en position 3 contribue 

signifiquement à l’activité inhibitrice, contrairement à celui en position 5 ; (iv) la substitution d’un ou plusieurs 

groupes hydroxyle par un groupe méthoxyle ou un acétate engendre une diminuation de l’activité. (B) Flavan-3-

ols : (i) les flavan-3-ols sont également des bons inhibiteurs de l’arginase Leishmania suggérant que la fonction 

cétone sur le noyau C n’est pas indispensable pour l’activité ; (ii) l’acétylation en diverses positions n’a pas 

affecté l’activité inhibitrice (contrairement au cas des flavonols).  
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Bien que les données accumulées dans la littérature sur l’inhibition d’arginase 

suggèrent que le développement d’inhibiteurs d’arginase est d’une grande pertinence 

thérapeutique dans diverses maladies, seuls quelques inhibiteurs efficaces d’origine 

synthétique sont actuellement commercialement disponibles. Malheureusement, la 

pharmacocinétique et la toxicité de ces inhibiteurs n’ont pas encore été entièrement évaluées, 

et il semble peu probable que ces molécules soient appropriées pour une application clinique 

[60].   

Les données disponibles ont identifié des polyphénols naturels, dérivés de plantes 

médicinales, comme étant des composés intéressants pour identifier et développer de 

nouveaux inhibiteurs de l’arginase. Des travaux complémentaires seraient intéressants à 

mener afin d’explorer l’activité inhibitrice d’arginase d’autres classes de métabolites végétaux 

tels que des tanins, des alcaloïdes, des saponines ou autres terpénoïdes. Certaines études ont 

établit des relations structure-activité (RSA) concernant des flavonoïdes et leur activité sur L-

ARG donnant des informations intéressantes, cependant il n’existe encore pas de telles 

évaluations sur  l’arginase mammifère.  
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Chapitre III : Evaluation biologique de l’activité inhibitrice 

d’arginase 

Un inhibiteur enzymatique est une molécule se liant à une enzyme et qui en diminue 

l’activité. L’inhibition des enzymes peut corriger un déséquilibre métabolique ou tuer un 

pathogène. De nos jours, un nombre important de substances actives de médicaments 

couramment utilisés sont des inhibiteurs d’enzymes, tels que des antiviraux pour le 

traitements du VIH, des anticancéreux ou encore des médicaments indiqués dans des maladies 

cardiovasculaires. Il existe plusieurs mécanismes différents d’inhibition enzymatique, 

caractérisés par des études de cinétique. Dans cette partie, nous allons rappeler brièvement la 

cinétique enzymatique, les différents types d’inhibiteurs, leurs mécanismes d’action et leurs 

effets sur la cinétique. Pour finir, nous présenterons certains modèles d’évaluation de 

l’activité inhibitrice d’arginase in vitro actuellement décrits.      

III-1. Principes d’enzymologie et inhibitions enzymatiques 

III-1.1. La cinétique enzymatique 

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques cruciaux pour les réactions au sein des 

voies métaboliques des organismes vivants. Leurs propriétés sont évaluées par des études de 

cinétique enzymatique en examinant les vitesses des réactions catalysées par enzymes. Ces 

études proposent des informations indirectes sur la spécificité et le mécanisme catalytique des 

enzymes. En général, une réaction enzymatique peut être décrite par l’équation suivante : 

 

Figure 14 : Equation de la réaction catalysée par l’enzyme (E : enzyme, S : substrat, P : produit). 
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Les constantes de vitesse k1 et k-1  dans la première étape correspondent respectivement 

aux vitesses d’association du substrat (S) avec l’enzyme (E), et de dissociation de S à partir de 

ES. La constante de vitesse de la deuxième étape k2 correspond à la vitesse de formation du 

produit (P).  

La cinétique enzymatique diffère de la cinétique chimique car les vitesses des 

réactions catalysées par enzymes dépendent de la concentration d’enzyme, et cette dernière 

n’est pas un produit, ni un substrat de la réaction. En plus, ces vitesses sont différentes parce 

que le substrat doit se fixer à l’enzyme avant d’être transformé en produit [98].  

Typiquement, la cinétique d’une réaction catalysée par une enzyme consommant un 

substrat unique pour donner un produit est décrite par l’équation de Michaelis-Menten 

(Figure 15) [98–100]. 

 

Figure 15 : Courbe hyperbolique de la vitesse initiale (0) en fonction de la concentration du substrat ([S]) dans 

une réaction enzymatique. La concentration de substrat correspondant à la vitesse maximale médiane (Vmax/2) est 

nommée constante de Michaelis (Km), et l’enzyme est saturée à moitié quand [S] = Km [98]. 

 Les paramètres les plus importants d’une réaction enzymatique pour étudier la 

spécificité et le mécanisme de réaction sont la constante de Michaelis (Km), la vitesse 
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maximale de réaction (Vmax) et la constante catalytique (kcat).  Km et Vmax peuvent être 

déduites du graphe de Lineweaver-Burk, qui permet de déterminer la valeur de 1/Km à partir 

de l’intersection avec l’axe x, et la valeur de 1/Vmax à partir l’intersection avec l’axe y (Figure 

16). Pour kcat, elle peut être calculée en utilisant l’équation : kcat  = Vmax/[E]totale  [98]. 

 

Figure 16 : Courbe de Lineweaver-Burk, issue de la transformation linaire de l’équation de Michaelis-Menten. 

Les valeurs de 1/0 sont tracées en fonction des valeurs 1/[S]  [98]. 

 

 Km est la constante de dissociation du complexe ES en E + S. Elle donne une idée de 

l’affinité de E pour S. Plus cette constante Km est petite, plus le substrat sera étroitement lié à 

l’enzyme. Les valeurs de Km sont aussi utilisées pour distinguer les différentes enzymes qui 

catalysent une même réaction [98].   
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III-1.2. Inhibition enzymatique 

L’activité d’une enzyme (E) est diminuée ou perturbée en présence d’un inhibiteur (I). 

Les inhibiteurs sont souvent de petites molécules. Ces dernières  peuvent empêcher la fixation 

du substrat (S) sur le site actif de l’enzyme cible en se fixant à sa place, ou en provoquant une 

déformation de l’enzyme qui rend celle-ci inactive. L’inhibition enzymatique est divisée en 

deux types : l’inhibition réversible et l’inhibition irréversible. Les inhibiteurs irréversibles se 

fixent de manière covalente à l’enzyme et modifient chimiquement des résidus aminoacides 

clés, nécessaires à l’activité enzymatique. En revanche, les inhibiteurs réversibles se lient de 

façon non covalente par le biais d’interactions faibles, faciles à enlever. Les inhibiteurs qui 

corrigent un déséquilibre enzymatique (comme l’arginase) sont souvent de type réversible.  Et 

pour ce type d’inhibition, les inhibiteurs sont évalués via des études de cinétique enzymatique 

afin de déterminer leur spécificité (absence de liaison à d’autres protéines) et leur puissance : 

la constante d’inhibition  (Ki), la concentration inhibitrice médiane (CI50) et l’efficacité 

maximale (Emax). Une spécificité et une puissance importantes peuvent minimiser les effets 

secondaires éventuels d’un inhibiteur, et permettre d’éviter une toxicité importante en 

utilisation clinique. 

III-1.2.1. Inhibition réversible  

Les inhibiteurs réversibles se lient aux enzymes par des liaisons non covalentes telles 

que des liaisons hydrogène, des liaisons ioniques ou des interactions hydrophobes 

(interactions de type van der Waals). L’ensemble de ces liaisons de faible énergie entre la 

molécule et le site actif se combinent pour former une liaison forte et spécifique envers 

l’enzyme. Contrairement au substrat et aux inhibiteurs irréversibles, les inhibiteurs réversibles 

n’engendrent pas de réaction chimique lorsqu’ils s’associent à l’enzyme, et peuvent être 

facilement éliminés par dilution ou par dialyse [101]. Ce type d’inhibition peut être encore 
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divisé en quatre types que sont : les inhibitions réversibles-compétitives, -incompétitives, -non 

compétitives et -mixtes, qui peuvent être distinguées par leurs effets sur la cinétique 

enzymatique.  

III-1.2.1.1. Inhibition compétitive 

La plupart des inhibiteurs compétitifs ressemblent au substrat (S) de l’enzyme (E) d’un 

point de vue structural, et entrent en compétition avec ce dernier pour la fixation sur le même 

site de l’enzyme (souvent le site actif). Cette fixation empêche la réaction enzymatique, soit 

parce que l’inhibiteur ne possède pas le groupement chimique transformé par l’enzyme, soit 

parce que la position de l’inhibiteur bloque la fixation et interrompt la reconnaissance du 

substrat par l’enzyme (Figure 17a) [98,101]. Ce type d’inhibition est appelé inhibition 

compétitive classique.  

 

Figure 17 : Illustration d’une inhibition compétitive. (a) Inhibition compétitive classique : le substrat (S) et 

l’inhibiteur (I) entrent en compétition pour le site actif ; (b) Inhibition compétitive non classique : la fixation de 

(S) sur le site actif empêche la fixation de (I) sur un autre site de l’enzyme, et vice versa [98]. 

Dans certains cas, comme dans celui des enzymes allostériques, les inhibiteurs ne sont 

pas des analogues du substrat, et ne se fixent pas sur le site actif, mais sur un autre site de 

liaison de l’enzyme. Cette fixation entraîne ensuite une modification de la conformation du 

site actif, empêchant la reconnaissance du substrat par l’enzyme. Ce type d’inhibition est 

appelé inhibition compétitive non classique (Figure 17b) [98].  



 

67 

 

En revanche, la fixation du substrat sur l’enzyme empêche également celle de 

l’inhibiteur, c’est-à-dire que ces deux molécules s’excluent de façon mutuelle [101]. Quand 

(S) et (I) sont tous deux présents dans une solution, la proportion de l’enzyme qui peut former 

les complexes (ES) dépend de les concentrations de [S] et [I], et aussi leurs affinités relatives 

sur l’enzyme [98].  

La formation du complexe EI peut être réduite en augmentant la concentration de S, et 

si cette dernière est suffisamment élevée, l’enzyme peut être saturée par le substrat. De ce fait, 

la vitesse maximale (Vmax) reste la même en présence ou en absence d’un inhibiteur. En 

revanche, plus la quantité d’inhibiteur compétitif est grande, plus la concentration de substrat 

doit être élevée pour atteindre une saturation à moitié. Nous avons vu précédemment que la 

concentration du substrat à mi-saturation est égale à Km (Figure 15). Donc, l’augmentation de 

concentration d’un inhibiteur compétitif conduit à une augmentation de Km, et cette nouvelle 

valeur est appelée Km apparent (Km
app

) (Figure 18).  

 

Figure 18 : Inhibition compétitive. (a) Schéma illustrant la formation du complexe EI. (b) Graphe de 

Lineweaver-Burk, dans le cas de l’inhibition compétitive, Vmax reste inchangée, tandis que Km diminue. La 
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courbe noire « Control » résulte de l’absence d’inhibiteur (I). Les courbes rouges illustrent les résultats en 

présence de (I), avec une flèche symbolisant l’augmentation de la concentration en inhibiteur [I] [98]. 

 

III-1.2.1.2. Inhibition incompétitive 

En ce qui concerne l’inhibition incompétitive, l’inhibiteur (I) ne se fixe pas à l’enzyme 

libre (E) mais seulement à l’enzyme déjà liée à son substrat (ES), et empêche la réaction 

enzymatique. En fait, quand le substrat se fixe sur le site actif, une modification de la 

conformation de l’enzyme révèle un nouveau site de liaison sur lequel l’inhibiteur peut se 

fixer. Ensuite, l’inhibiteur, en retour, modifie la conformation du site de liaison du substrat, 

entraînant une interruption de la réaction enzymatique (Figure 19) [101].  

 

Figure 19 : Illustration d’une inhibition incompétitive : l’inhibiteur (I) se lie uniquement au complexe (ES) et 

inactive l’enzyme (E) [98]. 

 Dans ce type d’inhibition, Vmax est diminuée (et 1/Vmax augmentée) par la 

transformation de certaines molécules de (E) sous la forme inactive (ESI) (Figure 20). Quand 

le complexe (ES) se lie à (I), la diminuation de Vmax est irréversible même en ajoutant plus du 

substrat (S). L’inhibiteur incompétitif diminue également la valeur de Km (Figure 20b), car en 
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phase d’équilibre pour la formation de (ES) et (ESI), les complexes ont une tendance à se 

décaler vers (ESI) [98].  

 

Figure 20 : Inhibition incompétitive. (a) Schéma illustrant la fixation de l’inhibiteur (I) au complexe (ES). (b) 

Graphe de Lineweaver-Burk, dans le cas de l’inhibition incompétitive, Vmax et Km sont diminuées (1/Vmax et 1/Km 

obtenues des intersections en y et x sont respectivement augmentées). En revanche, le rapport Km/Vmax (la pente 

des lignes) reste inchangée. La courbe noire « Control » résulte de l’absence de (I). Les lignes rouges illustrent 

les résultats en présence de (I), avec une flèche symbolisant l’augmentation de la concentration en inhibiteur [I] 

[98]. 

 

III-1.2.1.3. Inhibition non compétitive  

Un inhibiteur non compétitif (I) peut se lier en parallèle et avec une même affinité sur 

l’enzyme libre (E) et sur l’enzyme fixée au substrat (ES) pour former les complexes inactifs 

(EI) ou (ESI), respectivement. En effet, (I) et (S) n’entrent pas en compétition pour se fixer 

sur le même site, c’est-à-dire que (S) se lie au site actif et (I) à un autre site de liaison. La 

fixation de (I) entraîne alors une modification de la conformation du site actif, ce qui empêche 

la réaction enzymatique mais n’influe pas sur la reconnaissance de (S) par (E) [98,101]. Ces 

inhibiteurs ne sont pas des analogues du substrat car ils ne se fixent pas sur le même site actif 

que (S) (Figure 21). 
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Figure 21 : Illustration d’une inhibition non compétitive : l’inhibiteur (I) peut se lier soit sur (E) soit sur (ES), 

inactivant ainsi l’enzyme (E) [98]. 

La fixation d’un inhibiteur non compétitif diminue la vitesse maximale (Vmax) de la 

réaction, mais ne modifie pas l’affinité de l’enzyme (Km) pour son substrat, car ce dernier se 

lie aussi bien à l’enzyme libre (E) qu’au complexe enzyme-inhibiteur (EI) (Figure 22) 

[98,101]. 

 

Figure 22 : Inhibition non compétitive. (a) Schéma illustrant la fixation de l’inhibiteur (I) sur E ou ES. (b) 

Graphe de Lineweaver-Burk, dans le cas de l’inhibition non compétitive, Vmax est diminuée, en revanche Km reste 

inchangée. La courbe noire « Control » résulte de l’absence de l’inhibiteur (I). Les courbes rouges illustrent les 

résultats en présence de (I), avec une flèche symbolisant l’augmentation de la concentration en inhibiteur [I] 

[98]. 
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III-1.2.1.4. Inhibition mixte 

La plupart des enzymes ne se conforment pas au type d’inhibition non compétitive 

« classique » précédemment présentée, dans lequel Km est inchangée, mais plutôt au type 

d’inhibition mixte dans lequel Emax et Km sont affectées car l’affinité de (I) pour (E) est 

différente de celle pour (ES) [98]. En effet, l’inhibition mixte est une combinaison des 

inhibitions décrites précédemment pour lesquelles (I) peut se lier à la fois avec (E) (Ki) et 

avec (ES) (KI), mais avec des affinités différentes : Ki  KI. Il y a deux types d’inhibitions 

mixtes : L’inhibition non compétitive-compétitive (Ki < KI) et l’inhibition non compétitive-

incompétitive (Ki > KI) (Figure 23) [101].   

 

Figure 23 : Schéma et équation de Michaelis-Menten dans le cas d’une inhibition mixte : le substrat (S) et 

l’inhibiteur (I) se fixent parallèlement sur des sites de liaison différents [101]. 

  

En résumé, les inhibitions compétitive, incompétitive et non compétitive sont des cas 

particuliers de l’inhibition mixte. Le récapitulatif de ces types d’inhibition est présenté dans le 

Tableau VI [101]. 
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 Tableau VI: Récapitulatif des différents types d’inhibition réversible 

 Type d’inhibition Km apparent Vmax apparente 

KI =  compétitive Km (1 + [I]/Ki) Vmax 

Ki =  incompétitive Km (1 + [I]/KI) Vmax/(1 + [I]/KI) 

Ki = KI non compétitive Km Vmax/(1 + [I]/Ki) 

Ki  KI mixte Km (1 + [I]/Ki)/(1 + [I]/KI) Vmax/(1 + [I]/KI) 

  

III-1.2.2. Inhibition irréversible 

L’inhibition irréversible est un mécanisme où l’inhibiteur se fixe de façon stable à 

l’enzyme, et ensuite supprime de façon permanente l’activité de l’enzyme. Cette inhibition 

résulte de la formation des liaisons stables, covalentes, entre l’inhibiteur et l’enzyme. 

Typiquement, un inhibiteur irréversible peut provoquer l’alkylation ou l’acylation d’un résidu 

de la chaîne latérale du site actif, et entame le processus de modification de ce dernier 

empéchant ainsi la réaction enzymatique [98]. L’inhibiteur peut se lier sur le site actif de 

l’enzyme ou ailleurs. Les molécules présentant ce type d’inhibition sont souvent utilisées 

comme poisons : par exemple des organophosphates utilisés comme insecticides, herbicides et 

gaz neurotoxiques, qui fonctionnent en inhibant de façon irréversible l’enzyme 

acétylcholinestérase [98]. Quelques substances actives de médicament  possèdent ce type 

d’inhibition comme l’aspirine qui provoque une acylation irréversible de résidus de sérine du 

site actif des enzymes cyclooxygénases (COX), empêchant la synthèse de prostaglandines et 

de thromboxanes. Un autre exemple est la pénicilline qui se fixe de façon 

thermodynamiquement très stable au site actif de l’enzyme transpeptidase, empêchant la 

synthèse du peptidoglycane, un composant important de la paroi des bactéries [101]. Ces 

inhibiteurs sont également parfois appelés inhibiteurs-suicides. 
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III-1.3. Etudes de la cinétique enzymatique et de la potentialité inhibitrice des 

inhibiteurs réversibles  

Dans le domaine de recherche de nouveaux inhibiteurs d’enzyme, il est souvent 

nécessaire d’évaluer quantitativement la potentialité inhibitrice ainsi que les comportements 

cinétiques des composés étudiés sur l’enzyme d’intérêt. Pour connaître le mécanisme 

d’inhibition et comparer l’effet des inhibiteurs réversibles, la constante d’inhibition (Ki) et la 

concentration inhibitrice médiane (CI50) sont souvent étudiées. Cette session est dédiée à 

présenter les méthodes souvent utilisées afin de déterminer le type d’inhibition et la constante 

Ki ainsi que la CI50 d’un inhibiteur réversible.  

III-1.3.1. Détermination du type d’inhibition et de Ki 

Plusieurs méthodes graphiques décrite dans la littérature sont utilisées pour déterminer 

le type d’inhibition et la Ki des inhibiteurs réversibles. Tout d’abord, en 1934, Hans 

Lineweaver et Dean Burk ont décrit la cinétique enzymatique en utilisant une équation 

baptisée en leur honneur équation de Lineweaver-Burk [102], dérivé de l’équation de 

Michaelis-Menten (Figure 16). En utilisant cette méthode, on peut déterminer Vmax et Km 

[103], et aussi distinguer les différents types d’inhibition (Figure 24) [103,104]. 
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Figure 24 : Courbes de Lineweaver-Burk obtenues avec différentes concentrations en inhibiteur [I] en fonction 

des différents types d’inhibition. La flèche indique l’augmentation de [I] [104].  

  

En complétant la courbe de Lineweaver-Burk, Malcom Dixon a proposé en 1952 une 

méthode graphique simple afin de déterminer Ki. En fait, en traçant 1/v en fonction de [I] et 

en utilisant au moins deux concentrations du substrat, Dixon a pu déterminer Ki dans les  cas 

d’une inhibition compétitive et non compétitive (Figure 25) [105].  
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Figure 25 : Méthode graphique de Dixon pour déterminer la constante Ki : (a) inhibition compétitive, (b) 

inhibition non compétitive [105]. 

 

 La méthode de Dixon est néanmoins limitée par le fait qu’elle ne permet pas de 

distinguer sans ambiguïté les inhibiteurs compétitifs des inhibiteurs mixtes [106,107]. Et, pour 

les inhibiteurs mixtes ou incompétitifs, elle ne fournit aucune mesure de la constante de 

dissociation du complexe (ESI) (K’i). Pour ressoudre cette problématique, Athel Cornish-

Bowden a proposé une courbe complémentaire de celle de Dixon, traçant [S]/v en fonction de 

[I] (Figure 26) [108]. Dans tous les cas, le point d’intersection des courbes de Dixon permet 

de déduire Ki, tandis que le point d’intersection des courbes de Cornish-Bowden fournit une 

mesure de K’i. Donc, l’utilisation concomitante de ces deux méthodes permet de déterminer 

l’ensemble des constantes d’inhibition.  
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Figure 26 : Courbes caractéristiques de différents types d’inhibition : courbes de Dixon à gauche et de Cornish-

Bowden à droite [108]. 
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 Récemment, une nouvelle méthode graphique de détermination directe des différents 

types d’inhibition et des constantes d’inhibition associées, a été présentée par Masataka 

Yoshino et Keiko Murakami [109]. Cette méthode appellée par les auteurs « le graphe de 

vitesse quotientée » consiste à tracer les données expérimentales (V-v)/v en fonction de la 

concentration d’inhibiteur au moins à deux concentrations du substrat. V et v représentent les 

vitesses maximales en absence ou en présence d’un inhibiteur, respectivement, et à des 

concentrations déterminées de substrat (Figure 27) [109].  

 

 

Figure 27 : Graphe de vitesse quotientée pour les différents types d’inhibition : (a) compétitive, (b) 

incompétitive, (c) non compétitive, (d) mixte. La concentration du substrat est indiquée pour chaque ligne [109].  
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 Bien qu’elle requière la valeur de V pour les calculs, cette méthode permet de 

directement déterminer de différents types d’inhibitions ainsi que des paramètres de chacun. 

Pourtant, comme les autres méthodes de transformations linaires de Dixon ou de Cornish-

Bowden, cette méthode ne peut pas être utilisée pour les études cinétiques sur des enzymes 

non conformes aux cinétiques de type Michaelis-Menten, pour lesquelles des méthodes 

d’analyse non-linaires informatiques sont nécessaires [109].  

 

III-1.3.2. La concentration inhibitrice médiane (CI50)  

La concentration inhibitrice médiane (CI50) est une mesure quantitative de l’efficacité 

d’un composé à inhiber une fonction biologique ou biochimique spécifique, comme l’activité 

enzymatique par exemple. Dans la stratégie de recherche de nouveaux inhibiteurs 

enzymatiques, la CI50 déterminée par une évaluation biologique in vitro est souvent utilisée 

pour analyser la potentialité et la sélectivité des composés étudiés vis-à-vis d’enzymes 

d’intérêt. Les valeurs de CI50 sont donc importantes pour l’analyse des relations de structure-

activité (RSA), pour identifier des composés « chef de file », et pour procéder à une 

pharmacomodulation dans le but de développer un nouveau candidat médicament.  

 La CI50 d’un inhibiteur est déterminée en examinant l’effet des différentes 

concentrations en inhibiteur sur l’activité de l’enzyme, et en construisant ensuite une courbe 

sigmoïde de concentration-réponse (Figure 28) réalisée par un logiciel particulier comme 

Prism GraphPad. La CI50 précise la concentration nécessaire pour qu’un composé puisse 

inhiber la moitié de l’effet biologique maximal de l’enzyme d’intérêt [110].  
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Figure 28 : Représentation graphique de la détermination de CI50 et Emax 

 

Les valeurs de CI50 sont très souvent utilisées mais elles sont très dépendantes des 

conditions de la réaction enzymatique. En général, la CI50 augmente avec la concentration de 

l’enzyme. De plus, selon le type d’inhibition, d’autres facteurs peuvent influencer la valeur de 

CI50 tels que la concentration du substrat, le pH, la température ou encore la force ionique 

[98]. Ce sont les raisons pour lesquelles il est important d’évaluer les composés étudiés dans 

des mêmes conditions et d’utiliser un inhibiteur de référence pour que les CI50 obtenues soient 

comparables [13].  

La CI50 n’est pas un indicateur direct de l’affinité entre l’inhibiteur et l’enzyme, 

contrairement à la constante Ki. Ces deux paramètres peuvent être mis en relation par 

l’équation de Cheng-Prusoff : Ki = [CI50/(1 + [S]/Km)] [111,112].  
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III-2. Evaluations in vitro de l’activité inhibitrice d’arginase 

III-2.1. Introduction  

Depuis la découverte de l’enzyme aginase et de son  rôle crucial dans la détoxication 

des déchets azotés et dans la production des polyamines, de nombreux tests biologiques in 

vitro ont été développés afin de déterminer l’activité de cette enzyme. Dans ces méthodes 

d’évaluation, l’activité d’arginase peut être évaluée en mesurant (i) une diminution de la 

concentration de la L-arginine, (ii) une augmentation de la concentration de la L-ornithine, ou 

alors (iii) une augmentation de la concentration d’urée [113].  

III-2.2. Méthodes d’évaluation in vitro 

Dans les études rapportées dans la litérature, les modèles d’évaluation utilisés sont 

relativement variés, si bien que les résultats expérimentaux sont difficilement comparables 

entre eux. Par ailleurs, étant donné l’intérêt thérapeutique d’une inhibition de l’arginase, il 

parait indispensable de développer un protocole d’évaluation biologique approprié pour 

pouvoir évaluer rapidement l’activité inhibitrice de composés d’intérêt, et comparer les 

résultats. Cette application est très importante pour la recherche de nouveaux inhibiteurs 

d’arginase et pour le développement de nouveaux médicaments reposant sur une inhibition de 

l’arginase. Les essais in vitro décrits ont été réalisés par spectrophotométrie, radiométrie, ou 

fluorimétrie, en utilisant des lysats ou homogénats tissulaires d’animaux (rat, souris), de 

l’arginase purifiée ou encore de l’arginase recombinante comme des sources d’arginases. Les 

principaux protocoles d’évaluation in vitro de l’activité d’arginase trouvés dans la littérature 

sont résumés et présentés dans le Tableau VII. 
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Tableau VII : Tests enzymatiques in vitro décrits dans la litérature pour évaluer l’activité de l’arginase 

Source d’arginase Produit détecté 
Méthode de mesure 

(révélateur chimique) 

Inhibiteur de 

référence 
[Réf.] 

Arginase dans lysats/homogénats tissulaires 

Homogénats de tissus de rat (foie, rein, 

glandemammaire) 
Urée 

Spectrophotométrie 

(α-isonitrosopropiophénone) 
non [114–116] 

Homogénat de foie de rat Urée-14 C/14CO2 Radiométrie non [117–119] 

Homogénat de foie de rat Urée 

Spectrophotométrie 

(thiosemicarbazide/Diacetylmonoxi

me) 

non [113] 

Homogénat de foie, fibroblaste Ornithine 
Spectrophotométrie 

(ninhydrine) 
non [120] 

Homogénat de foie de rat et de boeuf 
Arginine, 

ornithine, urée 

Différence d’absorption entre les 

produits et le substrat à 205.7 nm 
non [121] 

Sang humain séché sur papier filtre Urée Fluorimétrie non [122] 

Sang humain séché sur papier filtre Ornithine 
Spectrophotométrie 

(ninhydrine) 
non [123] 

Lysat de macrophagee de rat Urée 
Spectrophotométrie 

(α-isonitrosopropiophénone) 
non [124] 

Lysat de macrophagee de rat, sérum de 

veau foetal 
Urée-14C Radiométrie non [125] 

Homogénat de tissu porcin (myomètre, 

rein) 
Urée-14C Radiométrie non [126] 

Homogénat de tissu caverneux humain Urée-14C Radiométrie ABH [51] 

Hémolysat d’érythrocytes humains Ornithine 
Spectrophotométrie 

(ninhydrine) 
non [127] 

Lysat de cellules HUVEC Urée 
Spectrophotométrie 

(α-isonitrosopropiophénone) 
non [66] 

Homogénats de tissus de rat (foie, rein, 

pancréas, poumon) 
Urée 

Spectrophotométrie 

(thiosemicarbazide/Diacetylmonoxi

me) 

non [128] 

Arginase native purifiée 

Arginase bovine purifiée de foie  Urée 
Spectrophotométrie 

(α-isonitrosopropiophénone) 
non [129] 

Arginase purifiée d’homogénat de foie et 

d’érythrocytes humains 
Urée 

Spectrophotométrie 

(α-isonitrosopropiophénone) 
non [130] 

Arginase bovine purifiée de foie  Urée 
Spectrophotométrie 

(p-dimethylaminobenzaldéhyde) 
non [131] 

Arginase purifiée de foie de rat  Ornithine/NADH Spectrophotométrie non [132] 

Arginase purifiée de foie de rat  Urée 
Spectrophotométrie 

(α-isonitrosopropiophénone) 
non [133] 

Arginase purifiée de foie et de rein de rat  Urée 
Spectrophotométrie 

(p-dimethylaminobenzaldéhyde) 
non [134] 

Arginase purifiée de foie de rat  Urée/Indophénol 
Spectrophotométrie 

(phénol) 
non [135] 

Arginase purifiée de foie ovin  Arginine 
Spectrophotométrie 

(p-nitrophényl glyoxal) 
non [136] 
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Arginase purifiée de foie de rat  Urée-14C Radiométrie NOHA [38] 

Arginase bovine purifiée de foie  Urée 
Spectrophotométrie 

(diacétyl monoxime) 
non [137] 

Arginase bovine purifiée de foie  Ornithine 
Spectrophotométrie 

(ninhydrine) 
non [127] 

Arginase recombinante 

Arginase recombinante de foie humain Urée/NADPH 
Spectrophotométrie 

(NADPH) 
non [138] 

Arginase recombinante humaine de type 

II 
Urée-14C Radiométrie non [139] 

Arginase recombinante humaine de type 

I 
Urée-14C Radiométrie ABH & BEC [15] 

Arginases recombinantes humaines  de 

type I & II 
Urée 

Spectrophotométrie 

(o-phtaldialdéhyde) 
ABH [24] 

Arginase recombinante humaine de type  

I 
Urée Fluorimétrie non [140] 

 

Une méthode simple souvent utilisée pour déduire l’activité enzymatique est de 

mesurer la quantité du produit issu de la réaction enzymatique catalysée par l’enzyme. Dans 

les années 1940, Van Slyke et Archibald, furent les pionniers pour le développement de 

méthodes d’évaluation de l’activité arginase [114]. En appliquant la méthode colorimétrique 

de détermination d’urée dans le sang et l’urine précédemment étudiée par Archibald [141], 

ces auteurs ont mis au point une première méthode photométrique afin d’évaluer l’activité 

arginase. En fait, l’urée issue de la transformation de la L-arginine par l’arginase a été 

mesurée grâce à la couleur rouge formée suite à la réaction entre l’urée et l’α-

isonitrosopropiophénone (ISPF) [114]. Dans cette méthode spectrophotométrique, la quantité 

d’urée est proportionnelle à l’activité de l’arginase. Les avantages de cette méthode sont que 

(i) le révélateur est peu volatile ; (ii) la couleur rouge formée est facile à détecter ; et (iii) 

l’ISPF est plus spécifique pour l’urée que la citrulline et les autres dérivé d’urée, par rapport à 

d’autres réactifs comme la diacétylmonoxime. Quelques inconvénients peuvent cependant 

être relevés : (i) la couleur formée est photolabile, il est donc nécessaire de garder le milieu 

réactionnel dans l’obscurité pendant et après l’incubation à 100°C jusqu’à la lecture ; et (ii) le 

temps de réaction entre l’urée et l’ISPF est un peu long (1h)  [141].  En outre, les auteurs ont 
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développé en parallèle une méthode gazométrique pour mesurer le CO2 libéré, issu de 

l’hydrolyse de l’urée par l’uréase [114].  

 En appliquant la méthode spectrophotométrique de Van Slyke et Archibald, l’activité 

de l’arginase dans plusieurs homogénats ou lysats d’organes animaux a été évaluée. Eugene 

Roberts a déterminé l’activité arginase présente dans les homogénats tissulaires de foie, de 

rein et d’épiderme de souris Swiss [115]. Cette étude a bien montré que l’incubation de 

l’arginase avec des ions Mn
2+ 

à 50°C a clairement activé l’enzyme. Dans une autre étude 

menée sur les homogénats de foie et de glande mammaire de rat, Folley et Greenbaum [116] 

ont adapté le protocole de Van Slyke et Archibald avec une température plus élevée (37°C) et 

une concentration du substrat L-arginine plus basse (0,227 M). Les auteurs ont montré que 

Mn
2+

 était plus efficace que Co
2+

 comme activateur d’arginase, et que l’enzyme n’est peut-

être pas toujours dans un état totalement activé in vivo. Ils ont aussi montré que le pH optimal 

pour l’activité de l’arginase était de 9,45 [116].  

 S’appuyant sur la méthode de Van Slyke et Archibald, Corraliza et al. [124] ont 

optimisé le protocole de Schimke [119] afin d’évaluer l’activité de l’arginase dans un lysat de 

macrophages de rat. En fait, le protocole a été modifié par réduction du volume d’ISPF (9%), 

réduction de la taille de l’échantillon (~25000 macrophages) et par augmentation importante 

de la gamme d’urée (détection jusqu’à 0,02-0,05 µmol). Selon les auteurs, ce protocole était 

considérablement plus sensible que ceux précédemment décrits [124]. Cette méthode a 

ensuite été appliquée dans certaines études pour évaluer l’effet de composés d’intérêt sur 

l’arginase [66,142].  

 La méthode de Van Slyke et Archibald a également été utilisée avec quelques 

modifications pour évaluer l’activité de l’arginase bovine purifiée de foie [129], l’arginase de 

foie et d’érythrocytes humains [130], et celle de foie de rat [133].  
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 Par ailleurs, il existe d’autres méthodes spectrophotométriques pour évaluer l’activité 

de l’arginase. Ces méthodes diffèrent l’une de l’autre par les révélateurs chimiques utilisés. 

Par exemple, en chauffant le mélange de la réaction enzymatique avec le 

diacétylmonoximéthiosemicarbazide, à 100°C, pendant environ 10-20 min, la densité optique 

après réaction entre l’urée et le révélateur est mesurée pour déterminer la quantité d’urée, ce 

qui est proportionnel à l’activité d’arginase [113,128]. L’urée produite peut aussi être 

quantifiée par mesure spectrophotométrique après réaction avec d’autres révélateurs tels que 

le réactif d’Ehrlich (p-diméthylaminobenzaldéhyde) [131,134], l’o-phtaldialdéhyde (OPA) 

[24] ou le diacétyl monoxime [137].   

 Il est possible également d’évaluer l’activité arginase par des méthodes alternatives à 

la quantification de l’urée, mesurant la quantité de L-ornithine produite [120,123,127], ou de 

L-arginine consommée [136]. S’appuyant sur la méthode ornithine-ninhydrine décrite pour la 

première fois par Chinard [143], Iyamu et al. ont développé un nouveau micro-test 

colorimétrique pour le criblage à haut débit [127]. Dans cette étude, un mélange réactionnel 

contenant de l’arginase purifiée, du chlorure de manganèse (MnCl2) et de la L-arginine est 

incubé à 37°C pendant 30 min. Après arrêt de la réaction enzymatique par l’ajout de l’acide 

chlorhydrique (HCl) puis centrifugation, des aliquots du surnageant sont transférés dans les 

puits d’une micro-plaque. La solution de ninhydrine est ensuite ajoutée dans les puits avant de 

chauffer la plaque à 100°C pendant 25 min. La couleur issue de la réaction entre la L-

ornithine et la ninhydrine est ensuite mesurée grâce à un spectromètre à 505 nm [127]. Ce 

protocole a été optimisé par rapport celui de Chinard en réduisant sa durée. Il permet en outre 

d’obtenir une meilleure précision et une reproductivité améliorée. Les auteurs l’ont appliqué à 

l’étude de l’activité de l’arginase bovine I purifiée et de l’arginase d’hémolysat d’érythrocytes 

humains [127].  
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 L’activité de l’arginase peut être aussi déduite de la diminution du substrat L-arginine 

au cours de la réaction enzymatique.  M. Aminlari a développé une méthode colorimétrique 

permettant la détermination de l’activité de l’arginase grâce à la réaction entre la L-arginine et 

le p-nitrophénylglyoxale (PNPG) [136]. L’utilisation de PNPG, dans ce cas, a deux rôles : il 

réagit avec la L-arginine restante tout en stoppant la réaction enzymatique. Cette méthode, 

selon l’auteur, est simple à réaliser puisqu’elle n’utilise qu’un seul réactif, le PNPG, qu’elle 

est réalisable en un temps plus court, et qu’elle conserve une sensibilité équivalente aux autres 

méthodes précédemment publiées [136].  

 En outre, la quantité d’urée issue de l’hydrolyse par l’arginase peut être mesurée par la 

spectrophotométrie par la méthode d’enzyme couplée [132,135,138]. D’après une étude 

réalisée par Hirsch-Kolb et Greenberg, l’activité de l’arginase peut être couplée avec celle de 

l’ornithine aminotransférase qui produit le glutamate de L-ornithine. La quantité de glutamate 

formé est alors déterminée par l’oxydation catalysée par la glutamate déshydrogénase et la 

réduction simultanée de NAD (Nicotinamide adénine dinucléotide déshydrogénase oxydée), 

qui est à l’origine de la formation de NADH (Nicotinamide adénine dinucléotide 

déshydrogénase réduite) détectable en spectrophotométrie à 340 nm [132].  Cette méthode a 

montré des résultats comparables à ceux obtenus en utilisant l’ISPF [132]. Dans une autre 

étude menée par Garganta et Bond [135], l’urée produit par l’arginase était hydrolysée en 

ammoniac par l’uréase, l’ammoniac était ensuite converti en indophénol, dont absorbance 

était mesuré à 570 nm. Cette méthode peut être utilisée avec une faible concentration 

d’arginase (0,5 mU ou inférieure à 1 ng d’arginase de foie de rat) et avec une gamme large de 

concentrations en arginine (50 µM à 12,5 mM) [135].  

 De plus, une autre méthode spectrophotométrique a été développée par Pace et al. pour 

mesurer l’activité d’arginase reposant sur les différents spectres d’absorption à 205,7 nm de la 

L-arginine, de la L-ornithine et de l’urée [121].  
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 Parallèlement aux méthodes spectrophotométriques, à partir de la fin des années 1960, 

la radiométrie se développe et est utilisée pour l’évaluation de l’activité de l’arginase. Dans 

cette méthode, le substrat radiomarqué arginine-guanido-
14

C
 
est utilisée, l’urée-

14
C

 
produite 

lors de l’hydrolyse catalysée par l’arginase est comptée de façon directe [15,38,51,126,139] 

ou indirecte par le biais de la libération de 
14

CO2 après un couplage enzymatique [117–119]. 

Ce premier essai radioisotopique a été développé par Carulli et al. [117]. Les avantages de 

cette méthode sont : une bonne sensibilité et une bonne précision car il n’y a pas 

d’interférence avec l’urée non-radioactif dans le mélange d’incubation (par exemple en cas de 

mesure dans du sérum sanguin). En outre, le protocole est simple et facilement appliqué à un 

grand nombre d’échantillons. Cependant, le prix élevé du substrat radioactif, la dégradation 

du substrat radioactif ainsi que les conditions à respecter pour les manipulations avec des 

produits radioactifs constituent des inconvénients certains de cette application [117]. Un autre 

protocole similaire a été développé par Righetti et al. dans lequel l’urée-
14

C est transformé en 

14
CO2 par l’acide nitreux [118].   

L’essai radioisotopique dans lequel l’arginase couplée avec l’uréase utilisant arginine-

guanido-
14

C est plus sensible, cependant la plupart des préparations d’uréase présentent une 

activité arginolytique [144]. Pour résoudre cette problématique, Rüegg et Russell ont 

développé un nouveau protocole dans lequel le mélange réactionnel enzymatique est traité par 

la résine Dowex afin d’éliminer l’arginine-guanido-
14

C restante. Après centrifugation, le 

surnageant est ensuite soumis à un compteur à scintillation pour déterminer la quantité d’urée-

14
C [125]. Par rapport aux autres essais plus classiques, l’essai de Rüegg et Russell s’est 

montré plus sensible, meilleur d’un point de vue quantitatif et plus rapide (une analyse 

complète ne prend que 5 min) [125]. Ce sont les raisons pour lesquelles ce protocole a été 

utilisé par plusieurs études pour évaluer l’activité de l’arginase [19,126] et l’inhibition de 

composés étudiés sur cette enzyme [15,38,51,139].  
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     Par ailleurs, la fluorimétrie a été également utilisée pour évaluer l’activité de 

l’arginase [122,140], mais cette méthode est moins appliquée que la spectrophotométrie et la 

radiométrie. En 1980, Orfanos et al. ont évalué l’activité de l’arginase dans le sang séché sur 

papier filtre, grâce à un protocole couplant l’arginase avec l’uréase et la L-glutamate 

déshydrogénase [122]. L’urée formée par l’hydrolyse de la L-arginine en présence d’arginase 

dans le sang est mesurée par une diminution de la fluorescence de NADH [122]. Cette 

méthode est aussi efficace et reproductible que les méthodes spectrophotométriques. 

Néanmoins, les valeurs d’activité de l’arginase mesurée par cette méthode fluorimétrique sont 

à peine plus basse que celles obtenues avec d’autres méthodes colorimétriques, et cette 

différence pourrait, selon les auteurs, venir de la courte durée de l’étape d’activation 

d’arginase [122]. Récemment, Stasyuk et al. [140] ont développé un nouvel essai 

enzymatique pour déterminer l’activité de l’arginase en utilisant une arginase recombinante 

humaine I, l’uréase et l’OPA (en présence de sulfite). Le produit final OPA-ammonium peut 

être mesuré par spectrophotométrie et fluorimétie [140].  Cette méthode a été ensuite 

appliquée à l’évaluation de la quantité de L-arginine dans le sérum sanguin (avec une gamme 

linéaire de 100 nM à 6 M, et une limite de détection de 34 nM en L-arginine). Elle a montré 

une bonne corrélation par rapport à la méthode enzymatique de référence [140]. 

 III-2.3. Conclusion  

Un grand nombre d’essais biologiques sont donc actuellement connus pour évaluer 

l’activité d’arginase tels que la spectrophotométrie, la radiométrie et la fluorimétrie. Ces 

méthodes avec des protocoles plus ou moins variables sont réalisées sous des conditions 

différentes, utilisant différentes sources d’arginase (homogénat/lysat, arginase purifiée, ou 

bien arginase recombinante). Les limites de ces méthodes peuvent être le prix, des 

manipulations quelquefois difficiles, et le besoin d’équipements particuliers (par exemple la 

radiométrie), la durée des expérimentations et le fait que les sources d’arginase issues 
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d’homogénats ou de lysats tissulaires pourraient influencer la sensibilité et la reproductivité 

des résultats. Ces difficultés rendent les essais actuels difficiles à une adaptation en criblage à 

haut débit, dans la stratégie de recherche de nouveaux inhibiteurs d’arginase. En outre, la 

plupart des études publiées n’ont pas utilisé de contrôles positifs, c’est-à-dire d’inhibiteurs de 

référence auxquels les résultats obtenus peuvent être comparés. 

Il nous a donc paru nécessaire avant de débuter nos recherches de nouveaux 

inhibiteurs d’arginase, de disposer d’un test enzymatique ayant tout à la fois, un bon rapport 

efficacité-prix, une facilité de mise en œuvre, une bonne reproductibilité, et intégrant 

l’évaluation d’un inhibiteur de référence pour valider le test et comparer les résultats entre 

eux.  
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Chapitre IV : Modélisation moléculaire - Etude de Docking sur 

arginase  

IV-1. Introduction sur la modélisation moléculaire 

Dans le domaine de la modélisation moléculaire, le docking (ou amarrage) est une 

méthode qui permet de calculer l’orientation et la fixation préférentielle d’une petite molécule 

(dite ligand)  envers une macromolécule (dite le récepteur tel que l’ADN, une enzyme, une 

protéine,...) lorsqu’elles sont liées pour former un complexe stable en énergie. Cette technique 

virtuelle ou in silico utilise des logiciels particuliers afin de placer le ligand dans le site actif 

du récepteur, et de prédire ensuite l’affinité de fixation ainsi que les interactions potentielles 

entre ces deux molécules. De nos jours, le docking moléculaire est largement utilisé comme 

outil efficace et complémentaire à d’autres méthodes, pour la conception et le développement 

de nouveaux médicaments [145,146].  

IV-2. Principes de l’étude de docking et méthodologie   

D’une façon vulgarisée, on peut comparer le docking à une situation où l’on souhaite 

trouver la clé (le ligand) d’une serrure (le récepteur), et où l’objectif est de trouver la forme 

appropriée et la meilleure orientation relative de la clé dans la serrure pour l’activer. Grâce à 

cette stratégie, les chercheurs peuvent choisir des composés prometteurs à synthétiser pour  

évaluer ensuite leur activité biologique. Le mode de liaison entre le ligand et le récepteur est 

prédit et sert à expliquer la capacité active des molécules testées. Le docking est une méthode 

intéressante pour les études de relations structure-activité, qui conduisent à une pharmaco-

modulation destinée à améliorer l’activité d’un composé.  Cette application,  communément 

appelée par le terme anglais « Structure-Based Drug Design (SBDD) » réduit effectivement le 

temps et le coût de la stratégie de recherche de nouveaux médicaments.  
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Dans l’étude de docking, chaque mode de liaison prédit entre le ligand et le récepteur 

est appelé « pose de fixation », et est évalué par un score reposant sur la complémentarité du 

ligand avec son site de liaison en termes de configuration et de certaines propriétés telles que 

les propriétés électrostatiques [147]. Une molécule obtenant un bon score de prédiction 

montre une bonne fixation dans le site de liaison et une bonne affinité pour celui-ci (Figure 

29). Ce processus, appliqué pour toutes les molécules étudiées, donne ensuite un classement 

selon les scores. L’analyse des interactions potentielles entre des molécules et le site actif, 

ainsi que le classement des scores issus de l’étude de docking, permettent de choisir de bons 

candidats à se procurer, s’ils sont commerciaux, ou à synthétiser, puis à tester pour leur 

activité biologique [147]. Cette stratégie est appelée criblage virtuel (CV).   

   

Figure 29 : Illustration de la modélisation moléculaire docking. R représente la structure d’un récepteur ; A, B, 

C représentent des petites molécules (ou ligands) qui sont « dockées » dans le site actif du récepteur [147]. 

 

En fonction de la flexibilité des molécules considérées (ligand et récepteur), il existe 

trois approches possibles pour les études de docking [148]: (i) le ligand et le récepteur sont 
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des molécules rigides (docking rigide), (ii) le ligand est flexible et le récepteur est rigide 

(docking semi-flexible), (iii) le ligand et le récepteur sont tous les deux flexibles (docking 

flexible). Mais la flexibilité se limite seulement à certaines chaînes choisies au niveau du site 

actif du récepteur. La plupart des logiciels de docking actuels tels quels Gold, Autodock, 

FlexX sont applicables au docking semi-flexible [149,150]. Dans ce projet de thèse, nous 

avons utilisé le logiciel FlexX et appliqué l’approche de docking semi-flexible.  

La méthodologie typique souvent appliquée pour des études de docking est présentée 

sur la Figure 30 [151].  

La première étape dans ce processus est l’obtention d’une structure en trois dimentions 

(structure 3D) pour le récepteur, qui est précédemment déterminée par cristallographie aux 

rayons X, par résonance magnétique nucléaire (RMN) ou par modélisation par homologie 

[151]. De nombreuses structures 3D sont disponibles et téléchargeables sur la base de données 

de la banque des protéines (www.rcsb.org). Cependant certaines structures ne sont pas encore 

décrites par cristallographie et doivent alors être créées en utilisant la modélisation par 

homologie [152].    

 

http://www.rcsb.org/
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Figure 30 : Méthodologie et étapes typiques d’une étude de docking [151]. 

 

 La deuxième étape est la préparation des structures du récepteur et du ligand. Dans 

cette étape, la structure 3D du récepteur est vérifiée, chargée en électricité, minimisée en 

énergie, et le site de liaison est choisi pour l’étude de docking. En parallèle, des structures des 

petites molécules (ligands) sont dessinées, et minimisées au moins deux fois pour avoir de 

bonnes conformations prêtes à être dockées dans le site (Figure 31).    
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Figure 31 : Processus de minimisation d’énergie d’une molécule dans l’étude docking. 

 

 Pour la troisième étape, il s’agit de l’utilisation d’un logiciel particulier pour 

« docker » des molécules dans le site actif en appliquant des paramètres de docking pour bien 

analyser des résultats. 

Enfin, la quatrième étape est l’interprétation des résultats, l’analyse des interactions 

potentielles entre des molécules et le site de liaison, ainsi que la mesure des scores de docking 

(prédiction de l’affinité) (Figure 30).  

 

IV-3. Outil de docking FlexX 

Dans ce projet de thèse (dans le cadre d’une collaboration avec le laboratoire de 

pharmacoinformatique de l’université de Hochiminh-ville au Vietnam), le programme FlexX 

a été choisi pour les études de docking [153]. Il s’agit d’un outil efficace appliquant la 

construction incrémentale comme algorithme de recherche [154]. Le FlexX règle le ligand 

avec sa complète flexibilité en gardant la structure de récepteur rigide. Lors du processus de 

docking, le ligand est « docké » dans le site de liaison avec un fragment de base, ensuite le 
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ligand complet est construit en ajoutant les composantes restantes (Figure 32). La meilleure 

solution est sélectionnée suivant le score de docking [154,155].  

 

 

Figure 32 : La construction incrémentale dans le processus de docking par FlexX [155]. 

 

 Le placement du ligand dans le site de liaison repose sur l’algorithme de « Triangle 

Matching », c’est-à-dire les centres et surfaces de liaison sur le récepteur et le ligand tels que 

des noyaux aromatiques, des centres donneurs ou récepteurs de proton, des liaisons ioniques, 

etc… La fixation est effective si ces centres et surfaces sont bien superposés (Figure 33) 

[154,155]. 
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Figure 33 : Algrorithme de placement de fragment « Triangle matching » : les trois centres de liaison du ligand 

(sphères grises) sont liés sur les trois points d’interaction discrets dans le site actif (points noirs), ce qui définit 

une transformation unique du ligand dans le site actif [154].  

 L’affinité prédite entre la molécule et le site de liaison est représentée par le score de 

docking (ou énergie de fixation). Plus ce score est faible, plus l’affinité est forte. L’énergie est 

calculée en se fondant sur l’énergie utilisée pour former des liaisons d’hydrogène, des 

interactions ioniques, des interactions aromatiques ou des interactions hydrophobes 

(interaction de van der Waals) entre la molécule et le site actif.    

 

IV-4. Applications des études de docking à l’arginase 

De nombreuses structures 3D d’arginases sont trouvées sur le site de la banque de données sur 

les protéines (www.rcsb.org). En fait, un total de 135 structures d’arginase, souvent 

cristallisées avec le substrat ou un inhibiteur connu, ont été décrites et mises à disposition 

pour les études de docking [156]. Parmi elles, on peut noter 54 structures d’arginase d’Homo 

sapiens (Homme), 34 structures de Rattus norvegicus (Rat), 10 structures de Schistosoma 

mansoni et 7 structures de Leishmania mexicana. Cependant, malgré ce grand nombre de 

structures 3D d’arginases disponibles, assez peu d’études de docking ont été rapportées dans 

la littérature [69,94,96,97,157–159]. En outre, ces études in silico concernent plus 

particulièrment des arginases de parasites ou de bactéries, mais peu des arginases de 

mammifères.  

http://www.rcsb.org/
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Parmi les études de docking sur l’arginase de Leishmania, on peut noter en premier 

lieu les travaux de da Silva et son équipe, portant sur la recherche de nouveaux inhibiteurs 

d’arginase d’origine naturelle pour le traitement des leishmanioses [69,94,96,97]. Dans une 

étude en 2012 sur l’effet des flavanols (quercétine, quercitrine, isoquercitrine) sur l’arginase 

de Leishmania amazonensis, cette équipe brésilienne a utilisé le docking moléculaire pour 

prédire des interactions entre des flavonoïdes étudiés et le site catalytique de l’arginase 

recombinante de Leishmania amazonensis (L-ARG) qu’ils utilisent comme modèle. Les 

résultats ont montré que le groupe catéchol de ces molécules peut interagir avec le résidu 

Asp129, qui est responsable de la coordination des cofacteurs MnA
2+

 et MnB
2+

dans le site actif 

de l’arginase [69]. Dans une autre étude évaluant les relations structure-activité des 

flavonoïdes sur L-ARG, par des études de docking, la même équipe [94] a montré que la 

fisétine, la quercétine, la lutéoline et la 7,8-hydroxyflavone inhibent l’activité de L-ARG, et 

que ces inhibiteurs peuvent interagir avec des acides aminés impliqués dans la formation du 

cluster MnA
2+

-MnB
2+ 

dans le site catalytique. Récemment, ils ont aussi montré que le 

verbascoside, un glucoside de phényléthanoïde, était un inhibiteur compétitif de L-ARG  

présentant un Ki de 0,7 M [97]. Les auteurs ont également réalisé des études de docking 

pour expliquer l’effet de ce composé sur L-ARG au niveau moléculaire. Dans cette étude, la 

structure 3D de Leishmania mexicana (PDB ID 4IU1) a été utilisée au lieu de la structure 

d’homologie de Leishmania amazonensis  car ces deux structures sont quasiment identiques et 

surtout bien conservées au niveau du site actif [97]. Les résultats de docking moléculaire ont 

montré que le verbascoside établit plusieurs interactions hydrophiles et hydrophobes avec le 

site actif de L-ARG. En particulier, le fragment phénéthyle peut s’approcher de la région 

renfermant les ions manganèse, et potentiellement interagir avec eux via une chélation au 

niveau du groupe catéchol (Figure 34) [97].  
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Figure 34 : La meilleure pose de docking du verbascoside dans le site actif de l’arginase de Leishmania. (A) 

Mode de liaison en 3D : verbascoside (en vert), métaux (sphères violettes) ; Les liaisons hydrogène sont 

représentées en pointillé noirs, alors que les coordinations avec les métaux en lignes plaines. (B) Mode de liaison 

en 2D [97]. 

 

 Dans un effort de recherche de nouveaux candidats inhibiteurs d’arginase, pour le 

traitement d’infections à Helicobacter pylori, Azizian et al. ont créé un modèle d’homologie 

d’arginase de H. pylori (Hp-ARG) en utilisant la structure de l’arginase de Bacillus 

caldovelox comme modèle [157]. Le modèle créé a ensuite été utilisé pour réaliser des études 

de docking avec certains inhibiteurs d’arginase. Les auteurs ont montré que les inhibiteurs 

étudiés, comme la nor-NOHA, pouvaient interagir avec sept acides aminés importants, bien 

conservés dans le site actif de l’arginase, tels que quatre acides aspartiques (D116, D120, 

D234, D236), et trois histidines (H91, H118, H133). Ces derniers jouent un rôle important 

pour l’hydrolyse et la stabilité du centre binucléaire manganèse de l’arginase [157].  

 Une autre étude in silico sur L-ARG, Méndez-Cuesta et al. ont créé une structure 3D 

de Leishmania mexicana via un modèle d’homologie utilisant la structure cristallographique 

de l’arginase de foie de rat [158]. Utilisant ce modèle d’homologie, les auteurs ont effectué 
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l’étude de docking pour 1439 molécules. Les résultats ont révélé que 18 composés étaient 

sélectifs pour l’arginase de L. mexicana [158]. 

 Ayant ciblés l’arginase comme une cible prometteuse pour le traitement de la 

leishmaniose, Glisic et al. ont récemment publié les résultats d’un criblage virtuel (CV) 

d’inhibiteurs d’arginase de type flavonoïdes  [159]. Dix composés dans une base de données 

de 5667 composés ont été sélectionnés pour l’étude de docking après des criblages 

préliminaires par des techniques EIIP/AQVN et par 3D QSAR. Les résultats de docking ont 

montré que la plupart de ces molécules ont établi des interactions plus fortes avec L-ARG 

qu’avec h-ARG. Deux types d’interaction ont été mis en évidence : les interactions 

hydrophiles avec Asn, Ser et Thr  et les interactions hydrophobes avec His, Val et Ala [159].  

  

IV-5. Conclusion 

Malgré plusieurs études de docking effectuées sur l’arginase, et de nombreuses 

interactions prédites, les interactions entre des molécules étudiées et les manganèses dans le 

site actif ne sont pas toujours faciles à relever. En effet, comme nous l’avons précédemment 

signalé, l’arginase est une métalloenzyme contenant un cluster de manganèse dans son site 

actif, et une molécule d’eau dans le complexe hydroxyle-Mn
2+

 qui joue un rôle important dans 

le mécanisme d’hydrolyse de cette enzyme [2]. La prise en compte de ces caractéristiques 

constitue le vrai défi à relever pour les études de docking sur l’arginase parce qu’il n’est pas 

évident de prendre en compte avec précission des ions métalliques et des molécules d'eau 

dans les algorithmes actuels pour la modélisation moléculaire [160].    
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Chapitre V : Optimisation d’un test in vitro pour évaluer l’activité de 

l’arginase 

Comme nous avons précédemment expliqué dans le chapitre III, session III.2, 

disposer d’un essai pour l’évaluation biologique est indispensable pour la stratégie de 

recherche de nouveaux inhibiteurs d’arginase. De nombreuses méthodes ont été décrites pour 

évaluer l’activité d’arginase. Pourtant, ces protocoles peuvent présenter des limites comme un 

coût élevé (arginase humaine), le besoin d’équipements ou de manipulations particuliers 

(radiométrie), la durée du test, l’utilisation des sources d’arginase issues d’homogénats ou de 

lysats tissulaires (problème de reproductibilité). Ce sont les raisons pour lesquelles nous avons 

optimisé un test colorimétrique in vitro précédemment décrit par Corraliza et al. (1994) [124]. 

Cette méthode a montré de nombreux avantages tels que sa simplicité, la quantité illimitée de 

L-arginine utilisée pour un test, et l’absence d’interférence avec les autres produits comme la 

L-ornithine et la L-citrulline [124].  

 

V-1. Optimisation du test d’évaluation de l’activité arginase  

Parmi les essais colorimétriques les moins onéreux et les plus simples à réaliser, 

existants pour mettre en évidence l’activité de l’arginase, nous avons choisi la méthode 

largement utilisée de Corraliza et al. [124]. Cette méthode repose sur la détection de l’urée 

formée au cours de la réaction d’hydrolyse de la L-arginine par l’arginase, en utilisant l’ISPF. 

La couleur rouge obtenue permet ensuite la mesure d’une absorbance lue à 530 nm. Afin 

d’améliorer la reproductibilité de ce test, nous avons remplacé les homogénats de tissus 

utilisés à l’origine comme source d’arginase par une arginase commerciale : l’arginase 
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hépatique bovine purifiée de type I (b-ARG I). En outre, nous avons miniaturisé ce test en le 

réalisant sur microplaque 96-puits. 

Dans un premier temps, nous avons déterminé la relation entre la production d’urée et 

certaines combinaisons de quantité de l’arginase (0,125 à 2 unités par puits) et de durée 

d’incubation (30, 60 et 120 minutes) (Figure 35). Les résultats ont montré qu’avec les 

quantités les plus faibles d’arginase, cette relation était non seulement linéaire,  

indépendamment de la durée d’incubation, mais aussi hautement reproductible. En effet, pour 

les quantités d’enzyme de 0,125, 0,25 ou 0,5 U/puits, les points de données correspondant aux 

trois durées d'incubation sont superposés (Figure 35). Avec une quantité plus élevée (1 ou 2 

U/puits), la vitesse de production d’urée est encore linéaire quand l’enzyme est incubée 

pendant 30 min. (ligne noire sur la Figure 35), mais elle diminue pour les durées d’incubation 

plus longues (60 et 120 min). Dans ces derniers cas, la consommation plus élevée de L-

arginine engendre : (i) une diminution de sa concentration, ce qui impacte la vitesse selon la 

cinétique Michaelienne, et (ii) la production d’une quantité plus importante de L-ornithine, 

qui est bien connue pour exercer un effet inhibiteur d’arginase par retrocontrôle [35,38]. Par 

conséquent, nous avons choisi d’utiliser 0,25 unités d’arginase par puits pour nos 

expérimentations futures et une durée d’incubation de 60 min. Cette décision a été motivée 

par plusieurs raisons : 

- utiliser une quantité minimale d’arginase, pour réduire le coût de la manipulation, 

- produire suffisamment d’urée pour la détection finale, 

- tout en restant capable de distinguer les potentialités inhibitrices des composés 

étudiés. 
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 Ces conditions permettent d’obtenir des valeurs d’absorbance comprises entre 0 et 1 

(respectivement avec ou sans inhibiteur), valeurs bien adaptées pour la plupart des 

spectromètres actuels.  

 

Figure 35 : Effets de la quantité d’arginase et de la durée d’incubation sur la production d’urée. Une 

concentration fixée de L-arginine (14,3 mM/puits) est incubée avec différentes quantités d’enzyme pendant 

différentes durée d’incubation 30, 60 ou 120 min, à 37°C. Les résultats, présentés sous forme de  moyenne ± 

écart-type, sont issus de trois experimentations indépendantes réalisées chacune en triplicata. 

 

V-2. Cinétique enzymatique de l’arginase en présence ou en absence d’un 

inhibiteur de référence 

Dans un deuxième temps, nous avons étudié la vitesse de la réaction enzymatique 

catalysée par b-ARG I en fonction des quantités du substrat L-arginine (Figure 36). La 

linéarité de la courbe de Lineweaver-Burk est en accord avec la cinétique de Michaelis-

Menten déjà connue pour cette enzyme [161]. Cette courbe a également permis de déterminer 

les valeurs de Km (55,5 ± 10,5 mM) et de Vmax (11,5 ± 0,5 nmol urée.min
-1

) dans nos 

conditions expérimentales. Km est en accord avec des données précédentes rapportant une 
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constante Km de 36 ± 6 mM pour l’arginase de foie de bœuf [162]. Pour nos expériences, nous 

avons décidé d'utiliser une concentration de L-arginine par puits égale à 14,3 mM. Cette 

concentration nous permet en effet d'utiliser des concentrations relativement faibles 

d'inhibiteurs dans les expériences ultérieures, tout en restant suffisamment élevées pour 

distinguer différentes potentialités inhibitrices. 

 

 

Figure 36 : Profil cinétique de Michaelis-Menten (A) et courbe de Lineweaver-Burk (B) pour b-ARG I. Une 

quantité fixée d’arginase (0,25 U/puits) est incubée avec une série de concentrations croissantes de L-arginine (0 

à 286 mM) pendant 15 min à 37°C. La courbe de Lineweaver-Burk permet de déterminer les paramètres 

cinétiques Km 55,5 ± 10,5 mM et Vmax 11,5 ± 0,5 nmol urée.min
-1

 (intersections à l’origine et à l’ordonnée et 

pente de la courbe) Les valeurs présentées sont sous forme de  moyenne ± écart-type de quatre expérimentations 

indépendantes réalisées en triplicata.  
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La S-(2-boronoéthyl)-L-cystéine (BEC) est un inhibiteur commercial souvent utilisé 

dans les études in vitro et in vivo [163,164]. Pour utiliser ce composé comme un inhibiteur de 

référence dans notre test, nous avons déterminé ses caractéristiques (CI50, Emax et Ki) ainsi que 

son type d’inhibition (Figure 37) en incubant une série des concentrations croissantes de BEC 

en présence de 0,25 unité de b-ARG I pendant 60 min. La courbe sigmoïde obtenue (Figure 

37A) a donné les valeurs de CI50 (3,3 ± 0,4 µM) et de Emax (97,3 ± 1,3 %). Pour caractériser le 

profil d’inhibition de BEC sur b-ARG I, des expérimentations cinétiques ont été effectuées en 

faisant varier la concentration du substrat en présence et en absence de l’inhibiteur à 

différentes concentrations. Comme on le voit sur la Figure 37B, les droites de Lineweaver-

Burk se croisent en un point commun situé dans le premier quadrant (sens contraire des 

aiguilles d’une montre). Les droites de Dixon  se croisent dans le deuxième quadrant (Figure 

37C). L’ensemble de ces résultats montre que l’inhibition par BEC est de type compétitif, ce 

qui est en accord avec les données rapportées pour cet inhibiteur sur r-ARG I et h-ARG I 

[50,52]. La valeur de Ki de BEC obtenu à partir de la courbe dérivée de Lineweaver-Burk 

(Figure 37D) est de 3,5 µM, ce qui est légèrement supérieur à la valeur obtenue avec r-ARG I 

recombinante (0,4 à 0,6 µM) mais en accord avec la constante de dissociation 2,22 µM 

mesurées par titration calorimétrique isotherme [3,139,165]. L’inhibiteur BEC ainsi 

caractérisé, pourra être systématiquement utilisé comme témoin positif dans notre essai, d’une 

part pour permettre de valider les résultats obtenus, et d’autre part, pour les comparer à cet 

inhibiteur de référence et ainsi avoir une idée de la puissance de nos molécules. 
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Figure 37 : Courbe de concentration-réponse de BEC. Pourcentages d’inhibition de l’arginase à différentes 

concentrations de BEC (A) permettant de déterminer la CI50 de 3,3 ± 0,4 µM et l’Emax de 97,3 ± 1,3 %. Les 

droites de Dixon (C) et de Lineweaver-Burk (B, D) permettent de déterminer le type d’inhibition (compétitif) et 

la valeur de Ki de 3,5 µM. Les valeurs présentées sont les moyennes ± écart-type résultant de trois 

expérimentations indépendantes. 
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V-3. Automatisation partielle du test d’évaluation de l’activité arginase 

De façon à diminuer les contraintes en termes de mobilisation humaine pour la 

réalisation de l’évaluation de l’activité de l'arginase décrite précédemment, l’équipe a fait 

l’acquisition d’un robot de pipetage Microlab Nimbus. Des expérimentations ont été réalisées 

pour comparer les résultats avec pipetage manuel ou robotisé [166]. Les résultats obtenus 

pour le BEC avec le robot sont en bonne concordance avec ceux obtenu via un pipetage 

manuel, avec une meilleure reproductibilité et une durée de manipulations plus courte (Figure 

38).  

 

Figure 38 : Courbes sigmoïdes concentration-réponse de BEC avec pipetage manuel et automatisé. 
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V-4. Conclusion 

Partant du test décrit par Corraliza et al. [124], nous avons développé un essai optimisé 

en terme de quantité d’enzyme, de durée globale de réalisation, de reproductibilité et de coût. 

Il était important pour la suite de notre projet de recherche de nouveaux inhibiteurs d’arginase 

de disposer d’un tel test permettant de comparer nos résultats entre eux et avec un inhibiteur 

de référence. Dans la suite de notre travail, ce test sera utilisé de diverses façons en fonction 

de l’objectif; les changements intervenant au niveau des plans de plaques réalisés. Les 

premiers essais conduits sur des molécules sont généralement réalisés en mode « criblage ». 

Ce mode permet d’obtenir, de façon rapide, une valeur d’inhibition exprimée en pourcentage. 

Les molécules sont testées à 100 µM et celles qui atteignent au moins 50% d’inhibition, à 

cette concentration, sont, dans un second temps, sélectionnées être engagée dans une 

évaluation complémentaire permettant le calcul de la CI50, cette valeur étant plus précise 

qu’un simple pourcentage d’inhibition, et de Emax. Enfin, une étude cinétique sera conduite 

pour évaluer le type d’inibition et la constante Ki des molécules les plus prometteuses. 
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Chapitre VI : Evaluations in vitro et in silico de l’activité inhibitrice 

des polyphénols sur l’arginase mammifère 

VI-1. Activité inhibitrice d’arginase de polyphénols ubiquitaires   

VI-1.1. Introduction : choix des polyphénols 

Au vu de la littérature, parmi les substances naturelles, végétales constituant une 

source précieuse de nouveaux inhibiteurs arginase, des composés de type polyphénol 

présentent un intérêt particulier [13]. Dans ce projet de thèse, nous avons donc étudié la 

capacité inhibitrice d’arginase mammifère de huit polyphénols ubiquitaires en utilisant l’essai 

in vitro que nous avons mis au point sur b-ARG I. Les polyphénols évalués ont été choisis en 

raison de leur ubiquité dans le règne végétal et dans notre alimentation quotidienne. Ce sont 

notamment des molécules réputées pour exercer un rôle important dans la prévention 

cardiovasculaire. On peut donc imaginer qu’elles puissent posséder des propriétés inhibitrices 

d’arginase mammifère. En outre, nous avons sélectionné des structures nous premettant de 

déduire des relations structure-activité par la suite.  

VI-1.2. Résultats et discussion 

Dans un premier temps, nous avons testé ces polyphénols à la concentration de 100 

M, comme expliqué précédemment, afin d'obtenir une estimation rapide de leurs 

potentialités inhibitrices. Tous les composés testés ont présenté une activité inhibitrice 

supérieure à 40% à 100 M. Ainsi, nous avons choisi de déterminer, pour chacune de ces 

molécules les valeurs de CI50 et d’Emax. En termes d'effet inhibiteur (CI50) sur arginase, ces 

polyphénols pourraient être classés dans l'ordre suivant: acide chlorogénique > picéatannol > 
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resvératrol ≥ (-)-épicatéchine > taxifoline > quercétine > fisétine > acide caféique > 

kaempférol > acide quinique (Tableau VIII). 

Etant donné l’activité prometteuse de l’acide chlorogénique, un ester cafféoylquinique, 

nous avons complété la série de molécules testées par des essais sur les acides caféique et 

quinique, qui forment à eux deux l’acide chlorogénique (Tableau VIII). 

Tableau VIII: Pourcentages d'inhibition, CI50 et Emax des polyphénols évalués sur b-ARG I. 

Polyphénol Structure Criblage sur b-ARGI 

à 100 M (%)
a 

CI50 (M)
b
 Emax (%)

c
 

Acide 

chlorogénique 

(28) 

 

70,7 ± 0,7 10,6 ± 0,8 81,0  2,7 

Picéatannol (36) 

 

75,9 ± 2,1 12,1 ± 0,7 98,1  2,1 

Resvératrol (37) 

 

57,5 ± 2,1 18,2 ± 0,8 86,0  4,1 

(-)-Épicatéchine 

(20) 

 

56,8 ± 4,7 19,9 ± 0,7 87,6  3,1 

Taxifoline (38) 

 

57,2 ± 5,9 23,2 ± 0,7 96,5  2,1 

Quercétine (39) 

 

64,4 ± 2,5 31,2 ± 0,9 90,3  8,3 
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Fisétine (40) 

 

50,6 ± 4,2 82,9 ± 0,7 102,4 ± 5,6 

Kaempférol (41) 

 

41,1 ± 2,9 179,1 ± 0,8 107,1  7,9 

Acide caféique (42) 

 

61,3 ± 4,1 86,7 ± 0,7 96,1  2,4 

Acide quinique (43) 

 

18,3 ± 5,9 3060,0 ± 0,7 111,9  4,9 

BEC (10, référence) 

 

93,6 ± 1,1 3,3 ± 0,4 97,3  1,3 

a
Tous les composés ont été criblés à 100 M. Les pourcentages d’inhibition de b-ARG 1 sont présentés sous 

forme de la moyenne ± écart-type (n = 3). 
b
CI50 : Concentration inhibitrice médiane présentée sous forme de 

moyenne ± écart-type (n = 3). 
c
Emax: Pourcentage d’inhibition maximal obtenu lorsque la courbe sigmoïde atteint 

la phase de plateau, présenté sous forme de la moyenne ± écart type (n = 3). 
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Les deux polyphénols les plus actifs sont donc l’acide chlorogénique (ACG) et le 

picéatannol (PCT), présentant respectivement des CI50 de 10,6 ± 0,8 M  (Figure 39A) et de 

12,1 ± 0,7 M (Figure 40A). Bien que leur activité inhibitrice reste légèrement inférieure à 

celle de l'inhibiteur de référence BEC (CI50 = 3,3 ± 0,4 M), ces deux composés 

polyphénoliques ont montré une bonne efficacité avec des Emax atteignant 81 ± 3 % pour ACG 

et 98 ± 2 % pour PCT, soit des valeurs proches de  celle du BEC (97 ± 1 %) (Tableau VIII). 

 

 

Figure 39 : Courbes de concentration-réponse de ACG. Pourcentage d’inhibition d’arginase à différentes 

concentrations de ACG (A) permettant de déterminer CI50 10,6 ± 0,8 M. Les courbes de Dixon (C) et de 

Lineweaver-Burk (B, D) permettant de déterminer le type d’inhibition (compétitif) et Ki 44,7 M. Les valeurs 

sont présentées sous forme de moyenne ± écart-type (n = 3). 
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Figure 40 : Courbes de concentration-réponse de PCT. Pourcentage d’inhibition d’arginase à différentes 

concentrations de PCT (A) permettant de déterminer CI50 12,1 ± 0,7 M. Les courbes de Dixon (C) et de 

Lineweaver-Burk (B, D) permettent de déterminer le type d’inhibition (compétitif) et Ki 22,4 M. Les valeurs 

sont présentées sous forme de moyenne ± écart-type (n = 3). 

 

Nous avons ensuite réalisé des études de la cinétique enzymatique pour analyser le 

profil inhibiteur de ces deux polyphénols. Les courbes de Lineweaver-Burk et la courbe de 

Dixon nous ont conduit à identifier une inhibition de type compétitif à la fois pour ACG 

(Figure 39B, C) et pour PCT (Figure 40B, C). Les constantes de dissociation (Ki) 

déterminées graphiquement grâce à la courbe secondaire de Lineweaver-Burk étaient de 44,7 

M pour ACG (Figure 39D) et 22,4 M pour PCT (Figure 40D).  

Bien que ces deux composés aient montré une potentialité (CI50) similaire, il est 

probable que PCT présente une plus grande affinité pour arginase que ACG. Nos résultats 
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concernant l’activité inhibitrice de PCT sont compatibles avec l'activité d'inhibition sur 

l’arginase précédemment publiée pour un glucoside de picéatannol, le picéatannol-3'-O-β-D-

glucopyranoside. Ce composé, isolé à partir de racine de rhubarbe (Rheum undulatum L.) a en 

effet induit une inhibition de l’arginase de foie de rat avec une CI50 de 11 M [70].  

Notre étude rapporte également un effet inhibiteur significatif sur l’arginase 

mammifère de l’ACG, un polyphénol omniprésent contenu dans plusieurs plantes alimentaires 

et médicinales [165,167]. Cependant, les deux éléments constitutifs de l’ACG, à savoir les 

acides caféique et quinique, ont montré une moins bonne activité (CI50 = 86,7 ± 0,7 et 3060,0 

± 0,7 M, respectivement), par rapport à la molécule d’AGC entière (CI50 = 10,6 ± 0,8 M). 

On remarque tout de même que le fragment de caféoyle ou 3,4-dihydroxycinnamoyle (acide 

caféique) présente une bien meilleure activité que l’acide quinique. Ce fragment est retrouvé à 

la fois dans la structure de PCT et de ACG, suggèrant qu’il joue sans doute un rôle dans 

l'activité inhibitrice. Les résultats suggèrent que le motif caféoyle porté par une molécule plus 

longue que l’acide caféique pourraient présenter une activité inhibitrice plus importante que 

celui-ci. D'autres études telles que des simulations de docking ou expérimentations 

cristallographiques sont bien sûr nécessaires pour clarifier le mode de liaison de ce type de 

molécule à l’arginase. Par rapport à PCT et ACG, le resvératrol a été légèrement moins actif 

suggérant que la présence du groupe catéchol permettait d’augmenter l'activité inhibitrice. 

Pour confirmer l'importance de ce groupe catéchol, nous avons comparé l'activité inhibitrice 

de la série de flavonoïdes testés. Certains possèdent en effet cette fonction (épicatéchine, 

taxifoline, quercétine, fisétine) tandis que le kaempférol ne la porte pas. Les résultats 

(Tableau VIII) ont montré que l'absence d'un groupe catéchol, dans le cas du kaempférol, est 

associée à une diminution importante de l'activité inhibitrice. La CI50 est égale à 179 M pour 

le kaempférol alors que les CI50 les autres flavonoïdes s’échelonnent de 20 à 83 M). Les 

puissants inhibiteurs de l’arginase, tels que des dérivés d'acide boronique, comme par 
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exemple le BEC, ont tendance à se lier au groupe -OH coordonné au deux ions Mn
2+

 dans le 

site actif, puis à perturber la réaction enzymatique [15]. Par conséquent, il est possible que la 

fonction catéchol de ces polyphénols puisse établir, elle aussi, des liaisons avec les ions Mn
2+ 

ou -OH dans le cluster binucléaire Mn
2+

, et ainsi inhiber l'activité de l’arginase. Dans cette 

série de composés, d’autres éléments de relations strucutre activité ont pu être dégagés. La 

présence d'un groupe carbonyle en position 4 n'a pas influencé l'activité inhibitrice (CI50 

épicatéchine 19,9 ± 0,7 M vs taxifoline 23,2 ± 0,7 M), tandis que l'insaturation de la liaison 

2,3 a légèrement réduit l'activité inhibitrice (CI50 taxifoline 23,2 ± 0,7 M vs CI50 quercétine 

31,2 ± 0,9 M), de même que l'absence de groupe -OH en position 5 (quercétine 31,2 ± 0,9 

M vs fisétine 82,9 ± 0,7 M). 

VI-1.3. Conclusion 

En conclusion, cette présente étude a rapporté la potentialité inhibitrice de plusieurs 

polyphénols naturels sur l’arginase mammifère, y compris l’acide chlorogénique, le 

picéatannol, le resvératrol et l’épicatéchine. L'évaluation a été effectuée en utilisant un 

nouveau test in vitro, simple et peu couteux, nécessitant de petites quantités de b-ARG I 

purifiée disponible dans le commerce. Nos résultats ont identifié l'importance du fragment 

caféoyle ou (3,4-dihydroxycinnamoyle) et de la fonction catéchol dans l'activité inhibitrice 

des composés testés, apportant ainsi des caractéristiques utiles pour développer de nouveaux 

inhibiteurs d’arginase via une conception rationnelle. 

L’ensemble de ces travaux fait l’objet d’un article original publié dans Planta medica 

[168]. Les courbes sigmoïdes de concentration-réponse ayant permis de déterminer les CI50 

des polyphénols étudiés sont rassemblées dans l’Annexe 2. 
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VI-2. Modélisation moléculaire de b-ARGI et études de docking des polyphénols 

dans le site actif de l’enzyme 

VI-2.1. Introduction 

En parallèle des expérimentations in vitro sur b-ARG I, nous avons réalisé des études 

de docking afin d’expliquer au niveau moléculaire les interactions potentielles entre les 

molécules étudiées et le site actif de l’arginase. Les études in silico de docking moléculaire 

ont été réalisées en collaboration avec le Dr Thai Khac-Minh, du laboratoire de 

pharmacoinformatique de l’Université de Médecine et de Pharmacie de Hô Chi Minh-ville, au 

Viêt-Nam.  

Les résultats des études de docking moléculaire in silico pourront nous permettre de 

compléter les résultats biologiques obtenus in vitro. Comme nous l’avons précédemment 

expliqué dans la partie de bibliographie, la réalisation d’études de docking nécessitent de 

disposer de la structure de l’enzyme en 3D, résolue par cristallographie. Cependant aucune 

structure cristallographique de la b-ARG I n’est disponible sur la banque de données de 

protéines (www.rcsb.org). Une solution alternative est de prédire une structure 3D de b-ARG 

I par homologie.   

 

VI-2.2. Prédiction de la structure 3D de b-ARG I par homologie   

Dans un premier temps, la séquence d'acides aminés de l’arginase I de Bos taurus 

(codées Q2KJ64) a été obtenue à partir de la base de données UniProt (www.uniprot.org). Un 

modèle 3D de b-ARG I a ensuite pu être créé par homologie de structure avec h-ARGI, dont 

la strucutre 3D cristallisé est décrite. Pour ce faire, le serveur TASSER I [152] a été utilisé. 

Celui-ci a convergé vers un seul modèle offrant des paramètres fiables [169].  

http://www.rcsb.org/
http://www.uniprot.org/
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L'alignement de la structure d'homologie prédite de b-ARG I avec la structure de h-

ARG I (Figure 41) a ensuite été effectué grâce à la mise en œuvre du logiciel Sybyl-X 2.0 

[170].  Celui-ci a montré une identité à 91,1% et un score RMSD (déviation de la racine de la 

moyenne des carrés) de 0,355 sur le Cα. La plupart des résidus d'acides aminés essentiels pour 

l'activité hydrolytique de h-ARG I [2] tels que His101, Asp124, His126, Asp128, His141, 

Asp232, Asp234, Glu277 sont identiques dans la structure d'homologie de b-ARG I. Cette 

structure d’homologie de b-ARG I est donc prête pour réaliser des modélisations moléculaires 

par la suite.  

 

Figure 41 : Alignement de la structure de b-ARG I (en rouge) et h-ARG I (en vert) réalisé par le logiciel Sybyl 

X 2.0. 
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VI-2.3. Études de docking des polyphénols sur l’arginase 

 Le modèle d’homologie de b-ARG I créé précédemment nous a permis de réaliser des 

études de docking pour les polyphénols étudiés. Ces derniers ont été « dockés» avec succès 

dans le site actif de b-ARG I. Les scores de docking et les modes de liaisons sont présentés 

dans l’Annexe 3. 

Les résultats de l’étude de docking de CGA ont confirmé que la fonction catéchol 

pouvait pénétrer dans le site actif de l’enzyme. En effet, les modes de liaison, observés en 2D 

et 3D (Figure 42), ont bien montré les interactions hydrogènes entre CGA et les résidus 

His126, Asp232 dans le cluster de manganèse. Le fragment quinoyle, quant à lui, interagit 

avec les résidus Asp181 et Thr246 au niveau de la « bouche » de la poche formée par le site 

catalytique de b-ARG I, aidant ainsi le fragment caféoyle à se rapprocher de la profondeur du 

site actif.   

 Des résultats similaires ont été obtenus pour PCT (Figure 43), dont la fonction 

catéchol pénètre dans la profondeur de la poche active. Les prédictions montrent des 

interactions avec des acides aminés importants tels que His101, His126 et Asp232.  Ainsi, les 

résultats in silico et in vitro ont suggéré que la présence du fragment 3,4-

dihydroxycinnamoyle dans les structures de ACG et PCT est importante pour l’activité 

inhibitrice de ces molécules.  
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Figure 42 : Modes de liaison en 3D (à gauche) et 2D (à droite) de ACG dans le site actif de b-ARG I. Pour le 

mode de liaison 3D, CGA est représenté sous forme "boule et bâton": C (gris), O (rouge), H (blanc); les résidus 

essentiels du site de liaison sont représentés par des lignes. Les modélisations moléculaires ont été réalisées par 

le programme FlexX dans le logiciel LeadIt 2.0.2 [153] et les images ont été créées par le logiciel MOE 2008.10 

[171]. 
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Figure 43 : Modes de liaison en 3D (à gauche) et 2D (à droite) de PCT dans le site actif de b-ARG I. Pour le 

mode de liaison 3D, CGA est représenté sous forme "boule et bâton": C (gris), O (rouge), H (blanc); les résidus 

essentiels du site de liaison sont représentés par des lignes. Les modélisations moléculaires ont été réalisées par 

le programme FlexX dans le logiciel LeadIt 2.0.2 [153] et les images ont été créées par le logiciel MOE 2008.10 

[171]. 

 

Cependant, la structure 3D de b-ARG I prédite par homologie avec h-ARG I ne 

présente pas de manganèse dans le site actif. Les résultats obtenus ne nous ont, par 

conséquent, pas permis de montrer les potentielles interactions entre les molécules testées et 

les ions Mn
2+

. En revanche, comme nous l’avons précédemment présenté, il y a une identité 

élevée entre la structure de h-ARG I et b-ARG I, surtout au niveau des acides aminés au site 

actif qui sont strictement conservés.  Ce sont les raisons pour lesquelles, pour aller plus loin, 
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nous avons essayé de réaliser certaines modélisations moléculaires sur h-ARG I pour les 

composés les plus actifs. Effectivement, les modes de liaison de ACG dans le site actif de h-

ARG I (PDP ID: 3kv2) (Figure 44) ont confirmé que le fragment quinoyle peut interagir avec 

les résidus de la bouche de la poche catalytique de h-ARG I, et orientent le fragment caféoyle 

de ACG qui peut pénétrer dans la profondeur du site actif et interagir avec les résidus Asp124, 

Asp232 et Asp234 par des interactions hydrogènes, ainsi qu’avec His141 via une interaction 

п-cation. Il est, par ailleurs, très intéressant de noter que la fonction catéchol pourrait chélater 

les ions Mn
2+

 dans le site actif de l'arginase (Figure 44). Ces résultats soutiennent les résultats 

précédemment obtenus par les tests biologiques, et confirment à nouveau l’importance du 

motif 3,4-dihydroxycinnamoyle et de la fonction catéchol pour l’activité inhibitrice de la 

molécule.  

 

 

Figure 44 : Modes de liaison en 3D (à gauche) et 2D (à droite) de ACG dans le site actif de h-ARG I (PDP ID: 

3kv2). Pour le mode de liaison 3D, ACG est représenté sous forme "boule et bâton": C (gris), O (rouge), H 

(blanc); les ions manganèse sont représentés sous forme de sphères couleur cyan; les résidus essentiels du site de 

liaison sont représentés par des lignes. Les liaisons d’hydrogène sont représentées sous forme des lignes en 

pointillés rose, alors que les coordinations métalliques sont représentées par des lignes cyan, en pointillés. Les 
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modélisations moléculaires ont été réalisées par le programme FlexX dans le logiciel LeadIt 2.0.2 [153] et les 

images ont été créées par le logiciel MOE 2008.10 [171]. 

VI-2.4. Conclusion 

Au cours de ces travaux nous avons créé une structure 3D de b-ARG I par homologie 

avec la structure de h-ARG I. Les études de docking sur b-ARG I et h-ARG I ont été réalisées 

pour les deux produits naturels les plus actifs (PCT et ACG). Les modes de laison de ces deux 

polyphénols avec les sites actifs de b-ARG I et de h-ARG I nous ont montré que le motif de 

3,4-dihydroxycinnamoyle pourrait pénétrer profondément dans la poche catalytique, alors que 

la fonction catéchol était capable de chélater les ions Mn
2+

 dans le cluster binucléaire, qui 

joue un rôle indispensable dans le mécanime hydrolytique de l’arginase. Ces résultats 

suggèrent que les dérivés de 3,4-dihydroxycinnamoyles constituent des structures 

prometteuses pour l’inhibition de l’activité d’arginase.   
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Chapitre VII : Synthèse et évaluations in vitro et in silico de 

l’activité inhibitrice des dérivés amides de l’acide caféique  sur 

l’arginase mammifère 

VII-1. Etudes de dérivés amides de l’acide caféique 

La partie bibliographique de ce travail nous a permis de constater qu’à ce jour, il y a 

un nombre limité d’inhibiteurs  synthétiques de l’arginase disponibles dans le commerce, tels 

que nor-NOHA, BEC et ABH. Nous avons également relevé qu’il existe encore plusieurs 

freins à une utilisation de ces molécules en thérapeutique: une faible biodisponibilité et une 

toxicité potentielle (BEC, ABH) [60] une demi-vie trop courte (nor-NOHA) [46], ou leur coût 

élevé [172]. Considérant que le développement d'inhibiteurs de l'arginase est d'une grande 

pertinence thérapeutique dans diverses maladies humaines, des recherches ont été entreprises 

dans le but de développer des pro-drogues de NOHA [173], d’optimiser ABH en substituant 

la fonction acide aminé Cα [24,58,59,174], ou de remplacer la fonction acide boronique [54–

57]. En parallèle, les plantes ont été identifiées comme une source potentielle d'inhibiteurs 

d’arginase [13]. Cependant, la démarche d’hémisynthèse n'a encore jamais été utilisée pour la 

conception et le développement de nouveaux inhibiteurs de l'arginase [13]. Dans le cadre de 

notre projet de recherche visant à développer des inhibiteurs de l'arginase mammifères 

inspirés par des molécules naturelles, nous avons précédemment rapporté que l'acide 

chlorogénique (AGC) possède un effet inhibiteur intéressant sur b-ARG I [142,168]. Ce 

dernier est un ester entre l’acide caféique et l'acide quinique, et comme indiqué 

précédemment, la partie caféoyle est probablement impliquée de façon plus significative pour 

l’inhibition de l’arginase [142,168]. Par ailleurs, il est intéressant de noter que certains dérivés 

de l’acide caféique ont précédemment montré un bon effet antioxydant et une inhibition 

importante sur la tyrosinase, une autre métalloenzyme [175–179]. L’arginase étant aussi une 
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métalloenzyme, il nous a semblé intéressant d’évaluer l’effet inhibiteur de dérivés de l’acide 

caféique sur l’arginase.  Dans cet esprit, les  travaux suivants du projet de thèse ont porté sur 

la synthèse d'une série de dérivés cinnamides, ainsi que leur évaluation biologique sur b-ARG 

I purifiée (Figure 45).  

 

 

Figure 45 : Conception rationnelle de dérivés cinnamides inspirés par ACG. 

 

En outre, des études de cinétique enzymatique et de docking moléculaire ont été 

effectuées sur les composés les plus actifs et pour analyser le mécanisme d'inhibition ainsi que 

les interactions entre la molécule et le site actif. Les résultats obtenus ont été comparés aux 

résultats obtenus avec ACG. 

VII-1.1. Synthèse chimique des dérivés cinnamides 

Les dérivés cinnamides ont été synthétisés à l'aide de sels de phosphonium en tant que 

réactifs de condensation par un mode opératoire adapté de Okombi et al. [180]. Le protocole 

de synthèse a été modifié par le remplacement du benzotriazol-1-yloxytris (diméthylamino)-

phosphonium (BOP) par le benzotriazol-1-yloxytri (pyrrolidino)-phosphonium (PyBOP) 

[181] afin d'éviter l’apparition du produit secondaire cancérogène issu de la réaction de 

couplage, l’hexaméthylphosphorotriamide (HMPA)  [182]. La liaison amide a été formée en 

mélangeant l’acide carboxylique libre avec une variété de composés aminés en présence de 
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PyBOP et de triéthylamine (Et3N) dans un mélange des solvants diméthylformamide (DMF) 

et dichlorométhane (CH2Cl2) (Figure 46).  

 

Figure 46 : Procédure générale de synthèse des dérivés cinnamides. Réactifs et conditions : PyBOP, DMF, Et3N, 

CH2Cl2, 0°C (30 min) puis à température ambiante (t.a.) (1 nuit). 

 

Au niveau du mécanisme réactionnel, l’acide carboxylique déprotoné réagit d’abord 

avec PyBOP pour produire les espèces acylphosphonium activé et hydroxybenzotriazole 

(HOBt). Ensuite, HOBt réagit avec l’acide activé pour former un ester de benzotriazole, qui 

subit finalement une aminolyse (Figure 47)   [183]. 

 

Figure 47 : Mécanisme de l’amidation utilisant PyBOP. 
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Cependant, un inconvénient majeur de cette procédure est que le triamide d'acide 

tripyrrolidinophosphoric (TPPA), un produit secondaire dérivé de PyBOP, est plus visqueux 

et moins polaire que HMPA, et il présente de plus un point d'ébullition plus élevé, rendant 

plus difficile son élimination à la fin de la réaction et par la même, la purification des dérivés 

cinnamides. Ceci a conduit à des rendements faibles pour certains produits désirés [182]. Dix-

neuf dérivés cinnamides ont été synthétisés avec succès avec des rendements s’échelonnant de 

19% à 98% (Tableau IX). 

Tableau IX : Structures des dérivés cinnamide et leur potentialité inhibitrice sur b-ARG I. 

Composé 

 

Rendement 

(%) 

%Inhibition  

b-ARGI
a
 

à 100 M 

CI50
b

 (µM) 

R1 R2 R3 R4 R5 

44 OH OH H H H 45 64 ± 2 6,9 ± 1.3 

45 OCH3 OH H H H 79 37 ± 4 n.d.
c
 

46 H OH H H H 65 31 ± 4 n.d. 

47 OCH3 OCH3 OCH3 H H 90 35 ± 2 n.d. 

48 H H H H H 79 34 ± 2 n.d. 

49 OH OH H OH H 72 58 ± 2 22,1 ± 1,6 

50 OCH3 OH H OH H 57 24 ± 2 n.d. 

51 H OH H OH H 50 40 ± 2 n.d. 

52 OCH3 OCH3 OCH3 OH H 98 30 ± 2 n.d. 

53 H H H OH H 81 34 ± 3 n.d. 

54 OH OH H OH OH 44 62 ± 3 114,9 ± 1,3 

55 OCH3 OH H OH OH 30 61 ± 3 198,7 ± 1,4 

56 H OH H OH OH 41 54 ± 1 170,4 ± 1,7 

57 OCH3 OCH3 OCH3 OH OH 70 53 ± 1 193,6 ± 1,4 
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a
Les valeurs ont été obtenues à partir de trois expérimentations distinctes réalisées chacune en duplicata. 

b
CI50: Concentration inhibitrice médiane, obtenue à partir de trois expérimentations dictinctes réalisées chacune 

en duplicata 

c
n.d: non déterminé. 

j
Le composé 60 a été préparé à partir de l'acide 3,4-dihydroxybenzoïque. 

e
N

ω
-hydroxy-nor-L-arginine (nor-NOHA): composé synthétique utilisé comme inhibiteur de référence. 

58 H H H OH OH 62 68 ± 3 39,3 ± 1,4 

59 

 

19 59 ± 1 35,6 ± 1,3 

60
d
 

 

12 52 ± 2 175,3 ± 1,5 

61 

 

54 62 ± 1 41,9 ± 1,3 

62 

 

10 67 ± 1 37,0 ± 1,3 

acide caféique 

(42) 

 

- 61 ± 4 86,7 ± 8,0 

ACG 

(28) 

 

- 71 ± 1 10,6 ± 1,6 

nor-NOHA
e 

(5, référence) 

 

- 99 ± 1 1,7 ± 0,2 
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VII-1.2.  Evaluation de l’activité inhibitrice des dérivés cinnamides sur b-ARG I 

La structure de (E)-N-(2-phényléthyl)-3,4-dihydroxycinnamide (composé 44) ou 

phénylamide d'acide caféique (CAPA) a été choisie comme structure de base (Tableau IX) 

dans cette étude. Par la suite, les composés 45-62 ont été synthétisés pour étudier l’impact, sur 

l'effet inhibiteur d’arginase mammifère, des groupes hydroxyles en différentes positions sur 

les deux noyaux aromatiques, et de leurs substitutions par des groupements méthyle. Les 

composés 59 et 60 ont été synthétisés pour évaluer la contribution de la double liaison du 

fragment caféoyle et de la simple liaison du fragment phénéthylamine. Le composé 61 a été 

synthétisé pour explorer l'effet d'un groupe méthylcarboxylate sur le fragment 

phénéthylamine. Enfin, pour évaluer l'importance du noyau aromatique dans le fragment 

phénéthylamine, il a été remplacé par un groupe sulfhydryle (composé 62). Les structures de 

ces composés ont été confirmées par RMN, HRMS (ESI), spectre IR et par comparaison avec 

la littérature. Les structures sont présentées dans le Tableau IX. Les données analytiques des 

nouveaux composés sont présentées dans Annexe 1. 

L’activité inhibitrice sur b-ARG I a été évaluée en utilisant le test in vitro optimisé 

précédemment à partir du protocole de Corraliza et al. (1994) [124]. Dans cette partie de nos 

travaux, nous avons utilisé un autre inhibiteur de référence, la N
ω
-hydroxy-nor-L-arginine 

(nor-NOHA), ainsi que l’ACG, substance naturelle de référence ayant inspiré ces travaux 

d’hémisynthèse.  

Tel qu'indiqué dans le Tableau IX, onze des composés étudiés ont présenté une inhibition 

de l’arginase supérieure à 50% à 100 µM. Les valeurs de CI50 de ces composés ont été ensuite 

déterminées grâce au tracé des courbes sigmoïdes (cf Annexe 2) pour analyser les relations 

structure-activité (RSA). Il est à noter que ces onze composés portent un groupe catéchol, soit 

sur le cinnamoyle (44, 49, 59 et 62) ou le benzoyle (60), soit sur la partie phénéthyle (55-58), 

ou soit des deux côtés (54 et 61). Il apparait que la suppression ou la méthylation de l'un ou 



 

128 

 

des deux groupes hydroxyles de la fonction catéchol conduit à une diminution sévère de 

l'activité inhibitrice d’arginase (44 vs 45-48). Notons que notre démarche d’hémisynthèse a 

conduit à une amélioration de l'activité inhibitrice initiale. En effet, le composé 44, le 

phénylamide d'acide caféique (CAPA), a montré une valeur CI50 de 6,9 ± 1,3 µM (Figure 

49 :A).Cette valeur reste néanmoins encore supérieure à celle de l’inhibiteur synthétique de 

référence nor-NOHA (CI50 = 1,7 ± 0,2 µM). D’un point de vue des relations structure-activité 

(RSA), la fonctionnalisation de la partie phénéthylique de 44 par un (composé 49) ou deux 

(composé 54) groupes hydroxyles a diminué l'activité. Mais dans le cas où la partie 

cinnamoyle est non substituée, l'inhibition a été partiellement restaurée par la présence d'un 

groupe catéchol sur l’autre partie phénéthylique (58 vs 54). Ce résultat confirme le rôle 

important de la fonction catéchol de ce type de composés pour l'activité inhibitrice d’arginase. 

Une réduction de la longueur de la molécule en supprimant une liaison soit du côté caféoyle, 

soit du côté de phénéthyle a également diminué l'activité (49 vs 59, 60). Mais l'intégrité de la 

partie cinnamoyle semble être plus importante que celle de la partie phénéthyle. Un groupe 

méthylcarboxylate en position 1 du fragment phénéthylamine a amélioré l'activité inhibitrice 

(61 vs 54), tandis que le remplacement du cycle aromatique du fragment phénéthylamine par 

un groupe sulfhydryle a eu peu d'effet sur l'activité inhibitrice (61 vs 62), ce qui suggère que 

des interactions non spécifiques ont probablement lieu entre cette partie et la bouche du site 

actif (Figure 48). Par conséquent, des pharmacomodulations sur cette position pourraient 

augmenter l'affinité de la molécule vers le site actif. 
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Figure 48 : Relations structure-activité (RSA) des dérivés de cinnamides sur b-ARG I. 

 

VII-1.3. Etudes de la cinétique enzymatique de CAPA (44) sur b-ARG I  

Le mécanisme d'inhibition et la constante d'inhibition (Ki) du CAPA (44), le composé 

le plus actif de la série des cinnamides étudiés, a été évalué par des études de la cinétique 

enzymatique. Les données cinétiques récoltées ont été utilisées pour générer les courbes de 

Lineweaver-Burk, de Dixon et de Cornish-Bowden (Figure 49 :B-D), qui nous ont permis de 

déterminer que CAPA était un inhibiteur compétitif [108]. 
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Figure 49 : Cinétique de l'inhibition d’arginase par 44 (CAPA). La CI50 a été déterminée à partir d'une courbe 

sigmoïde (A). Le mécanisme d'inhibition compétitive a été déterminé par l'analyse des tracés de Lineweaver-

Burk (B), de Dixon (C) et de Cornish-Bowden (D). Pour les études cinétiques, la L-arginine a été utilisée à des 

concentrations de 2,86, 7,15 et 14,3 mM; et les concentrations de 44 étaient de 10, 20, 30 µM. Chaque point 

dessiné représente la moyenne de trois expérimentations indépendantes chacune réalisées en triplicata. 

  

 La cinétique à l'état stable de b-ARG I nous a donné la constante de Michaelis-Menten 

de b-ARG I, Km = 55,5 ± 10,5 uM [168]. Pour déterminer la CI50 de CAPA, une concentration 

de L-arginine de 14,3 mM a été utilisée. Les valeurs de Ki pour CAPA, ACG et nor-NOHA 

peuvent alors être calculées grâce à l'équation de Cheng-Prusoff [Ki = CI50 / (1 + [S] / Km)] 

[111] (Tableau X). 
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Tableau X : Comparaison des valeurs de Ki pour l'inhibition d’arginase par CAPA, ACG et nor-NOHA. 

Inhibiteur Ki (µM) Type  d’inhibition 

CAPA (44) 5,5 ± 1,0 Competitive 

ACG 8,4 ± 1,2 Competitive 

nor-NOHA 1,3 ± 0,1 Competitive 

 

L'affinité in vitro de CAPA est meilleure que ACG (Ki 5,5 ± 1,0 vs 8,4 ± 1,2 µM, 

respectivement). Durant ces dernières années, plusieurs groupes chimiques ciblant le cluster 

bimanganese ont été identifiés. Et l'affinité in vitro de CAPA est similaire à celle décrite pour 

les dérivés d’aminé imidazole [56], et meilleure que celle des dérivés thiosemicarbazides [18], 

sulfamides [54], nitro [57] et aldéhydes [55] qui ont montré des Ki supérieure à 50 µM. Les 

cinnamides étudiés peuvent donc être ajoutés à cette liste, et semblent être prometteurs pour la 

conception de nouveaux inhibiteurs à venir. 

 

VII-1.4. Modélisation moléculaire (études de docking) de CAPA (44) sur arginase 

En tant que composé le plus actif de la série des dérivés cinnamides étudiés, CAPA 

(44) (CI50 6,9 ± 1,3 µM) a  été soumis à une étude de docking pour évaluer les interactions 

potentielles de ce candidat avec le site actif de l'arginase. Les résultats obtenus du modèle de 

b-ARG I (Figure 50) ont montré que le motif 3,4-dihydroxycinnamoyle peut pénétrer dans la 

profondeur de la poche catalytique de b-ARG I, et la fonction catéchol peut interagir avec 

certains résidus importants tes que His101, Asp124, Ala125, Asp128, Asp232 et His126. En 

outre, le fragment phénéthyle reste au niveau de la bouche de la poche active et pourrait 

interagir avec des acides aminés situé à ce niveau tels que Arg21, Gly245 et Ans139.  
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Figure 50 : Modes de liaison en 3D (à gauche) et 2D (à droite) de CAPA dans le site actif de b-ARG I. Pour le 

mode de liaison 3D, CAPA est représenté sous forme "boule et bâton": C (gris), O (rouge), H (blanc); les résidus 

essentiels du site de liaison sont représentés par des lignes. Les modélisations moléculaires ont été réalisées par 

le programme FlexX dans le logiciel LeadIt 2.0.2 [153] et les images ont été créées par le logiciel MOE 2008.10 

[171]. 

 

 Pour obtenir d’avantage d’informations sur l’interaction entre CAPA et l’arginase 

humaine, nous avons « docké » cette molécule dans le site actif de h-ARG I. Les résultats sont 

similaires à ceux de b-ARG I. Notamment, les modes de liaison en 3D et 2D nous ont montré 

que la fonction de CAPA pourrait interagir avec les cofacteurs Mn
2+

, former des interactions 

hydrogène avec Asp234 et Thr246, ainsi que des interactions п-п avec His141 et His126 
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(Figure 51). Le fragment phénéthyl se place à l’entrée du site actif et établit des interactions 

hydrophobes avec des acides aminés autour de la bouche.  

 

 

Figure 51 : Modes de liaison en 3D (à gauche) et 2D (à droite) de CAPA dans le site actif de h-ARG I. Pour le 

mode de liaison 3D, CAPA est représenté sous forme "boule et bâton": C (gris), O (rouge), H (blanc); les ions 

manganèse sont représentés sous forme de sphères couleur cyan; les résidus essentiels du site de liaison sont 

représentés par des lignes. Les liaisons hydrogène sont représentées sous forme des lignes en pointillés rose, 

alors que les coordinations métalliques sont représentées par des lignes en pointillés cyan. Les modélisations 

moléculaires ont été réalisées par le programme FlexX dans le logiciel LeadIt 2.0.2 [153] et les images ont été 

créées par le logiciel MOE 2008.10 [171]. 

 

En outre, il est intéressant de remarquer que le composé 58 a montré une position 

opposée par rapport à CAPA dans la façon de se fixer au site actif de l’arginase (Figure 52). 

En effet, le fragment cinnamoyle non substitué est resté à l’entrée de la poche catalytique de 

b-ARG I, alors que la partie phényléthylamine portant le groupe catéchol pénètre dans la 

profondeur de la poche (Figure 52). Ces modes de liaison opposés ont confirmé l'hypothèse 
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d'un rôle crucial de la fonction catéchol pour l'inhibition de l'arginase, et clairement expliqué 

pourquoi l'activité in vitro a été récupérée en partie pour le composé 58 malgré le fait que 

fragment cinnamoyle ne soit pas fonctionnalisé. 

 

Figure 52 : Modes de liaison en 3D (à gauche) et 2D (à droite) de 58 dans le site actif de b-ARG I. Pour le mode 

de liaison 3D, 58 est représenté sous forme "boule et le bâton": C (gris), O (rouge), H (blanc); les résidus 

essentiels du site de liaison sont représentés par des lignes. Les modélisations moléculaires ont été réalisées par 

le programme FlexX dans le logiciel LeadIt 2.0.2 [153], et les images ont été créées par le logiciel MOE 2008.10 

[171]. 
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VII-I.5. Conclusion 

Dix-neuf dérivés cinnamides ont été synthétisés et évalués pour leur capacités 

inhibitrices sur b-ARG I. Dans cette étude, la nor-NOHA et l’acide chlorogénique (ACG) ont 

été utilisés comme inhibiteurs de référence, respectivement synthétique et naturel. Parmi les 

composés étudiés, ACG et six cinnamides ont montré une CI50 inférieure à 50 µM. Le 

phénéthylamide d'acide caféique (CAPA, composé 44) a été le plus actif de cette série, avec 

une valeur d’IC50 de 6,9 µM. L’objectif  a donc été atteint avec l’obtention d’un composé plus 

actif que l’ACG qui a inspiré sa conception. L’évaluation de l’activité inhibitrice de composés 

sur b-ARG I est un modèle intéressant à plusieurs niveaux puisque, d’une part, il permet une 

évaluation rapide sur une arginase mammifère purifiée et d’autre part, que cette enzyme est 

beaucoup moins onéreuse que h-ARG.  Cependant, il est évident que cette approche devra 

être complétée par des évaluation sur h-ARG I /II avant d'aller plus loin avec des études in 

vivo. Des études de cinétique enzymatique effectuées sur b-ARG I ont montré que le composé 

CAPA est de type inhibiteur compétitif. La modélisation moléculaire a indiqué que le motif 

caféoyle pourrait pénétrer dans le site actif de ARG-I afin de chélater le cofacteur Mn
2+

 et 

interagir avec des résidus importants et bien conservés du site catalytique de l'arginase, tels 

que Asp124, His126, His141, Asp232, Asp234, et Thr246. Ce pourrait être la raison pour 

laquelle CAPA a pertubé l'activité enzymatique de l’arginase. En résumé, nos résultats ont 

montré, pour la première fois le rôle important du fragment caféoyle dans le site actif de 

l’arginase.  

L’ensemble des résultats obtenus sur ce volet hémisynthèse de cinnamides est publié 

dans le journal « International Journal of Molecular Sciences » [184]. 
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 Chapitre VIII : Etudes de dérivés d’esters de l’acide caféique 

VIII-1. Synthèse chimique et évaluation de l’activité inhibitrice de dérivés esters de 

l’acide caféique 

VIII-1.1. Introduction 

Les résultats biologiques obtenus avec les dérivés amides de l’acide caféique nous ont 

encouragés à étudier l’effet inhibiteur de dérivés ester de l’acide caféique. Prenant en compte 

que le composé le plus actif de la série des cinnamides étudiés est CAPA (44), nous avons 

décidé de synthétiser et d’évaluer dans un premier temps le composé 63 (caffeic acid phenyl 

ester, CAPE) qui a une structure similaire à celle de CAPA (Tableau XI). Ensuite, pour 

évaluer l’effet de la présence d’un groupe hydroxyle et de la suppression d’une liaison sur le 

motif phénéthyl pour l’inhibition d’arginase, nous avons synthétisé les composés 64 et 65, 

respectivement (Tableau XI).  

VIII-1.2. Résultats et discussion 

L’ester 63 a été synthétisé en utilisant le protocole précédemment publié par 

Appendino et al. [185] et reposant sur la réaction de Misunobu [186] (Figure 53). En effet, 

cette réaction a montré des avantages pour des substitutions nucléophiles directement sur le 

groupe –OH des alcools, et elle est efficace pour une estérification chimiosélective des alcools 

polyphénoliques et des acides phénoliques [185].  De plus, cette méthode de synthèse nous a 

permis d’obtenir les esters désirés en une seule étape et sans nécessiter de passage par des 

intermédiaires portant des groupes de protection [185] (Figure 53).  
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Figure 53 : Procédure générale de synthèse des dérivés esters de l’acide caféique par la réaction de Mitsunobu 

[185]. Réactifs et conditions : DIAD, TPP, THF sec, 0°C (10 min) puis t.a. (48h). 

 

 La réaction de Mitsunobu est une méthode d’estérification efficace utilisant des 

conditions réactionnelles douces, ce qui permet la modification stéreosélective de la fonction 

alcool de nombreux composés naturels [186–188]. Le mécanisme de la conversion d’un 

alcool primaire en un ester en présence de triphénylphosphine (PPh3) et de 

diisopropylazodicarboxylate (DIAD) peut être expliqué comme décrit sur la Figure 54 

[188,189].  

 

Un inconvénient majeur de la méthode de Mitsunobu que nous avons rencontré lors de 

la fabrication des esters désirés est que les produits secondaires formés au cours de la réaction 

(triphénylphosphine oxide et hydrazodicarboxylates) étaient parfois difficiles à éliminer par 

chromatographie sur silicagel. En effet, nous avons du mettre en œuvre plusieurs séparations 

successives par chromatographies flash, et combiner avec la chromatographie liquide haute 

performance (CLHP) pour réussir à purifier correctement les produits. C’est la raison pour 

laquelle nous avons obtenu des rendements faibles pour nos esters, à savoir 21% (63), 57% 

(64 ) et 7% (65 ). 
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Figure 54 : Mécanisme de la réaction de Mitsunobu. 

 

Les résultats biologiques ont mis en évidence une inhibition plus ou moins importante 

pour les esters étudiés (Tableau XI). Le CAPE (63) s’est révélé être le composé le plus actif 

de ces trois composés avec une CI50 de 19,2 ± 1,2 µM, mais il reste a priori moins intéressant 

que CAPA (44) et ACG (28) (CI50 6,9 ± 1,3 et 10,6 ± 0,8 µM, respectivement). Cette 

observation a donc sugéré que la fonction d’amide est plus importante que la fonction ester 

pour l’inhibition de l’arginase. Par ailleurs, la présence d’un groupe hydroxyle sur le motif 

phénéthyle a réduit l’activité inhibitrice (63 vs 64, CI50 19,2 ± 1,2 et 23,9 ± 1,1 µM, 

respectivement). En outre, la diminution de la longueur du motif phénéthyle a largement fait 

chuter l’activité (64 vs 65, CI50 23,9 ± 1,1 et 153,6 ± 1,3 µM, respectivement).  
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Tableau XI : Structures des esters étudiés et leur activité inhibitrice sur b-ARG I. 

a
Les valeurs ont été obtenues à partir de trois expérimentations distinctes chacune réalisée en duplicata. 

b
CI50: Concentration inhibitrice médiane obtenue à partir de trois expérimentations dsictinctes chacune réalisée 

en triplicata. 

c
N

ω
-hydroxy-nor-L-arginine (nor-NOHA): composé utilisé comme inhibiteur de référence. 

 

Composé Structure 
%Inhibition  b-ARGI

a
 

à 100 M 
CI50

b
 (µM) 

CAPE (63) 

 

72 ± 2 19,2 ± 1,2 

(64) 

 

75 ± 1 23,9 ± 1,1 

(65) 

 

52 ± 2 153,6 ±  1,3 

ACG (28) 

 

71 ± 1 10,6 ± 0,8 

nor-NOHA
c 
(5) 

 

99 ± 1 1,7 ± 0,2 
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 Pour évaluer les interactions potentielles au niveau du site actif de b-ARG I, le CAPE 

(63) a également été « docké » dans le site actif. Les modes de liaisons en 3D et 2D issus de la 

modélisation moléculaire nous ont bien montré que le motif caféoyle de CAPE peut pénétrer 

au fond de la poche active de l’enzyme, et que la fonction catéchol interagit avec certains 

résidus essentiels du site actif tels que Ala125 et Asp232 (Figure 55). Ces résultats ont 

confirmé à nouveau le rôle important du motif caféoyle pour l’activité inhibitrice de la 

molécule.   

 

Figure 55 : Modes de liaison en 3D (à gauche) et 2D (à droite) de CAPE dans le site actif de b-ARG I. Pour le 

mode de liaison 3D, CAPE est représenté sous forme "boule et bâton": C (gris), O (rouge), H (blanc); les résidus 

essentiels du site de liaison sont représentés par des lignes. Les modélisations moléculaires ont été réalisées par 

le programme FlexX dans le logiciel LeadIt 2.0.2 [153], et les images ont été créées par le logiciel MOE 2008.10 

[171]. 
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VIII-1.3. Conclusion 

Par la réaction de Mitsunobu, nous avons obtenu trois dérivés esters de l’acide 

caféique : CAPE (63) et les esters (64) et (65). Les résultats biologiques ont montré que ces 

esters ont pu inhiber significativement l’activité d’arginase ; le CAPE étant le plus actif. 

Cependant, ce dernier reste moins actif que le composé CAPA (44), suggérant que la fonction 

amide est plus intéressante que la fonction ester pour l’activité inhibitrice. La modélisation 

moléculaire de (63) dans le site actif d’arginase a confirmé à nouveau l’importance du motif 

caféoyle de la molécule pour l’inhibition d’arginase. La fonction catéchol et la longueur du 

motif phénéthyle semblent également importantes pour l’activité inhibitrice.   

   

VIII-2. Synthèse chimique et évaluation de l’activité inhibitrice de (E)-acétoxybenzyl-3-

(3,4-dihydroxyphényl)acrylate (66) 

 VIII-2.1. Introduction 

Avant d’appliquer la réaction de Mitsunobu pour synthétiser les esters d’acide caféique, nous 

avons essayé une méthode de synthèse multi-étapes avec la protection du groupe hydroxyle 

phénolique (Figure 56).  
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Figure 56 : Procédure de synthèse multi-étapes pour le composé 66. Réactifs et conditions : (i) Ac2O, DMAP, 

Pyridine, t.a. (4h) ; (ii) (COCl)2, DMF, toluène, 0°C (10 min) puis t.a. (3h) ; (iii) Ac2O, NaOH, 0°C (1h) ; (iv) 

DMAP, Pyridine, CH2Cl2, t.a (5h) ; (v) NaOMe, MeOH, t.a (2h).  

  

 VIII-2.2. Résultats et discussion 

Dans cette approche, nous avons d’abord élaboré des précurseurs intermédiaires 

(Figure 56).  L’acide di-O-acétylcaféique a été obtenu avec un bon rendement (96%) en 

mélangeant l’acide caféique avec la diméthylaminopyridine (DMAP), la pyridine et 

l’anhydride acétique [190]. Le chlorure d’acide di-O-acétylcaféique a été ensuite synthétisé 

sous atmosphère inerte (azote) en utilisant les réactifs DMF et chlorure d’oxalyle [190]. Ce 

chlorure d’acide brut a été rapidement utilisé pour l’étape suivante sans purification car il est 

instable. L’alcool 4-O-acétylbenzylique a été produit en ajoutant goutte à goutte l’anhydride 

acétique dans la solution basique de l’alcool 4-hydroxybenzylique [191].  Le couplage entre le 

chlorure d’acide et l’alcool 4-O-acétylbenzylique s’est déroulé en présence de DMAP, de 
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pyridine dans le CH2Cl2 sous atmosphère d’azote [190]. Enfin, la désacétylation a été réalisée 

dans une solution méthanolique contenant NaOMe [192] (Figure 56). 

 En fait, nous avons tenté le protocole de désacétylation publié par Sanderson et al. 

[193] qui ont déprotégé des dérivés de diacétylcaféoyle. Nous avons laissé réagir pendant 2h 

le produit acétylé avec le chlorure de guanidinium et la tréthylamine dans CH2Cl2 et MeOH 

(solvants secs) sous atmosphère d’argon. Malheureusement, le traitement de la réaction par la 

suite n’a pas conduit à l’ester espéré. En effet, le spectre de RMN 
1
H du brut réactionnel a 

montré des pics ne correspondant pas au produit envisagé.  Nous avons par conséquent tenté 

une autre approche appliquant le protocole publié par Guo et al. [192] qui ont utilisé 

NaOMe/MeOH pour déprotéger des dérivés de salidroside acétylés.  

 Lors de la première réaction de désacétylation avec NaOMe/MeOH, nous avons utilisé 

0,23 équivalent NaOMe (mmoles) : après le traitement de la réaction et purification par 

chromatographie flash, nous avons obtenu un solide blanc. Cependant, l’analyse du spectre 

1
H-RMN de ce dernier nous a montré qu’il restait un groupe acétyle et que la déprotection 

n’était donc pas complète. La mise en œuvre de techniques de RMN du 
13

C et de RMN 

bidimensionnelle (HSQC, HMBC) (Tableau XII) nous a permis de préciser la position du 

groupe acétyle restant sur la molécule. Celui-ci se situe sur la partie benzyle. La structure du 

produit final (66) est donné par la Figure 57.   

       

 



 

144 

 

 

Figure 57 : Structure du dérivé ester caféique acétylé et corrélations HMBC précisant la position de l’acétyle. 

 

Tableau XII : Attributions des protons et carbonnes de 66 à partir des données RMN 
1
H, 

13
C, HSQC et HMBC. 

Attribution  13C  1H (signal, J) HMBC 

1 167,3 - C-1/H-2, C-1/H-3, C-1/H-1’ 

2 115,3 6,34 (d; 16,0) C-2/H-3, C-2/H-1’ 

3 146,2 7,60 (d; 16,0) C-3/H-2, C-3/H-5, C-3/H-9 

4 127,6 - C-4/H-2, C-4/H-3, C-4/H-5, C-4/H-8, C-4/H-9 

5 115,3 7,18 (d; 1,9) C-5/H-2, C-5/H-8, C-5/H-9 

6 146,4 - C-6/H-3, C-6/H-8 

7 148,9 - C-7/H-5, C-7/H-8, C-7/H-9 

8 116,4 6,87 (d; 8,3) C-8/H-5, C-8/H-9 

9 122,7 7,06 (d d; 8,3 ; 1,9) C-9/H-2, C-9/H-3, C-9/H-5, C-9/H-8 

1’ 65,8 5,21 (s) C-1’/H-2, C-1’/H-3’,7’, C-1’/H-4’,6’ 

2’ 135,2 - C-2’/H-1’, C-2’/H4’,6’ 

3’, 7’ 122,8 7,48 (d; 8,5) C3’,7’/H4’,6’, C3’,7’/H3’,7’ 

4’, 6’ 130,2 7,14 (d;  8,5) C4’,6’/H3’,7’, C4’,6’/H4’,6’, C4’,6’/H1’ 

5’ 151,8 - C5’/H3’,7’, C5’/H4’,6’, C5’/H9’ 

8’ 169,7 - C8’/H4’,6’, C8’/H9’ 

9’ 21,0 2,26 (s) - 

3,4-OH  8,33 (bs) - 

 

Ce composé 66 a été également évalué pour l’activité inhibitrice sur b-ARG I et a 

montré une inhibition de 70 ± 3 % à 100 µM et une CI50 à 45,4 ± 1,1µM.  Il est intéressant de 
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noter que la présence d’un substituant acétyle sur le motif hydroxybenzyle a largement 

augmenté la potentialité inhibitrice de la molécule (66 vs 65, CI50 45,4 ± 1,1 et 153,6 ± 1,3 

µM, respectivement). Une étude de docking est venu compléter ces résultats biologiques. La 

différence d’activité observée pourrait provenir du fait que cette fonction acétyle placée sur le 

fragment hydroxybenzyle pourrait établir une liasion plus spécifique avec un résidu (Lys 136) 

de l’entrée du site actif, et stabiliser le fragment caféoyle au fond de la poche catalytique 

(Figure 58).  

 

Figure 58 : Modes de liaison en 3D (à gauche) et 2D (à droite) de 66 dans le site actif de b-ARG I. Pour le mode 

de liaison 3D, 66 est représenté sous forme "boule et bâton": C (gris), O (rouge), H (blanc); les résidus essentiels 

du site de liaison sont représentés par des lignes. Les modélisations moléculaires ont été réalisées par le 

programme FlexX dans le logiciel LeadIt 2.0.2 [153] et les images ont été créées par le logiciel MOE 2008.10 

[171]. 
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VIII-2.3. Conclusion 

Une approche de synthèse trois-étapes a été appliquée pour préparer des esters de 

l’acide caféique. En revanche, l’étape de désacétylation ne nous a pas conduit à l’ester 

envisagé (65), mais au composé 66, comme en ont témoigné les spectres RMN (1D et 2D). 

L’activité inhibitrice sur l’arginase de (66) a tout de même été évaluée, et a montré une CI50 

égale à 45,4 µM, ce qui était nettement mieux que celle de l’ester 65 (CI50 153,6 µM). L’étude 

de docking a suggéré que le motif caféoyle est primordial pour l’activité. La présence du 

groupe acétyle sur le fragment 4-hydroxybenzyle a beaucoup amélioré l’activité inhibitrice de 

la molécule.    

 

VIII-3. Synthèse chimique et évaluation de l’activité inhibitrice du 2,3,4,6-O-acétyl-

caféoyl-β-D-glucose (68) 

VIII-3.1. Introduction 

Comme précédemment discuté dans le cadre des relations structure-activité de ACG 

au regard des études de modélisation moléculaire, le motif quinoyle s’installe à l’entrée du 

site actif et permet d’aider le motif caféoyle à bien s’approcher de la profondeur de la poche 

active (Figure 42), pour que la fonction catéchol puisse  chélater le cofacteur Mn
2+ 

et inhiber 

l’activité de l’arginase (Figure 44). Le fragment quinoyle joue un rôle important dans la 

stabilisation et l’orientation du motif caféoyle dans la poche active. Nous supposons que des 

pharmacomodulations au niveau de ce fragment pourraient donc améliorer l’activité 

inhibitrice de la molécule. C’est la raison pour laquelle nous avons décidé de remplacer le 

fragment quinoyle par un autre motif de structure similaire tel que le glucose. Pour cela, nous 

avons essayé de synthétiser dans un premier temps le composé 1-O-β-D-caféoylglucose (67) 

(Figure 59).  



 

147 

 

VIII-3.2. Résultats et discussion 

Dans cette approche de synthèse, le chlorure d’acide 3,4-O-acétylcaféique a été 

fabriqué grâce au protocole précédemment mentionné pour le composé 66 (Figure 56). Par 

ailleurs, le bromure de tétra-O-acétyl-α-D-glucose a été synthétisé à partir du D-glucose via 

un produit intermédiaire penta-O-acétyl-β-D-glucose [194,195] (Figure 59). Le couplage 

entre le chlorure d’acide 3,4-O-acétylcaféique et le bromure de tétra-O-acétyl-α-D-glucose 

s’est déroulé en présence de carbonate d’argent (Ag2CO3) comme catalyseur [191]. Le produit 

de couplage a été ensuite soumis à une réaction de désacétylation en utilisant NaOMe/MeOH 

[191,192].  

 

Figure 59 : Procédure de synthèse multi-étapes pour le composé 68. Réactifs et conditions : (i) Ac2O, DMAP, 

Pyridine, température ambiante (t.a.) (4h) ; (ii) Ac2O, NaOAc, réflux (20min); (iii) HBr/AcOH, CH2Cl2, 0°C 

(30min) puis t.a (1 nuit); (iv) Ag2CO3, CH2Cl2, t.a. (1 nuit); (v) NaOMe, MeOH, t.a. (2h).  

 Malheureusement, l’étape de désacétylation avec une équivalence de 0,25 (produit 

acétylé/NaOMe) n’a pas conduit au composé envisagé (67), l’analyse du spectre RMN de 
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proton nous a montré qu’il s’agit d’un produit désacétylé au niveau du motif caféoyle, mais 

non désacétylé au niveau du glucose (68) (Figure 59). En analysant l’ensemble des spectres 

de RMN (
1
H, 

13
C, HSQC et HMBC) ainsi que le spectre de masse, nous avons pu confirmer la 

structure de 68 (Tableau XIII).  

Le composé 68 a été ensuite évalué pour son activité inhibitrice d’arginase. Il a montré 

une inhibition potentielle sur b-ARG I avec un pourcentage d’inhibition de 54 ± 3 % à 100 

µM et une CI50 73,5 ± 1,1 µM. Ce composé est cependant moins actif que ACG (CI50 10,6 ± 

0,8 µM), et suggère que le fragment de tétra-O-acétylglucosyle pourrait être trop volumineux 

et empêché le motif caféoyle de pénétrer dans la profondeur de la poche active par rapport au 

cas de ACG.  

Nous avons supposé que les conditions utilisées pour la réaction de désacétylation 

n’étaient pas suffisamment fortes pour déprotéger tous les hydroxyles présents dans la 

structure du produit de couplage (Figure 59). Par la suite, nous avons décidé de contrôler la 

réaction de désacétylation par NaOMe/MeOH en augmentant, d’une part, la quantité du 

catalyseur NaOMe, de 0,1 à 0,5 équivalents par rapport au produit de départ, et d’autre part, la 

température de réaction de t.a à 50°C. Des prélèvements réguliers du mélange réactionnel 

suivi d’analyses par CLHP ont été réalisés afin de contrôler la cinétique réactionnelle à 

chaque étape (Figure 60).    
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Tableau XIII : Attributions des protons et carbonnes de 68 à partir des données RMN 
1
H, 

13
C, HSQC et HMBC 

Attribution  13C  1H (signal, J) HMBC 

1 127,27 - C-1/H-2, C-1/H-5, C-1/H-7, C-1/H-8 

2 115,54 7,19 (d, 2,0) C-2/H5, C-2/H-6, C-2/H-7, C-2/H-8 

3 146,39 - C-3/H-2, C-3/H-5, C-3/H-6, C-3/H-7 

4 149,42 8,43 (bs) C-4/H-2, C-4/H-5, C-4/H-6 

5 116,50 6,89 (d; 8,1) C-5/H-2, C-5/H-6 

6 123,23 7,08 (dd; 8,1; 2,0) C-6/H-2, C-6/H-5, C-6/H-7, C-6/H-8 

7 148,27 7,62 (d; 16,0) C-7/H-2, C-7/H-6, C-7/H-8 

8 113,84 6,27 (d; 16,0) C-8/H-7 

9 165,47 - C-9/H-7, C-9/H-8, C-9/H-1’ 

1’ 92,50 6,00 (d; 8,3) C-1’/H-8, C-1’/H-2’, C-1’/H-5’, C-1’/H-6’a 

2’ 71,39 5,14 (t; 9,6) C-2’/H-3’, C-2’/H-4’, C-2’/H(OAc) 

3’ 73,31 5,43 (t, 9,6) C-3’/H-1’, C-3’/H-5’, C-3’/H(OAc) 

4’ 69,03 5,13 (t, 9,6) 
C-4’/H-2’, C-4’/H-3’, C-4’/H-5’, C-4’/H-6’a, C-4’/H-6’b,         

C-4’/H(OAc) 

5’ 73,27 4,16 (ddd; 9,6; 4,7; 2,4) C-5’/H-4’, C-5’/H-6’a, C-5’/H-6’b 

6’ 62,55 

4,29 (dd; 12,3; 4,7 / Ha) 

4,11 (dd; 12,3; 2,3 / Hb) 

C-6’/H-4’, C-6’/H-5’, C-6’/H(OAc) 

-C=O de 2’-OAc 170,08 - C(C=O)/H(OAc), C(C=O)/H-2’ 

-C=O de 3’-OAc 170,31 - C(C=O)/H(OAc), C(C=O)/H-3’ 

-C=O de 4’-OAc 169,88 - C(C=O)/H(OAc), C(C=O)/H-4’ 

-C=O de 6’-OAc 170,74 - C(C=O)/H(OAc), C(C=O)/H-6’a, C(C=O)/H-6’b 

4 x CH3/4 x OAc 
20,67; 20,63; 

20,60 
2,01-1,96 (m) - 

3,4-OH - 8,43 (bs) - 
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  A la condition 0,1 éq. NaOMe (t.a., 2h), la réaction de désacétylation n’a pas eu lieu. 

En effet, un seul pic a été détecté par CLHP et ce pic correpondait à un composé de même 

temps de rétention que le produit de départ (Figure 60A). A la condition de 0,2 éq. NaOMe 

(t.a., 1 nuit), la réaction a débuté. En effet, le chromatogramme obtenu par CLHP montre deux 

nouveaux pics majeurs (F1 & F2), tandis que le pic du produit de départ a  disparu. Nous 

avons obtenu le même profil à la condition de 0,3 éq. NaOMe (t.a., 2h30). Le profil CLHP du 

composé 68 a également été enregistré, et en comparant les profils précédents de la réaction 

nous avons pu voir que le pic F1 était effectivement le composé 68, déprotégé au niveau du 

catéchol de l’acide caféique (Figure 60A).  

Ensuite, nous avons rajouté NaOMe jusqu’à 0,4 éq. et laissé réagir pendant une nuit. 

Nous avons observé un changement significatif entre les deux pics F1 & F2. En effet, le pic 

de F2 s’est agrandi, alors que le pic de F1 a diminué au cours de la réaction à  la condition de 

0,4 éq. NaOMe (Figure 60B).  

 En espérant que le pic F2 était le produit complètement désacétylé, nous avons 

augmenté encore la quantité de NaOMe jusqu’à 0,5 éq. et la température jusqu’à 50°C. La 

proportion entre les deux pics F1 & F2 a rapidement changé à cette condition, pour atteindre à 

un maximum de F2 après 19h30 de réaction (Figure 60C). Enfin, la réaction a été stoppée et 

le brut purifié par CLHP préparative pour obtenir les deux produits F1 & F2 qui ont été 

ensuite soumis à la RMN du proton. Le spectre RMN du proton de F1 s’est révélé identique à 

celui de 68, tandis que le spectre de F2 a montré qu’il s’agissait d’un produit dégradé du 

produit de départ (probablement l’acide caféique). Ces résutats ont suggéré qu’il y avait une 

dégradation du produit de départ au cours de la réaction de désacétylation catalysée par 

NaOMe/MeOH, et cette dégradation devient plus importante lorsque l’on augmente la 

quantité de NaOMe ainsi que la température réactionnelle. Il est intéressant de noter que le 
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penta-acétylglucoside seul est complètement désacétylé à la condition de 0,1 éq. NaOMe, à 

t.a. au bout de 30 min [196].  

 

Figure 60 : Analyses CLHP à différents temps de réaction de la réaction de désacétylation du composé 66 à 

l’aide du catalyseur NaOMe/MeOH. Conditions réactionnelles : (A) 0,1 éq. NaOMe, t.a. (2h) ; 0,2 éq. NaOMe, 
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t.a. (1 nuit) ; 0,3 éq. NaOMe, t.a. (2h30). (B) 0,4 éq. NaOMe, t.a. (1 nuit) ; 0,4 éq. NaOMe, 40°C (2h);  0,4 éq. 

NaOMe, 40°C (4h); 0,4 éq. NaOMe, 40°C (7h); (C) 0,5 éq. NaOMe, 50°C (30min);  0,5 éq. NaOMe, 50°C 

(3h30) ; 0,5 éq. NaOMe, 50°C (19h30). 

La fonction ester du produit de départ est probablement hydrolysée en conditions 

réactionnelles, ce qui signifie qu’il est difficile de réaliser la désacétylation du produit de 

couplage (Figure 59) tout en maintenant l’intégrité de la fonction ester dans les conditions 

utilisées.  

 

VIII-3.4. Conclusion 

Finalement, l’approche de synthèse utilisée (Figure 59) ne nous a pas permis d’obtenir 

le composé 1-O-β-D-caféoylglucose (67) envisagé, une autre procédure de synthèse devra être 

adaptée afin d’obtenir ce type de composé [197]. 
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Chapitre IX : Synthèse chimique des dérivés de picéatannol et 

évaluation de l’activité inhibitrice sur b-ARG I  

IX-1. Synthèse chimique des glucosides de picéatannol  

IX-1.1. Introduction 

Le picéatannol-3’-O-β-D-glucopyranoside (69, Figure 61) extrait de la rhubarbe a été 

rapporté par Woo et al. (2010) comme ayant une bonne activité inhibitrice sur arginase et une 

activité  activatrice  sur l’enzyme NOS endothéliale (eNOS) [70].  

 

 

Figure 61 : Structure du Picéatannol-3’-O-β-D-glucopyranoside (PG) 

 

En effet, ce stilbénoïde naturel (69) a montré une CI50 ~ 11 M sur r-ARG I & II, et a 

augmenté la production du NO par eNOS [70]. Comme nous l’avons précédemment présenté 

dans le Chapitre VI, nous avons évalué l’activité inhibitrice du picéatannol (PCT) sur 

l’arginase, et ce composé a effectivement montré une inhibition de b-ARG I avec une CI50 

égale à 12,1 M, du même ordre de grandeur que celle de 69 sur r-ARG. Ces résultats nous 

ont suggéré que l’activité inhibitrice d’arginase de ce type de composé provient probablement 

de la structure de PCT. Intéressés par ces résultats, nous avons voulu évalué l’effet de 
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glucosides de picéatannol (PGs) sur notre modèle. Cependant aucun PG n’est disponible dans 

le commerce. c’est la raison pour laquelle, nous avons décidé, dans un permier temps, 

d’obtenir des PGs par hémisynthèse à partir de PCT et du glucose comme produits de départ.  

Nous avons d’abord essayé de synthétiser des PGs par une procédure sans protection des 

groupes hydroxyles présents sur la structure de PCT (Figure 62) en envisageant d’obtenir 69 

ainsi que d’autres PGs, résultant de la glycosylation éventuelle de l’un ou de plusieurs des 

divers hydroxyles.  

           

 

Figure 62 : Procédure d’hémisynthèse des glucosides de picéatannol (PGs). 

 

 IX-1.2. Résultats et discussion 

Dans cette approche, nous avons décidé de réaliser le couplage entre PCT et le bromure 

d’acétoxyglycosyle par deux méthodes de glycosylation : la première est celle de Koenigs-

Knorr [198,199], et la deuxième utilise la catalyse par transfert de phase [200,201]. Le produit 
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de couplage (PG-acétylé) serait ensuite déprotégé en utilisant le méthoxyde de sodium dans le 

méthanol  [198,200] (Figure 62).  

Dans un premier temps, nous avons utilisé la réaction classique de Koenigs-Knorr pour 

réaliser la glycosylation [202,203]. Cette méthode permet d’obtenir la formation de glycoside 

à partir d’halogénures de glycosyle tels que chlorures, bromures ou iodures, en tant que les 

donneurs de glycosyle. La réaction se déroule en présence d’un sel de métal lourd, comme 

l’argent ou le mercure [203].  La Figure 63 montre le mécanisme de formation d’un β-

glycoside à partir de l’α-halocarbohydrate en présence du sel d’argent [204].  

 

 

Figure 63 : Mécanisme de la glycosylation de Koenigs-Knorr [204]. 

 

La glycosylation des polyphénols par la méthode de Koenigs-Knorr a été réalisée dans 

de nombreuses études, y compris celles impliquant des stilbénoïdes avec quelques 
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modifications [198,199]. Dans notre étude, nous avons adapté la procédure décrite par Wang 

et al. pour synthétiser des PGs [198]. En fait, dans cette procédure, nous avons mélangé le 

PCT et le bromure de glycosyle comme le donneur de glycosyle en présence du carbonate 

d’argent comme catalyseur.  Cette réaction a été réalisée sous atmosphère d’argon. Un tamis 

moléculaire 4Å en poudre a également été ajouté afin d’éliminer l’eau et le CO2 produits au 

cours de la réaction (voir plus de détails concernant ce mode opératoire dans la partie 

expérimentale). Après le traitement de la réaction, le résidu brut a été analysé par CCM et 

CLHP, et également évalué pour l’inhibition d’arginase. L’analyse sur CCM nous a montré la 

présence d’un spot majeur correspondant au PCT. Le chromatogramme par CLHP a fait 

apparaître un pic mineur ayant le même temps de rétention que celui de PCT, suivi de deux 

autres pics quantitativement importants (Figure 64). La séparation des produits de réaction 

par chromatographie flash a conduit à l’obtention de trois fractions analysées ensuite par 

RMN
 1

H. Les spectres de proton nous ont montré des pics coresspondant au PCT pour la 

première fraction, en revanche les spectres des autres fractions ne correspondaient pas aux 

produits PGs envisagés. Le pic majeur observé sur le chromatogramme (Figure 64) pourrait 

correspondre à un dérivé du sucre ou à un produit de dégradation de PCT. De plus, 

l’évaluation biologique du brut de réaction sur b-ARG a donné 29 ± 4 % d’inhibition à 100 

g/ml, valeur probablement due à un effet du PCT résiduel.   
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Figure 64 : Chromatogramme d’analyse CLHP du brut réactionnel de la réaction de glycolysation. 

 

 Par ailleurs, nous avons tenté un protocole alternatif reposant toujours sur la méthode 

de Koenigs-Knorr et publié par Regev-Shoshani et al. [199] pour coupler le PCT et le 

bromure de glycosyle. Cette procédure utilise l’hydroxyde de potassium comme catalyseur, et 

l’éthanol absolu comme solvent. Cette réaction se déroule, en revanche, sur un temps 

beaucoup plus long (1 semaine) et est contrôlée par CCM. A la fin de la réaction, le composé 

de départ PCT était encore largement majoritaire. La purification du brut réactionnel a permis 

d’obtenir trois fractions qui ont été analysées par RMN
 1

H. L’analyse des spectres obtenus a 

montré les signaux caractérisstiques de PCT dans une fraction, mais aucun signal des produits 

envisagés n’a été détecté dans les autres fractions.  

 Suite aux échecs de la mise en œuvre de la réaction de Koenigs-Knorr, nous avons, 

dans un second temps, tenter une autre méthode, appelée glycolysation par catalyse par 

transfert de phase. En effet, cette méthode a été beaucoup utilisée pour synthétiser des 

glycosides en utilisant des halogénures de glycosyle comme donneurs de glycosyle [222,226–

228]. Cette méthode possède pour avantages des conditions douces et l’obtention de bons 

rendements [205,206]. En bref, le bromure de glycosyle et PCT sont d’abord fortement agités 

dans un mélange de CH2Cl2 et l’eau en présence de K2CO3 et Bn(Et)3NBr comme catalyseurs. 
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Le produit de couplage se forme à l’interface entre les deux phases non miscibles puis passe 

dans la phase organique, qui est ensuite séparée, lavée et concentrée pour obtenir le brut 

réactionnel contenant à priori le produit envisagé. Le principe de la catalyse par transfert de 

phase en solution est schématisé sur la Figure 65 ci-après. 

 

Figure 65 : Schéma du principe de la catalyse par transfert de phase en solution. 

 

IX-1.3. Conclusion 

Malheureusement, là encore, nos essais se sont révélés infructueux, de même qu’une 

variante de la procédure utilisant Bn(Et)3NBr dans NaOH 2,5% comme catalyseur [201]. 

Nous n’avons donc pas réussi à obtenir le produit de couplage. Deux méthodes de 

glycosylation ont été choisies à partir de la littérature pour synthétiser PGs. Néanmoins, 

aucune des deux méthodes ne nous a permis d’obtenir le produit de couplage. Deux 

hypothèses principales peuvent éventuellement expliquer ce manque de réussite : (i) le 

bromure de glycosyle est très sensible et peut s’hydrolyser facilement avant ou au cours de la 

réaction de glycosylation ; (ii) le PCT est sensible à l’oxidation et peut-être dégradé aux 

conditions réactionnelles. En fait, Wang et al. ont obtenu avec de modestes rendements des 

glucuronides de resvératrol en appliquant la méthode de Knoenigs-Knorr [198]. Ces 

remarques ont montré que la glycosylation du PCT sans protection des groupes hydroxyles 
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peut être difficile à réaliser et donne des rendements très faibles. D’autres méthodes multi-

étapes prenant en compte la protection des hydroxyles pourraient être envisagées comme 

méthodes alternatives pour synthétiser des PGs. Par exemple, Wang et al. ont partiellement 

protégé les hydroxyles par silylation aléatoire avant de débuter la réaction de glycosylation, ce 

qui a donné un meilleur rendement [198].    

   IX-2. Evaluation in vitro de l’activité inhibitrice de dérivés de picéatannol sur b-

ARG I  

IX-2.1. Introduction 

Malgré le fait que nous n’ayons pas réussi à synthétiser les glucosides du picéatannol 

souhaités, nous avons pu obtenir deux glucosides naturels: le 3-O-β-D-glucopyranoside de 

picéatannol (ou astringine, 70) et le 3-O-β-D-glucopyranoside de resvératrol (ou picéide, 71) 

(Figure 66) grâce à une collaboration avec le laboratoire du Dr. Stéphanie Krisa, de l’Institut 

des Sciences de la Vigne et du Vin, Bordeaux, France.   

IX-2.2. Résultats et discussion 

L’astringine (70) et le picéide (71) ont été testés sur b-ARG I, et les résultats sont 

présentés dans le Tableau XIV.  

 

 

Figure 66 : Structures de l’astringine (70) et du picéide (71). 

D’ailleurs, grâce à la mise en place d’une autre collaboration avec le Dr Thierry 

Lomberget, de l’EA4446 - Biomolécules, Cancer et Chimiorésistances (B2C), Université 
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Claude Bernard Lyon 1, France, 13 dérivés de stilbénoïdes de synthèse (72-84) ont pu être 

soumis au criblage biologique sur l’arginase. Les résultats sont également présentés dans le 

Tableau XIV. 

Les deux glycosides 70 et 71 ont montré une inhibition potentielle sur b-ARG I, et 

l’astringine (70) avec une fonction catéchol est plus actif que le picéide (71) (CI50 = 29,6  1,2 

et 40,8  1,1 M, respectivement). Il est intéressant de noter que la présence d’un sucre en 

position 3 a diminué environ deux fois d’activité inhibitrice sur b-ARG I (36 vs 70 ; 37 vs 71). 

Il est donc possible que la présence de sucre pourrait empêcher le motif cinnamoyle de 

s’approcher au fond du site actif de b-ARG I pour interagir avec des résidus acide aminés 

essentiels pour l’activité d’arginase.  

Par contre, les 13 dérivés de stilbénoïde n’ont pas montré une inhibition importante sur 

l’arginase (Tableau XIV). La plupart de ces composés possède des groupes méthoxyles qui 

pouraient être défavorables pour l’activité inhibitrice. Les deux composés tels que 82 et 83 

peuvent être déprotégés des groupes silylés pour libérer des groupes hydroxyles qui 

pourraient améliorer l’activité inhibitrice de ces molécules.   
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Tableau XIV : Structure et’activité inhibitrice de dérivés de stilbénoïdes sur b-ARG I. 

Composé Structure 

%Inhibition  b-ARGI
a
 

à 100 M 
CI50

b
 (µM) 

(36) 

 

76 12,1  0,7 

(37) 

 

57 18,2  0,8 

(70) 

 

77 29,6  1,2 

(71)  

 

55 40,8  1,1 

(72) 

 

13 n.d
c
 

(73) 

 

9 n.d 
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(74) 

 

31 n.d 

(75) 

 

15 n.d 

(76) 

 

29 n.d 

(77) 

 

22 n.d 

(78) 

 

1 n.d 

(79) 

 

11 n.d 

(80) 

 

27 n.d 
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a
Les valeurs sont présentées en moyenne. 

b
CI50: Concentration inhibitrice médiane obtenue à partir de trois différentes expérimentations chaune en 

triplicata. 

c
n.d: non déterminé. 

 

IX-2.3. Conclusion 

Deux glycosides naturels (70 et 71) ainsi que 13 dérivés synthétiques de stibénoïdes 

ont été testés sur l’arginase. Les résultats biologiques ont relévé que ces deux glucosides ont 

montré de bonnes activités inhibitrices, mais plus faibles que (36) et (37). Cela suggère que la 

glycosylation diminue l’activité inhibitrice sur l’arginase. Par ailleurs, les dérivés synthétiques 

variés de stilbénoides n’ont pas inhibé l’activité d’arginase, confirmant que l’absence de la 

fonction catéchol entraîne dans ce cas une forte diminuation de l’activité inhibitrice de la 

molécule.  

(81) 

 

19 n.d 

(82) 

 

42 n.d 

(83) 

 

14 n.d 

(84) 

 

0 n.d 
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Conclusion générale et perspectives  

L’arginase est une metalloenzyme, dont l’intérêt comme cible thérapeutique a été démontré 

par de nombreuses études. Une inhibition de l’arginase, testées sur différents modèles in vivo, 

incluant des études cliniques avec une administration locale, a notamment apporté la preuve 

de concept de l’intérêt de cette stratégie de traitement. Trois inhibiteurs sont actuellement 

commercialisés (nor-NOHA, ABH et BEC) mais en dépit de leur potentiel, ces molécules sont 

incompatibles avec un usage médical per os (faible demi-vie de la nor-NOHA et faible 

biodisponibilité de l’ABH et du BEC). L’obtention de nouveaux inhibiteurs est donc encore 

d’un intérêt substantiel, pour le développement de candidats médicaments. Dans ce projet de 

thèse, nous nous sommes donnés pour objectif la recherche d’inhibiteurs d’arginase, d’origine 

naturelle et hémi-synthétique. Une revue de la littérature recensant les composés naturels 

présentant des propriétés inhibitrices d’arginase nous a permis de constater l’intérêt de la 

source naturelle comme voie de recherche, ainsi que la nécessité de disposer d’un test fiable et 

reproductible afin de pouvoir évaluer la capacité inhibitrice de nos molécules. Nous avons par 

conséquent développé, grâce à l’optimisation d’un test existant, un essai colorimétrique 

miniaturisé et partiellement automatisé, utilisant une arginase mammifère commerciale, 

purifiée de foie de bœuf. Ce test a d’abord été validé grâce à l’utilisation d’inhibiteurs de 

référence (nor-NOHA 1,7 M et BEC 3,3 M), avant d’être utilisé pour l’évaluation 

biologique d’une série de polyphénols naturels, mettant en évidence les potentialités, en tant 

qu’inhibiteur d’arginase, de l’acide chlorogénique (acide caféoylquinique) et du picéatannol 

(stilbène), avec des CI50 égales à 10,6 M et 12,1 µM, respectivement. Des études de 

cinétique enzymatique ont montré que l’inhibition était réversible et compétitive. En parallèle, 

des études complémentaires de docking moléculaire ont été réalisées. La structure 

tridimensionnelle (3D) cristallisée de l’arginase hépatique bovine n’étant pas à ce jour 
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répertoriée dans les bases de données existantes, nous avons créé, grâce à une collaboration 

établie avec le Laboratoire de Pharmacoinformatique de l’Université de Hochiminh-ville au 

Vietnam, un modèle 3D de cette structure par homologie avec l’arginase humaine. Les études 

de docking conduites ont alors montré l’intérêt de la partie caféique de nos molécules pour la 

conservation de l’activité inhibitrice. Ce résultat a d’ailleurs été confirmé avec le docking 

mené sur l’arginase humaine. Les interactions avec le site actif ont également été prédites. 

Nous nous sommes alors focalisés sur deux stratégies de recherche : des dérivés cinnamoyle 

et cafféoyle et des stilbènes dérivés du résvératrol et du picéatannol. Dans un premier temps, 

la synthèse de 19 dérivés cinnamides a été réalisée. Après évaluation biologique, des éléments 

de relation structure-activité ont pu être déduits et il est apparu que le composé (E)-N-(2-

phényléthyl)-3,4-dihydroxycinnamide ou « caffeic acid phenyl amide » (CAPA) présentait la 

meilleure activité (CI50 = 6,9 M). Ce composé est un inhibiteur réversible et compétitif de 

l’arginase étudiée. Son insertion dans le site actif a été modélisée et les interactions avec le 

site actif ont été prédites. Suite à cette étude, des dérivés ester dont le caféate de phénéthyle 

ou « caffeic acid phenyl ester » (CAPE), analogue de CAPA, ont été préparés et évalués. 

Même si l’activité de CAPE reste intéressante (CI50 = 19,2 M), elle n’est cependant pas 

améliorée par rapport à CAPA. Les études de docking de CAPE avec le site actif de l’arginase 

ont montré des similitudes avec CAPA dans les interactions du catéchol de la molécule avec 

l’enzyme. Dans un second temps, nous avons exploré la piste des dérivés de stilbènes type 

resvératrol et picéatannol. La littérature rapporte l’activité intéressante d’un dérivé glycosylé 

de picéatannol (PG). Nous avons donc tenté, sans succès, la synthèse de ce composé. 

Cependant, des composés naturels de structure proche du PG, l’astringine et le picéide, ont pu 

être évalués grâce à une collaboration avec l’institut de la vigne et du vin à Bordeaux, mais les 

CI50 obtenues n’ont pas montré d’amélioration de l’activité par rapport au picéatannol. Enfin, 

une collaboration avec l’EA Biomolécules, cancer et chimiorésistances de l’université Claude 
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Bernard de Lyon 1 nous a permis de tester 13 autres molécules synthétiques de type 

stilbénoïdes, mais là encore les activités biologiques obtenues n’ont pas été concluantes. 

Finalement, notre projet de thèse a permis le développement d’un essai simple et 

reproductible permettant de cribler des molécules et de détecter celles possédant des capacités 

inhibitrices d’arginase mammifère. Nous avons pu également identifier des composés naturels 

« têtes de série » utilisables pour le développement d’analogues plus actifs. L’une des 

molécules hémi-synthétiques obtenue (CAPA) s’est révélée plus active que les composés 

d’origine mais des études plus poussées devront être menées, notamment pour évaluer son 

effet in vitro sur l’arginase humaine, avant d’envisager d’éventuelles études in vivo pour 

véritablement confirmer son intérêt. 
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Partie expérimentale 
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Chapitre X : Optimisation du test enzymatique in vitro sur b-ARG I 

et évaluation de l’activité inhibitrice 

X-1. Matériels 

Tous les réactifs proviennent de chez Sigma-Aldrich, sauf le picéatannol (TCI 

Chemicals), le resvératrol  (Alexis Biochemicals) et l’acide quinique (Alfa Aesar). Le S-(2-

boronoéthyl)-L-cystéine (BEC) provient de Calbiochem (Millipore) et l’arginase bovine 

purifiée de foie (b-ARG I) de MP Biomedicals. Une unité (1U) de cette arginase bovine est 

définie par ce fournisseur comme étant la quantité d'enzyme qui convertit 1 µmole de L-

arginine en urée et L-ornithine par minute à pH 9,5 et à 37°C. Une solution mère à 1U/L de 

cette enzyme est préparée dans le tampon suivant: Tris/HCl (50 mM, pH = 7,5) avec 0,1% 

d’albumine de sérum bovin (désignée comme tampon TBSA par la suite) contenant NaCl 0,1 

M et 20% de glycérol. Cette solution mère est stockée à -26 ° C jusqu'à  son utilisation. 

 

X-2. Détermination de Vmax et Km  

L'activité de b-ARG I purifiée a été évaluée à différentes concentrations de L-arginine 

à 37°C pendant 15 min. Nous avons utilisé des dilutions en série d'une solution mère à 2M de 

L-arginine, nous donnant des concentrations du substrat dans chaque puits variant de 0 à 286 

mM. En utilisant une courbe standard d'urée mentionnée ci-dessous, nous avons converti les 

absorbances à 550 nm en nmole d'urée produite par min. L’expérimentation a été réalisée 

quatre fois de manière indépendante et à chaque fois en triplicat. Nous avons ensuite tracé la 

production d'urée en fonction de la concentration de L-arginine en utilisant le logiciel 

GraphPad Prism (version 5.0.3) pour déterminer les valeurs Vmax et Km. 
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X-3. Évaluation de la capacité inhibitrice d’arginase in vitro 

Procédure générale. Une solution mère à 70 mM dans diméthylsulfoxyde (DMSO) 

100% est d’abord préparée dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) 100%, puis est ensuite diluée 

en série dans l’eau ultra-pur (EUP) pour avoir des concentrations plus faibles utilisées dans le 

test enzymatique (au moins 8 concentrations allant de 10
-7

 à 10
-3

 M).  Dans chaque puits d'une 

microplaque de 96 puits, les solutions suivantes sont ajoutées dans cet ordre: (i) 10 L de 

tampon TBSA avec ou sans (contrôle) arginase à 0,025 U/L, sauf indication contraire, (ii) 30 

L de Tris- une solution de HCl (50 mM, pH 7,5) contenant 10 mM de MnCl2 en tant que 

cofacteur, (iii) 10 L d'une solution contenant un inhibiteur de référence (Témoin positif), une 

solution de molécule à tester ou un solvant (Témoin négatif/ blanc), (4) 20 L de L-arginine 

(pH 9,7, 0,05M, sauf autres indications contraires). La microplaque est couverte par un film 

plastique collant, et mise à incuber pendant 60 min dans un bain-marie à 37°C. La réaction 

enzymatique est stoppée par addition de 120 L d’une solution d’acides H2SO4/H3PO4/H2O 

(1: 3: 7) après avoir placé la microplaque sur la glace. Ensuite, 10 L d'’ISPF (5% dans 

l'éthanol absolu) sont ajoutés, et la microplaque est couverte d'un film d'aluminium collant, 

puis placée dans un four à 100°C pendant 45 min. La microplaque est ensuite maintenue dans 

l'obscurité jusqu'à refroidissement, car la couleur issue de la réaction entre l'urée et l'ISPF est 

sensible à la lumière. Après 5 min de centrifugation et 10 min supplémentaires de 

refroidissement, la microplaque est agitée pendant 2 min et la densité optique est mesurée à 

550 nm à 25°C grâce à un spectrophotomètre (Synergy HT Bioteck).  

Évaluation en mode « criblage ». Dans le cas d’une première évaluation rapide, un 

criblage des composés à tester est réalisé à la concentration de 100 µM. Dans ce cas, 

l’évaluation de la capacité inhibitrice de l’arginase est exprimée en pourcent. Elle est calculée 

par rapport à l’activité maximale de l’arginase (activité en absence de molécule à tester). Une 
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expérimentation nécessite une microplaque et permet d’évaluer neuf composés différents à 

deux concentrations et en duplicat. Chaque expérimentation est répétée trois fois de façon 

indépendantes. 

Obtention de la CI50 et de Emax. Dans ce cas, l’activité de l’arginase est exprimée 

comme la quantité d'urée produite par minute - calculé à partir d'une courbe standard d'urée 

(gamme). Pour obtenir la courbe standard, des solutions d'urée (70 L) de concentrations 

croissantes sont ajoutées dans des puits puis la procédure de révélation de la coloration, 

décrite ci-dessus, est appliquée. Une expérimentation nécessite une microplaque et permet 

d’obtenir les CI50 et Emax pour un inhibiteur de référence ou un composé à tester. Les 

concentrations d’inhibiteur ou de composé à tester s’échelonnent entre 10
-7

 et 10
-3

. Chaque 

concentration est testée en triplicat et chaque expérimentation est répétée trois fois de façon 

indépendante. Les valeurs obtenues sont reportées sur une échelle semi-logarithmique pour 

tracer la courbe sigmoïde concentration-réponse. Ce type de courbe est obtenue par le biais du 

logiciel GraphPad qui fournit également les valeurs de CI50 et Emax, ainsi que leurs intervalles 

de confiance.  

 

X-4. Détermination de Ki et du type d’inhibition 

L'activité de b-ARG I purifiée (0,25 unité) a été dosée en présence de différentes 

concentrations de l’inhibiteur de référence BEC (0 ; 2,5 ; 5 ; 10 et 20 L) pour chaque 

concentration du substrat L-arginine (7,1 ; 14,3 ; 28,6 et 57,1 mM) à 37°C pendant 60 min. 

L'urée produite a été mesurée comme décrit ci-dessus. Après avoir tracé la production d'urée 

en fonction de la concentration BEC pour chaque concentration d'arginine, nous avons pu 

déterminer la constante Ki grâce à l’ordonnée du point d'intersection entre les quatre lignes 

obtenues ou à l’aide de la courbe secondaire de Lineweaver-Burk en utilisant le logiciel 
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GraphPad Prism (version 5.0.3). Les expérimentations ont été effectuées chacune en triplicat 

et trois fois de manière indépendante. 

 

X-6. Pipetage automatisé appliqué au test d’évaluation de l’activité arginase 

Le protocole semi-automatisé a été mis en œuvre en utilisant un robot de pipetage 

Microlab Nimbus (Hamilton France) pour maximiser le flux de travail et de précision. 

Microlab Nimbus est équipé avec 4 canaux de pipetage et équipé du logiciel Hamilton Run 

Control [166]. 
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Chapitre XI : Chimie 

Tous les réactifs ont été achetés auprès de Sigma-Aldrich et utilisés sans purification 

supplémentaire. Les solvants (méthanol, acétate d'éthyle, cyclohexane et dichlorométhane) 

ont été fournis par les sociétés Carlo Erba Reagents et VWR Chemicals. Les réactions ont été 

suivies par chromatographie sur couche mince (CCM) sur des plaques pré-revêtues de gel de 

silice aluminium (Macherey-Nagel) et la visualisation effectuée sous lumière UV (à 254 et 

365 nm). Les purifications par chromatographie Flash ont été effectuées à l’aide d’un appareil 

Spot II Armen, en utilisant des cartouches EasyVarioFlash
®
 DL (Merck) avec dépôt solide, et 

comme éluants, des mélanges de CH2Cl2 et MeOH. La chromatographie liquide à haute 

performance (CLHP) analytique a été réalisée à l’aide d’un appareil de Shimadzu, équipé un 

détecteur UV-Vis et une colonne à phase inverse C18 (EVO C18, 100Å, H15-075635, 250 x 

4,6 mm), volume d’injection de 20 L, débit à 1mL/min. La CLHP préparative a été éffectuée 

par un appareil PLC2020 (Gilson), équipé un détecteur UV-Vis et une colonne à phase 

inverse C18 (EVO C18, 100Å, H15-081422, 250 x 21,2 mm), volume d’injection de 500 L, 

débit à 20 ml/min. Tous les échantillons ont été solubilisé dans MeOH et filtré sur filtre 

millipore Nylon 0,2 m. 
1
H-RMN à 300 MHz et 

13
C-RMN à 75 MHz (

13
C-RMN uniquement 

pour les composés dont les données analytiques manquaient dans la littérature) ont été 

acquises à l'aide d'un spectromètre Bruker AC300 (Bruker BioSpin). Les déplacements 

chimiques () sont indiqués en parties par million (ppm) par rapport aux signaux de solvants 

résiduels [208]. Les constantes de couplage (J) sont indiquées en hertz (Hz). Les données sont 

présentées dans l’ordre suivant: déplacement chimique (δ, ppm), multiplicité (s, singlet; bs, 

singlet large; d, doublet; dd, doublet de doublet; t, triplet; q, quadruplet; m, multiplet), 

constante de couplage (J, Hz), intégration. Les spectres infra-rouge (IR) ont été mesurés à 

l’aide d’un appareil Spectrum65 Perkin Elmer avec UART. Les absorptions sont données en 
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cm
-1

. Les spectres de masse à haute résolution, réalisés en mode ionisation par électrospray  

(HRMS-ESI), ont été réalisés par l'instrument SCA Illkirch QToF (Strasbourg). 

 

XI-1. Synthèse des dérivés amides de l’acide caféique 

Protocole général (Amidation grâce au catalyseur PyBOP): Une solution d'acide 

cinnamique substitué ou de l'acide 3,4-dihydroxybenzoïque (1,66 mmol) et de la 

triméthylamine (Et3N) (0,35 ml, 2,49 mmol, 1,5 éq.) dans du diméthylformamide (DMF) (3,5 

ml) est refroidie dans un bain de glace (0°C). Une amine correspondante (1,66 mmol, 1 éq.) 

est ajoutée puis une solution de benzotriazolyloxy-tris(pyrrolidino)-phosphonium 

hexafluorophosphate (PyBOP) (864 mg, 1,66 mmol, 1 éq.) dans du dichlorométhane (CH2Cl2) 

(3,5 ml). Le mélange est agité pendant 30 min à 0°C, puis pendant une nuit à température 

ambiante. La solution réactionnelle est ensuite concentrée sous vide pour éliminer CH2Cl2. 

Ensuite, 30 ml d'eau sont ajoutés à la solution restante et le mélange résultant est extrait par de 

l'acétate d'éthyle (EtOAc) (3 x 75 ml). La phase organique alors obtenue est lavée avec 

successivement 100 ml d'une solution 1M de HCl, 100 ml d'eau, 100 ml d'une solution 1 M de 

NaHCO3 et 100 ml d’eau salée, avant d’être séchée sur Na2SO4, filtrée puis concentrée sous 

vide. Le brut est purifié par Chromatographie flash sur gel de silice (éluant: CH2Cl2 : MeOH / 

98: 2 à 80:20) pour obtenir le composé visé [180]. 

XI-1.1. (E)-N-(2-phényléthyl)-3,4-dihydroxycinnamide (44) 
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Protocole général utilisant l’acide 3,4-dihydroxycinnamique (300 mg, 1,66 mmol) et la 

2-phényléthylamine (209 µL, 1,66 mmol) pour obtenir le composé 44 (213 mg, 45%) sous 

forme de solide blanc. Rf = 0,2 (CH2Cl2/MeOH 95:5); IR (ATR) γ cm
-1

: 3259, 3087, 3061, 

3027, 2969, 2935, 2870, 1702, 1652, 1590, 1513; 
1
H-NMR (Acetone-d6, 300 MHz):  8,23 

(s, 2H), 7,41 (d, J = 15,6, 1H), 7,31-7,17 (m, 6H), 7,06 (s, 1H), 6,93 (d, J = 8,0, 1H), 6,83 (d, 

J = 8,0, 1H), 6,43 (d, J = 15,6, 1H), 3,57-3,50 (m, 2H), 2,90-2,82 (m, 2H); HRMS (ESI) m/z 

calculée pour C17H18NO3 [M + H]
+ 

: 284,1208, trouvée : 284,1288. Les données analytiques 

sont en accord avec les données précédemment décrites [209]. 

XI-1.2. (E)-N-(2-phényléthyl)-3-méthoxy-4-hydroxycinnamide (45) 

 

 

Protocole général utilisant l’acide 3-methoxy-4-hydroxycinnamique (322 mg, 1,66 

mmol) et la 2-phényléthylamine (209 µL, 1,66 mmol pour obtenir le composé 45 (388 mg, 

79%) sous forme de solide blanc. Rf = 0,33 (Cyclohexane/EtOAc 4:6); IR (ATR) γ cm
-1

: 

3270, 3063, 3027, 2935, 1652, 1585, 1510; 
1
H-NMR (MeOD-d4, 300 MHz):  7,44 (d, J = 

15,7, 1H), 7,32-7,17 (m, 5H), 7,12 (s, 1H), 7,03 (d, J = 8,4, 1H), 6,79 (d, J = 8,4, 1H), 6,40 (d, 

J = 15,7, 1H), 3,88 (s, 3H), 3,52 (t, J = 7,2, 2H), 2,86 (t, J = 7,2, 2H); HRMS (ESI)  m/z 

calculée pour C18H20NO3 [M + H]
+ 

: 298,1365, trouvée : 298,1442. Les données analytiques 

sont en accord avec les données précédemment décrites [210]. 

XI-1.3. (E)-N-(2-phényléthyl)-4-hydroxycinnamide (46) 
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Protocole général utilisant l’acide 4-hydroxycinnamique (272 mg, 1,66 mmol) et la 2-

phényléthylamine (209 µL, 1,66 mmol) pour obtenir le composé 46 (288 mg, 65%) sous 

forme de sirop incolore. Rf = 0,56 (CH2Cl2/MeOH 95:5); IR (ATR) γ cm
-1

: 3400, 3263, 3085, 

3064, 3026, 2934, 2813, 2750, 2687, 2608, 1651, 1600, 1579, 1511; 
1
H-NMR (MeOD-d4, 

300 MHz):  7,47-7,38 (m, 3H), 7,31-7,17 (m, 5H), 6,78 (d, J = 8,4, 2H), 6,38 (d, J = 15,7, 

1H), 3,51 (t, J = 7,2, 2H), 2,85 (t, J = 7,2, 2H); HRMS (ESI) m/z calculée pour C17H18NO2 [M 

+ H]
+ 

: 268,1259, trouvée : 268,1336. Les données analytiques sont en accord avec les 

données précédemment décrites [211].  

XI-1.4. (E)-N-(2-phényléthyl)-3,4,5-triméthoxycinnamide (47) 

 

 

Protocole général utilisant l’acide 3,4,5-triméthoxycinnamique (395 mg, 1,66 mmol) 

et la 2-phényléthylamine (209 µL, 1,66 mmol) pour obtenir le composé 47 (511 mg, 90%) 

sous forme de solide blanc. Rf = 0,56 (CH2Cl2/MeOH 95:5); IR (ATR) γ cm
-1

: 3305, 3087, 

3062, 3030, 3005, 2967, 2933, 2862, 2835, 1653, 1615, 1581, 1536, 1506; 
1
H-NMR (CDCl3, 

300 MHz):  7,53 (d, J = 15,5, 1H), 7,36-7,22 (m, 5H), 6,71 (s, 2H), 6,22 (d, J = 15,5, 1H), 

5,55 (bs, 1H), 3,88 (s, 6H), 3,87 (s, 3H), 3,71-3,65 (m, 2H), 2,89 (t, J = 6,8, 2H);
 13

C-NMR 

(CDCl3, 75 MHz):  165,9, 153,5, 141,1, 139,6, 138,9, 130,5, 128,9, 128,8, 126,7, 120,0, 
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104,9, 61,1, 56,2, 40,9, 35,7; HRMS (ESI) m/z calculée pour C20H24NO4 [M + H]
+ 

: 342,1627, 

trouvée : 342,1709.   

XI-1.5. (E)-N-(2-phényléthyl)cinnamide (48)  

 

Protocole général utilisant l’acide cinnamique (246 mg, 1,66 mmol) et la 2-

phényléthylamine (209 µL, 1,66 mmol) pour obtenir le composé 48 (330 mg, 79%) sous 

forme de solide blanc. Rf = 0,7 (CH2Cl2/MeOH 95:5); IR (ATR) γ cm
-1

: 3265, 3062, 3030, 

2971, 2944, 2862, 1959, 1895, 1819, 1660, 1651, 1603, 1579, 1544; 
1
H-NMR (CDCl3, 300 

MHz):  7,62 (d, J = 15,5, 1H), 7,50-7,47 (m, 2H), 7,40-7,31 (m, 5H), 7,25-7,22 (m, 3H), 

6,32 (d, J = 15,5, 1H), 5,58 (bs, 1H), 3,71-3,65 (m, 2H), 2,90 (t, J = 6,6, 2H); HRMS (ESI) 

m/z calculée pour C17H18NO [M + H]
+ 

: 252,1310, trouvée : 252,1386. Les données 

analytiques sont en accord avec les données précédemment décrites [212]. 

XI-1.6. (E)-N-(2-(4-hydroxyphényl)éthyl)-3,4-dihydroxycinnamide (49) 

 

Protocole général utilisant l’acide 3,4-dihydroxycinnamique (300 mg, 1,66 mmol) et la 

2-(4-hydroxyphényl)éthylamine (228 mg, 1,66 mmol) pour obtenir le composé 49 (358 mg, 

72%) comme un solide jaune pâle. Rf = 0,64 (Cyclohexane/EtOAc 1:9); IR (ATR) γ cm
-1

: 

3349, 3167, 3030, 2960, 2930, 2877, 1727, 1645, 1602, 1578, 1535, 1514; 
1
H-NMR (DMSO-
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d6, 300 MHz):  9,23 (bs, 3H), 8,02 (bs, 1H), 7,21 (d, J = 15,6, 1H), 7,0 (d, J = 8,2, 2H), 6,93 

(s, 1H), 6,82 (d, J = 8,0, 1H), 6,73 (d, J = 8,0, 1H), 6,67 (d, J = 8,2, 2H), 6,31 (d, J = 15,6, 

1H), 3,34-3,28 (m, 2H), 2,63 (t, J = 7,3, 2H); HRMS (ESI) m/z calculée pour C17H18NO4 [M + 

H]
+ 

: 300,1236, trouvée : 300,1235. Les données analytiques sont en accord avec les données 

précédemment décrites
 
[213]. 

XI-1.7. (E)-N-(4-hydroxyphénéthyl)-3-méthoxy-4-hydroxycinnamide (50) 

 

Protocole général utilisant l’acide 3-méthoxy-4-hydroxycinnamique (322 mg, 1,66 

mmol) et la 4-hydroxyphénéthylamine (228 mg, 1,66 mmol) pour obtenir le composé 50 (298 

mg, 57%) sous forme de solide blanc. Rf = 0,22 (Cyclohexane/EtOAc 5:5); IR (ATR) γ cm
-1

: 

3287, 3015, 2936, 1651, 1586, 1510; 
1
H-NMR (MeOD-d4, 300 MHz):  7,43 (d, J = 16,0, 

1H), 7,12 (s, 1H), 7,07-7,01 (m, 3H), 6,79 (d, J = 8,1, 1H), 6,71 (d, J = 8,0, 2H), 6,40 (d, J = 

16,0, 1H), 3,88 (s, 3H), 3,47 (t, J = 6,9, 2H), 2,76 (t, J = 6,9, 2H); HRMS (ESI) m/z calculée 

pour C18H20NO4 [M + H]
+ 

: 314,1314, trouvée : 314,1396. Les données analytiques sont en 

accord avec les données précédemment décrites [214].  

XI-1.8.  (E)-N-(4-hydroxyphénéthyl)-4-hydroxycinnamide (51) 
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Protocole général utilisant l’acide 4-hydroxycinnamique (272 mg, 1,66 mmol) et la 4-

hydroxyphénéthylamine (228 mg, 1,66 mmol) pour obtenir le composé 51 (233 mg, 50%) 

sous forme de solide blanc. Rf = 0,30 (Cyclohexane/EtOAc 5:5); IR (ATR) γ cm
-1

: 3431, 

3171, 3024, 2942, 1895, 1660, 1622, 1602, 1590, 1530, 1510; 
1
H-NMR (MeOD-d4, 300 

MHz):  7,46-7,38 (m, 3H), 7,05 (d, J = 8,1, 2H), 6,78 (d, J = 8,3, 2H), 6,71 (d, J = 8,1, 2H), 

6,38 (d, J = 15,6, 1H), 3,45 (t, J = 7,3, 2H), 2,75 (t, J = 7,3, 2H); HRMS (ESI) m/z calculée 

pour C17H18NO3 [M + H]
+ 

: 284,1208, trouvée : 284,1285. Les données analytiques sont en 

accord avec les données précédemment décrites [215]. 

XI-1.9.  (E)-N-(4-hydroxyphénéthyl)-3,4,5-triméthoxycinnamide (52) 

 

Protocole général utilisant l’acide 3,4,5-triméthoxycinnamique (395 mg, 1,66 mmol) 

et la 4-hydroxyphénéthylamine (228 mg, 1,66 mmol) pour obtenir le composé 52 (586 mg, 

98%) sous forme de solide blanc. Rf = 0,26 (Cyclohexane/EtOAc 5:5); IR (ATR) γ cm
-1

: 

3323, 3012, 2963, 2940, 2909, 2888, 2847, 2824, 2605, 1994, 1652, 1605, 1580, 1544, 1516, 

1504; 
1
H-NMR (MeOD-d4, 300 MHz):  7,44 (d, J = 15,7, 1H), 7,06 (d, J = 8,1, 2H), 6,86 (s, 

2H), 6,72 (d, J = 8,1, 2H), 6,51 (d, J = 15,7, 1H), 3,87 (s, 6H), 3,78 (s, 3H), 3,48 (t, J = 7,2, 

2H), 2,76 (t, J = 7,2, 2H); 
13

C-NMR (MeOD-d4 + 10% CDCl3, 75 MHz):  168,5, 156,8, 

154,5, 141,6, 140,4, 132,1, 131,1, 130,7, 121,2, 116,2, 106,1, 61,3, 56,7, 42,5, 35,7; HRMS 

(ESI) m/z calculée pour C20H24NO5 [M + H]
+ 

: 358,1576, trouvée : 358,1657. 
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XI-1.10.  (E)-N-(4-hydroxyphénéthyl)-cinnamide (53) 

 

Protocole général utilisant l’acide cinnamique (246 mg, 1,66 mmol) et 

la 4-hydroxyphénéthylamine (228 mg, 1,66 mmol) pour obtenir le composé 53 (359 mg, 81%) 

sous forme de solide blanc. Rf = 0,44 (Cyclohexane/EtOAc 5:5); IR (ATR) γ cm
-1

: 3429, 

3268, 3059, 3022, 2941, 2922, 2858, 1889, 1665, 1624, 1611, 1592, 1532, 1512; 
1
H-NMR 

(MeOD-d4, 300 MHz):  7,56-7,49 (m, 3H), 7,42-7,33 (m, 3H), 7,06 (d, J = 8,2, 2H), 6,72 (d, 

J = 8,2, 2H), 6,57 (d, J = 16,0, 1H), 3,47 (t, J = 6,9, 2H), 2,76 (t, J = 6,9, 2H); HRMS (ESI) 

m/z calculée pour C17H18NO2 [M + H]
+ 

: 268,1259, trouvée : 268,1337. Les données 

analytiques sont en accord avec les données précédemment décrites [216]. 

XI-1.11.  (E)-N-(3,4-dihydroxyphénéthyl)-3,4-dihydroxycinnamide (54) 

 

Protocole général utilisant l’acide 3,4-dihydroxycinnamique (300 mg, 1,66 mmol) et la 

3,4-dihydroxyphénéthylamine hydrochlorure (315 mg, 1,66 mmol) pour obtenir le composé 

54 (229 mg, 44%) comme un solide jaune pâle. Rf = 0,45 (CH2Cl2/MeOH 85:15); IR (ATR) γ 

cm
-1

: 3214, 2938, 2723, 1695, 1650, 1586, 1514; 
1
H-NMR (Acetone-d6, 300 MHz):   8,15 

(bs, 4H), 7,43 (s, 1H), 7,42 (d, J = 15,6, 1H), 7,06 (s, 1H), 6,89 (d, J = 8,1, 1H), 6,8 (d, J = 

8,2, 1H), 6,72 (s, 1H), 6,69 (d, J = 8,2, 1H), 6,52 (d, J = 8,1, 1H), 6,44 (d, J = 15,6, 1H), 3,47 

(m, 2H), 2,67 (t, J = 6,9, 2H); HRMS (ESI) m/z calculée pour C17H18NO5 [M + H]
+ 

: 
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316,1185; trouvée : 316,1181. Les données analytiques sont en accord avec les données 

précédemment décrites
 
[217]. 

XI-1.12.  (E)-N-(3,4-dihydroxyphénéthyl)-3-méthoxy-4-hydroxycinnamide (55) 

 

Protocole général utilisant l’acide 3-méthoxy-4-hydroxycinnamique (322 mg, 1,66 

mmol) et la 3,4-dihydroxyphénéthylamine hydrochlorure (315 mg, 1,66 mmol) pour obtenir le 

composé 55 (164 mg, 30%) sous forme de solide blanc. Rf = 0,14 (CH2Cl2/MeOH 95:5); IR 

(ATR) γ cm
-1

: 3321, 2969, 2937, 2841, 2720, 1651, 1585, 1510; 
1
H-NMR (MeOD-d4, 300 

MHz):  7,43 (d, J = 16,0, 1H), 7,12 (s, 1H), 7,02 (d, J = 8,0, 1H), 6,79 (d, J = 8,3, 1H), 6,71-

6,67 (m, 2H), 6,55 (d, J = 8,0, 1H), 6,40 (d, J = 16,0, 1H), 3,88 (s, 3H), 3,46 (t, J = 7,0, 2H), 

2,70 (t, J = 7,0, 2H).  
13

C-NMR (MeOD-d4, 75 MHz):  169,3, 149,9, 149,4, 146,4, 144,9, 

142,2, 132,2, 128,4, 123,4, 121,2, 118,9, 117,0, 116,6, 116,5, 111,6, 56,5, 42,7, 36,2; HRMS 

(ESI) m/z calculée pour C18H20NO5 [M + H]
+ 

: 330,1263; trouvée : 330,1342.  

XI-1.13.  (E)-N-(3,4-dihydroxyphénéthyl)-4-hydroxycinnamide (56) 

 

Protocole général utilisant l’acide 4-hydroxycinnamique (272 mg, 1,66 mmol) et la 

3,4-dihydroxyphénéthylamine hydrochlorure (315 mg, 1,66 mmol) pour obtenir le composé 

56 (204 mg, 41%) sous forme de solide blanc. Rf = 0,15 (CH2Cl2/MeOH 95:5); IR (ATR) γ 
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cm
-1

: 3270, 3025, 2938, 2817, 2701, 1696, 1648, 1577, 1511; 
1
H-NMR (MeOD-d4, 300 

MHz):  7,44 (d, J = 16,0, 1H), 7,40 (d, J = 8,4, 2H), 6,79 (d, J = 8,4, 2H), 6,70-6,67 (m, 2H), 

6,55 (d, J = 8,0, 1H), 6,38 (d, J = 16,0, 1H), 3,45 (t, J = 7,0, 2H), 2,70 (t, J = 7,0, 2H); HRMS 

(ESI) m/z calculée pour C17H18NO4 [M + H]
+ 

: 300,1158; trouvée : 300,1233. Les données 

analytiques sont en accord avec les données précédemment décrites [178]. 

XI-1.14.  (E)-N-(3,4-dihydroxyphénéthyl)-3,4,5-triméthoxycinnamide (57) 

 

Protocole général utilisant l’acide 3,4,5-triméthoxycinnamique (395 mg, 1,66 mmol) 

et la 3,4-dihydroxyphénéthylamine hydrochlorure (315 mg, 1,66 mmol) pour obtenir le 

composé 57 (436 mg, 70%) sous forme de solide blanc. Rf = 0,26 (CH2Cl2/MeOH 95:5); IR 

(ATR) γ cm
-1

: 3337, 3105, 3040, 2963, 2944, 2843, 2728, 1706, 1658, 1613, 1605, 1585, 

1544, 1504; 
1
H-NMR (MeOD-d4, 300 MHz):  7,44 (d, J = 15,7, 1H), 6,87 (s, 2H), 6,71-6,67 

(m, 2H), 6,57-6,48 (m, 2H), 3,87 (s, 6H), 3,78 (s, 3H), 3,47 (t, J = 7,2, 2H), 2,71 (t, J = 7,2, 

2H); HRMS (ESI) m/z calculée pour C20H24NO6 [M + H]
+ 

: 374,1525; trouvée : 374,1605. Les 

données analytiques sont en accord avec les données précédemment décrites [218].  

XI-1.15.  (E)-N-(3,4-dihydroxyphénéthyl)cinnamide (58) 
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Protocole général utilisant l’acide cinnamique (246 mg, 1,66 mmol) et  

3,4-dihydroxyphénéthylamine hydrochlorure (315 mg, 1,66 mmol) pour obtenir le composé 

58 (293 mg, 62%) sous forme de sirop incolore. Rf = 0,29 (CH2Cl2/MeOH 95:5); IR (ATR) γ 

cm
-1

: 3265, 2927, 1702, 1655, 1599, 1519; 
1
H-NMR (MeOD-d4, 300 MHz):  7,56-7,49 (m, 

3H), 7,42-7,35 (m, 3H), 6,71-6,67 (m, 2H), 6,60-6,54 (m, 2H), 3,47 (t, J = 7,2, 2H), 2,71 (t, J 

= 7,2, 2H); HRMS (ESI) m/z calculée pour C17H18NO3 [M + H]
+ 

: 284,1208; trouvée : 

284,1283. Les données analytiques sont en accord avec les données précédemment décrites 

[178].  

XI-1.16.  (E)-N-(4-hydroxyphényl)-3,4-dihydroxycinnamide (59) 

 

Protocole général utilisant l’acide 3,4-dihydroxycinnamique (300 mg, 1,66 mmol) et la 

4-hydroxyphénylamine (181 mg, 1,66 mmol) pour obtenir le composé 59 (84 mg, 19%) sous 

forme de solide brun. Rf = 0,65 (Cyclohexane/EtOAc 1:9); IR (ATR) γ cm
-1

: 3210, 1696, 

1648, 1588, 1535, 1508; 
1
H-NMR (DMSO-d6, 300 MHz):  9,83 (s, 1H), 9,46 (bs, 1H), 9,21 

(bs, 2H), 7,46 (d, J = 8,6, 2H), 7,33 (d, J = 15,6, 1H), 6,98 (s, 1H), 6,88 (d, J = 8,3, 1H), 6,76 

(d, J = 8,3, 1H), 6,70 (d, J = 8,6, 2H), 6,49 (d, J = 15,6, 1H); HRMS (ESI) m/z calculée pour 

C15H14NO4 [M + H]
+ 

: 272,0923, trouvée : 272,0918. Les données analytiques sont en accord 

avec les données précédemment décrites [219]. 
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XI-1.17.  N-(4-hydoxyphénéthyl)-3,4-dihydroxybenzamide (60) 

 

Protocole général utilisant l’acide 3,4-dihydroxybenzoïque (256 mg, 1,66 mmol) et la 

4-hydroxyphénéthylamine (228 mg, 1,66 mmol) pour obtenir le composé 60 (53 mg, 12%) 

sous forme de sirop incolore. Rf = 0,19 (CH2Cl2/MeOH 95:5); IR (ATR) γ cm
-1

: 3177, 2970, 

2948, 2869, 1698, 1632, 1589, 1553, 1510; 
1
H-NMR (MeOD-d4, 300 MHz):  7,24 (d, J = 

2,0, 1H), 7,15 (dd, J1 = 8,2, J2 = 2,0, 2H), 7,06 (d, J = 8,3, 2H), 6,78 (d, J = 8,2, 1H), 6,71 (d, J 

= 8,3, 2H), 3,49 (t, J = 7,3, 2H), 2,78 (t, J = 7,3, 2H). HRMS (ESI) m/z calculée pour 

C15H16NO4 [M + H]
+ 

: 274,1001, trouvée : 274,1072. Les données analytiques sont en accord 

avec les données précédemment décrites [220].  

XI-1.18.  3-(3,4-Dihydroxyphényl)-2-[3-(3,4-dihydroxyphényl)-acryloylamino]-

propionique méthyl ester (61) 

 

Protocole général utilisant l’acide 3,4-dihydroxycinnamique (300 mg, 1,66 mmol) et la 

L-3,4-dihydroxyphénylalanine méthyl ester (315 mg, 1,66 mmol, précédemment préparé 

d’après [221])
 
pour obtenir le composé 61 (332 mg, 54%) sous forme de solide jaune. Rf = 0,5 

(CH2Cl2/MeOH 85:15); IR (ATR) γ cm
-1

: 3308, 2953, 2838, 2725, 1722, 1650, 1594, 1514; 

1
H-NMR (DMSO-d6, 300 MHz):   8,35 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 7,20 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 6,93 
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(s, 1H), 6,83 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 6,73 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 6,61-6,59 (m, 2H), 6,45 (d, J = 8,1 

Hz, 1H), 6,38 (d, J = 15,7 Hz, 1H), 4,46 (m, 1H), 3,60 (s, 3H), 2,89-2,72 (m, 2H); HRMS 

(ESI) m/z calculée pour C19H20NO7 [M + H]
+ 

: 374,1240; trouvée : 374,1240. Les données 

analytiques sont en accord avec les données précédemment décrites [222].  

XI-1.19.  (E)-N-(3,4-dihydroxycinnamoyl)-L-cystéine méthyl ester (62) 

 

Protocole général utilisant l’acide 3,4-dihydroxycinnamique (300 mg, 1,66 mmol) et  

L-cystéine méthyl ester hydrochlorure (285 mg, 1,66 mmol) pour obtenir le composé 62 (50,8 

mg, 10%) sous forme de solide blanc. Rf = 0,19 (CH2Cl2/MeOH 95:5); IR (ATR) γ cm
-1

: 

3472, 3400, 3318, 3163, 2952, 2551, 1730, 1654, 1592, 1524; 
1
H-NMR (Acetone-d6, 300 

MHz):  8,31 (bs, 2H), 7,52 (d, J = 7,6, 1H), 7,44 (d, J = 15,6, 1H), 7,09 (d, J = 1,8, 1H), 6,97 

(dd, J1 = 1,8, J2 = 8,2, 1H), 6,84 (d, J = 8,2, 1H), 6,62 (d, J = 15,6, 1H), 4,87-4,80 (m, 1H), 

3,73 (s, 3H), 3,05-2,93 (m, 2H), 1,96 (t, J = 8,5, 1H); HRMS (ESI) m/z calculée pour 

C13H16NO5S [M + H]
+ 

: 298,0671; trouvée : 298,0750. Les données analytiques sont en 

accord avec les données précédemment décrites [217].  

 

XI-2. Synthèse des dérivés esters de l’acide caféique 

Protocole général (Réaction de Mitsunobu) : À une solution refroidie (0°C) 

fraîchement préparée contenant un alcool (1 mmol) et l'acide caféique (180 mg, 1 mmol, 1 

éq.) dans le tétrahydrofurane (THF) anhydre (3,5 ml), sont ajoutés la triphénylphosphine (280 
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mg, 1 mmol, 1 éq.) et le diisopropylazodicarboxylate (208 ul, 1 mmol, 1 éq.). Après agitation 

pendant 48 heures à température ambiante, le mélange réactionnel est concentré sous pression 

réduite, puis le résidu est partagé entre l'acétate d'éthyle (60 ml) et une solution de NaHCO3 

saturé (50 ml). La phase organique est lavée avec de la saumure (50 ml), puis séchée sur 

Na2SO4 anhydre avant d’être concentrée sous pression réduite. Le résidu obtenu est alors 

purifié par chromatographie flash (dépôt solide, éluants: CH2Cl2/MeOH, 98: 2 à 90:10) pour 

isoler l'ester désiré [185].  

XI-2.1. (E)-phénéthyl 3-(3,4-dihydroxyphényl)acrylate (63) 

 

Protocole général utilisant le 2-phényléthanol (124 L, 1 mmol). Des purifications par 

chromatographie flash (CH2Cl2/MeOH, 98: 2 à 90:10) puis par CLHP préparative 

(Eau/MeOH, en gradient) ont été utilisées pour isoler le composé 63 (61 mg, 21%) sous forme 

de solide blanc. Rf = 0,33 (Cyclohexane/EtOAc 60:40); 
1
H-NMR (Acetone-d6, 300 MHz):  

8,39 (bs, 1H), 8,12 (bs, 1H), 7,52 (d, J = 16,0, 1H), 7,32 (s, 2H), 7,31 (s, 2H), 7,26-7,19 (m, 

1H), 7,15 (d, J = 2,1, 1H), 7,04 (dd, J1 = 2,1, J2 = 8,1, 1H), 6,87 (d, J = 8,1, 1H), 6,26 (d, J = 

16,0, 1H), 4,35 (t, J = 7,0, 2H), 2,99 (t, J = 7,0, 2H). Les données analytiques sont en accord 

avec les données précédemment décrites [223].  
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XI-2.2. (E)-4-hydroxyphénéthyl-3-(3,4-dihydroxyphényl)acrylate (64) 

 

Protocole général utilisant le tyrosol (138 mg, 1 mmol) pour obtenir le composé 64 

(170 mg, 57%) sous forme de solide blanc. Rf = 0,18 (CH2Cl2/MeOH 95:5); 
1
H-NMR 

(Acetone-d6, 300 MHz):  8,30 (bs, 3H), 7,52 (d, J = 16, 1H), 7,15-7,11 (m, 3H), 7,04 (dd, J1 

= 1,9,  J2 = 8,0, 1H), 6,86 (d, J = 8,0, 1H), 6,78 (d, J = 8,4, 2H), 6,27 (d, J = 16,0, 1H), 4,28 

(t, J = 7,0, 2H), 2,89 (t, J = 7,0, 2H). Les données analytiques sont en accord avec les données 

précédemment décrites [224].  

XI-2.3. (E)-4-hydroxybenzyl-3-(3,4-dihydroxyphényl)acrylate (65) 

 

Protocole général utilisant l’alcool 4-hydroxybenzylique (124 mg, 1 mmol) pour obtenir le 

composé 65 (21 mg, 7%) sous forme de solide jaune pâle. Rf = 0,12 (CH2Cl2/MeOH 95:5); 

1
H-NMR (Acetone-d6, 300 MHz):  8,39 (bs, 3H), 7,55 (d, J = 16,0, 1H), 7,28 (d, J = 8,4, 

2H), 7,16 (d, J = 2,0, 1H), 7,04 (dd, J1 = 2,0,  J2 = 8,2, 1H), 6,87-6,83 (m, 3H), 6,30 (d, J = 

16,0, 1H), 5,10 (s, 2H). 
13

C-NMR (Acetone-d6, 400 MHz):  167,4, 158,4, 146,3, 145,9, 

131,1, 129,1, 128,6, 127,7, 122,6, 116,4, 116,1, 115,7, 115,3, 66,4. HRMS (ESI) m/z calculée 

pour C16H14NaO5 [M + Na]
+ 

: 309.0841; trouvée : 309.0732.  
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XI-3. Synthèse de (E)-acétoxybenzyl-3-(3,4-dihydroxyphényl)acrylate (66) 

XI-3.1. Acide 3,4-di-O-acétylcaféique 

 

Dans un ballon à fond rond placé dans un bain d'eau glacée, contenant la solution 

d'acide caféique (900 mg, 5 mmol) et de DMAP (15 mg, 0,125 mmol) dans de la pyridine (2,5 

ml) est ajouté de l'anhydride acétique (1,2 ml, 12,5 mmol). Le mélange réactionnel est agité 

pendant 1 h, puis versé sur de la glace pilée. La phase aqueuse est acidifiée avec solution HCl 

1 M, puis extraite par EtOAc / THF (3: 1; 3 x 40 ml). Les phases organiques combinées sont 

séchées sur Na2SO4, filtrée, concentrée sous pression réduite, puis laisser sécher à température 

ambiante pendant une nuit. La trituration du résidu avec de l’éther de pétrole (30 ml) 

contenant de petites quantités d'EtOAc (5 gouttes) a fournit l’acide 3,4-di-O-acétylcaféique 

(1,27 g, 96%) sous forme d'un solide blanc [190]. Rf = 0,2 (Cyclohexane/EtOAc 60:40);  
1
H-

NMR (DMSO-d6, 300 MHz):  12,55 (bs, 1H, -OH), 7,65 (s, 1H, H-ar), 7,63 (d, J = 8,6 Hz, 

1H, H-ar), 7,54 (d, J = 16,2 Hz, 1H, Hβ), 7,31 (d, 1H, H-ar), 6,53 (d, J = 15,8 Hz, 1H), 2,29 (s, 

3H, -OCH3), 2,28 (s, 3H, -OCH3).  

XI-3.2. Chlorure d’acide 3,4-O-diacétylcaféique  

 

Dans un ballon à fond rond de 50 ml, sous atmosphère d'azote, l’acide 3,4-di-O-

acétylcaféique (1 g, 3,78 mmol) est mis en suspension dans du toluène (10 ml) contenant une 
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goutte de DMF. Le ballon est ensuite placé dans un bain d'eau glacée (0°C), et le chlorure 

d'oxalyle (0,66 ml, 7,692 mmol) est ajouté. Après une agitation pendant 3h à la température 

ambiante, tous les matériels de départ sont dissouts conduisant à la formation d’une solution 

brun pâle. Le toluène et le chlorure d'oxalyle restants sont éliminés sous pression réduite pour 

obtenir un solide (1,33g), de couleur jaune pâle. Ce solide est ensuite utilisé immédiatement 

(sans purification) pour l'étape suivante [190]. Rf = 0,5 (Cyclohexane/EtOAc 50:50) (CCM: la 

solution réactionnelle a été prélevée et diluée dans MeOH pour convertir le produit sous 

forme d’ester avant de déposer sur la plaque Silicagel).  

XI-3.3. Alcool  4-O-acétylbenzylique 

 

Dans un ballon de 50 ml contenant une solution, sous agitation, d'alcool 4-

hydroxybenzylique (1,24 g, 10 mmol) en solution aqueuse de NaOH 6 M (2,5 ml), 7,5g de 

glace ont été ajoutés. Le ballon est lui-même placé dans un bain d'eau glacée et l'anhydride 

acétique (1,33 ml, 12 mmol) est ajouté lentement pendant 40 min sous agitation vigoureuse. 

Le mélange réactionnel est ensuite agité à 0°C pendant 2 h, puis à température ambiante 

pendant une nuit. La solution est extraite trois fois avec EtOAc (3 x 20 ml), puis les phases 

organiques sont réunies puis lavées avec de la saumure (10 ml), séchées sur Na2SO4, puis 

concentrées sous pression réduite. Le résidu a été purifié par chromatographie flash 

(Cyclohexane/EtOAc 90 :10 (20min) puis 50 :50 (30min)) pour obtenir l’alcool 4-O-

acétylbenzylique (778 mg, 47%) sous forme d’une huile jaune pâle [191]. Rf = 0,4 

(Cyclohexane/EtOAc 60:40) ; 
1
H-NMR (DMSO-d6, 300 MHz):  7,33 (d, J = 8,1, 2H), 7,06 

(d, J = 8,0, 2H), 4,48 (s, 2H), 5,22(bs, 1H), 4,48 (s, 2H), 2,25 (s, 3H). 
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XI-3.4. (E)-acétoxybenzyl-3-(3,4-diacétoxyphényl)acrylate 

 

Dans un ballon de 50 ml, sous atmosphère d'azote, contenant une solution de l’alcool 

4-O-acétylbenzylique (0,51 g, 3,1 mmol) et de DMAP (57 mg, 0,47 mmol) dans CH2Cl2 (30 

mL), sont ajoutés la pyridine (3 ml) et le chlorure d’acide 3,4-O-diacétylcaféique (1,33 g, 4,7 

mmol) à température ambiante. Le mélange réactionnel est agité pendant 5 h, puis acidifié 

avec une solution HCl 1M (pH=3) (30 ml). Les phases sont séparées, et la phase aqueuse est 

extraite avec CH2Cl2 (3 x 20 ml). Les phases organiques sont combinées et séchées (Na2SO4), 

filtrées et enfin concentrées sous vide pour obtenir une huile jaune. Ce résidu est ensuite 

purifié par chromatographie sur colonne (Cyclohexane/EtOAc 50:50) pour obtenir le produit 

désiré sous forme d’une huile incolore (444 mg, 35%) [190]. Rf = 0,5 (Cyclohexane/EtOAc 

50:50) ; 
1
H-NMR (DMSO-d6, 300 MHz):  7,67-7,72 (m, 3H, 2H-ar and 1Hβ), 7,48 (d, J= 

8,3Hz, 2H, H-ar), 7,32 (d, J= 8,9 Hz, 1H, H-ar), 7,15 (d, J= 8,3 Hz, 2H, H-ar), 6,72 (d, J= 

16,0 Hz 1H, Hα), 5,23 (s, 2H, -CH2-), 2,29 (s, 6H, 2 x -OCH3), 2,27 (s, 3H, -OCH3) ; HRMS 

(ESI) m/z calculée pour C22H20NaO8 [M + Na]
+ 

: 435,0671, trouvée : 435,1059. 

XI-3.5. (E)-acétoxybenzyl-3-(3,4-dihydroxyphényl)acrylate (66) 

 

A une solution de (E)-acétoxybenzyl-3-(3,4-diacétoxyphényl)acrylate (159 mg, 0,38 

mmol) dans MeOH (5 ml), on ajoute NaOMe (6,2 mg, 0,11 mmol, 0,23 éq.). Le mélange 
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réactionnel est agité à température ambiante pendant 2 h, avant d’être dilué par MeOH (5 ml) 

et acidifié avec la résine Amberlite IR-120 (H+) résine jusqu’à pH = 7. Le mélange résultant 

est filtré puis concentré à sec. Le résidu est purifié par mise en œuvre de deux 

chromatographies flash successives (éluant: CH2Cl2 / MeOH 98: 2 à 80:20) pour obtenir (66) 

sous forme de solide blanc. Rf = 0.55 (CH2Cl2/MeOH 90:10); 
1
H-NMR (Acetone-d6, 300 

MHz):  8,38 (bs, 2H), 7,59 (d, J = 16,0, 1H), 7,48 (d, J = 8,2, 2H), 7,17-7,12 (m, 3H), 7,06 

(dd, J1 = 2,0,  J2 = 8,0, 1H), 6,86 (d, J = 8,0, 1H), 6,34 (d, J = 16,0, 1H), 5,21 (s, 2H), 2,26 (s, 

3H).  
13

C-NMR (Acetone-d6, 75 MHz):  169,7, 167,3, 151,8, 148,9, 146,4, 146,2, 135,2, 

130,2, 127,6, 122,77, 122,73, 116,4, 115,4, 115,3, 65,8, 21,0; HRMS (ESI) m/z calculée pour 

C18H17NO6 [M + H]
+ 

: 329,0947; trouvée : 329,1018.  

La cinétique de cette réaction a été réalisée en changeant des conditions 

réactionnelles : NaOMe éq. 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 et à température ambiante, 40°C, 50°C. A 

chaque étape, un petit volume (10 L) du mélange réactionnel a été prélevé, dilué dans le 

MeOH, filtré sur le filtre millipore Nylon 0,2 m et analysé par CLHP analytique. Eluants :  

Eau/MeOH 10 : 90 (5 min) ; 10 : 90 à 40 : 60 (20 min) ; 40 : 60 (5 min) ; 40 : 60 à 100% (5 

min), 100% MeOH à 10 : 90 (5 min), 10 : 90 (10 min).     

 

XI-4. Synthèse du 2,3,4,6-O-tétraacétyl-caféoyl-β-D-glucose (68) 

L’acide 3,4-O-diacétylcaféique a été préparé comme la procédure précédemment 

décrite dans la session XI-3. Le bromure de tétra-O-acétyl-α-D-glucose a été préparé comme 

suit : 
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XI-4.1. Penta-O-acétyl-β-D-glucose 

 

Dans un ballon de 50 ml, une suspension blanche d’anhydryde acétique (28,4 g, 26,25 

ml, 278 mmol) et de NaOAc (1,14 g, 13,9 mmol) est doucement chauffée à reflux. Le D-

glucose en poudre (5,00 g, 27,8 mmol) est lentement ajoutée sur une période de 15 min. Le 

mélange devient transparent. La solution est alors chauffée à reflux à 135 ° C pendant 5 min, 

puis refroidie à température ambiante. La réaction est ensuite stoppée par addition de glace 

(21,19 g) et abandonnée pendant 2h. Lors de ce traitement, le produit tétra-O-acétyl-β-D-

glucose précipite. Il est ensuite filtré, lavé avec l’eau froide jusqu'à ce que l'odeur d’acide 

acétique disparaisse. Le produit brut est alors purifié par recristallisation (EtOH, 100 ml) pour 

obtenir le penta-O-acétyl-β-D-glucose pur (4,3 g, 40%) sous forme d'une poudre blanche. La 

réaction est suivie par CCM (cyclohexane/EtOAc 60 : 40) et les composés sont révélés après 

pulvérisation d’une solution constituée de 0,5 ml d’anisaldéhyde, 9 ml d’éthanol, 0,5 ml 

d’acide sulfurique concentré et 0,1 ml d’acide acétique. La plaque CCM est chauffée à 100°C 

pour visualiser des tâches de sucre. Rf = 0,3 (cyclohexane/EtOAc 60 : 40). Point de fusion : 

131-132°C. 
1
H-NMR (CDCl3, 300 MHz):  5,68 (d, J = 8,1, 1H), 5,20 (dd, J1 = 9,8,  J2 = 9,4, 

1H), 5,16-5,10 (m, 2H), 4,26 (dd, J1 = 12,6,  J2 = 4,6, 1H), 4,11 (dd, J1 = 12,6,  J2 = 2,3, 

1H), 3,84 (ddd, J1 = 9,8,  J2 = 4,6, J3 = 2,3, 1H), 2,12 (s, 3H), 2,08 (s, 3H), 2,03 (s, 6H), 2,01 

(s, 3H). Les données analytiques sont en accord avec les données précédemment décrites 

[225].  
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XI-4.2. Bromure de tétra-O-acétyl-α-D-glucose 

 

Dans un ballon de 50 ml, le penta-O-acétyl-β-D-glucose (1,0 g, 2,56 mmol) est dissous 

dans CH2Cl2 (5 ml) sous atmosphère d'argon. Une solution à 30% d'HBr dans AcOH (2 ml) 

est ajoutée goutte à goutte (10-15 min) à 0°C. Le mélange ainsi obtenu (couleur orange) est 

agité à 0°C pendant 30 min, puis à température ambiante pendant une nuit (la progression de 

la réaction est suivie par CCM (cyclohexane/EtOAc 60 : 40) jusqu'à ce que tout le produit de 

départ est disparu. Après, la solution réactionnelle est diluée avec CH2Cl2 (10 ml) et versée 

dans la glace (10 g). La phase organique est ensuite séparée et lavée à l’eau froide (2x10 ml), 

avec une solution de NaHCO3 saturée (2x20 ml) et de la saumure ( 2x20 ml). Puis, la phase 

organique est séchée sur Na2SO4, filtrée et concentrée sous pression réduite pour obtenir le 

bromure de tétra-O-acétyl-α-D-glucose sous forme d’une huile incolore, avec un rendement 

quantitatif (1,13 g brut) [226]. Rf = 0,5 (cyclohexane/EtOAc 60 : 40). 
1
H-NMR (CDCl3, 300 

MHz):  6,61 (d, J = 3,9 Hz, 1H), 5,56 (t, J = 9,9 Hz, 1H), 5,16 (t, J = 9,3 Hz, 1H), 4,84 (dd, 

J1 = 10,05 Hz, J2 = 4,5 Hz, 1H), 4,36 – 4,27 (m, 2H), 4,13 (d, J = 10,08 Hz, 1H), 2,10 (s, 6H), 

2,05 (s, 3H), 2,03 (s, 3H).   
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XI-4.3. 2,3,4,6-O-tétraacétyl-(3,4-diacétoxycaféoyl)-β-D-glucose 

 

Dans un ballon de 50 ml, sous atmosphère d’azote, Ag2CO3 (413 mg, 1,5 mmol) et 

l’acide 3,4-O-diacétylcaféique (396 mg, 1,5 mmol) sont ajoutés dans CH2Cl2 (5 ml). Le 

mélange résultant est agité pendant 15 min à température ambiante, puis une solution de 

bromure de 2,3,4,6-tétra-O-acétyl-α-D-glucopyranosyle dans du CH2Cl2 (5 ml) est à son tour 

ajouté, goutte à goutte, durant 35 min, puis une nuit à température ambiante. Ce mélange 

réactionnel est ensuite filtré puis lavé par une solution de NaHCO3 1M (20 ml) et de la 

saumure (20 ml), séché sur Na2SO4, puis concentré sous vide. Le résidu a été purifié par 

chromatographie sur colonne (CH2Cl2/MeOH 98 : 2) pour obtenir le composé envisagé sous 

forme d’une huile incolore [226]. Rf = 0,25 (cyclohexane/EtOAc 60 : 40). 
1
H-NMR (CDCl3, 

300 MHz):  7,69 (d, 15,7H), 7,43-7,37 (m, 2H), 7,22 (s, 1H), 6,36 (d, J = 15,7, 1H), 5,83 (d, 

J = 8,0, 1H), 5,33-5,13 (m, 3H), 4,13 (dd, J1 = 12,6, J2 = 4,1, 1H), 4,13 (d, J = 12,0, 1H), 3,90 

(d, J = 9,1, 1H), 2,31-2,30 (m, 6H), 2,09-2,03 (m, 12H). HRMS (ESI) m/z calculée pour 

C27H30NaO15 [M + Na]
+ 

: 617,1584, trouvée : 617,1483.    

XI-4.4. 2,3,4,6-O-tétraacétyl-caféoyl-β-D-glucose (68) 
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À une solution de 2,3,4,6-O-tétraacétyl-(3,4-diacétoxycaféoyl)-β-D-glucose (290 mg, 

0,48 mmol) dans le MeOH (5 ml) est ajouté du NaOMe (65 mg, 0,12 mmol, 0,25 ép.). La 

solution réactionnelle jaune résultante est agitée à température ambiante pendant 2 h, puis 

diluée avec le MeOH (5 ml) et acidifiée par la résine Amberlite IR-120 (H+) jusqu’à pH = 7 

(solution légèrement jaune). Ce dernier mélange est filtré et évaporé à sec. Le résidu est 

ensutie purifié par chromatographie flash (éluant: CH2Cl2 / MeOH 98 : 2 à 80 : 20) pour 

obtenir le composé (68) sous forme d’un solide blanc [192].  Rf = 0,29 (Cyclohexane/EtOAc 

50:50); (CDCl3, 300 MHz):  7,61 (d, 15,9H), 7,06 (d, J = 2,0, 1H), 6,97 (dd, J1 = 8,1, J2 = 

2,0, 1H), 6,86 (d, J = 8,1, 1H), 6,18 (d, J = 15,9, 1H), 5,83 (d, J = 7,9, 1H), 5,33-5,13 (m, 3H), 

4,13 (dd, J1 = 12,7, J2 = 4,5, 1H), 4,17-4,09 (m, 1H), 3,93-3,87 (m, 1H), 2,07-2,01 (m, 12H). 

(CDCl3, 400 MHz):  170,7, 170,3, 170,1, 169,8, 165,4, 149,4, 148,2, 146,4, 127,3, 123,2, 

116,5, 115,6, 113,8, 92,5, 73,3, 73,2, 71,3, 69,0, 62,5, 55,0, 20,67, 20,63, 20,60; HRMS (ESI) 

m/z calculée pour C23H26NaO13 [M + Na]
+ 

: 533,1373; trouvée : 533,1271.  

 

XI-5. Hémi-synthèse des glucosides du picéatannol (PGs)  

Le bromure de tétra-O-acétyl-α-D-glucose a été préparé comme nous avons décrit 

dans XI-4.2. à partir de β-D-glucose.  

XI-5.1. Glysosylation par la méthode de Knoenigs-Knorr 

XI-5.1.1. Première procédure utilisant Ag2CO3 / THF 

Dans un ballon de 10 ml contenant du tamis moléculaire 4Å en poudre (1g) et Ag2CO3 

(670 mg), sous atmosphère d'argon, le produit brut de bromure de glycosyle (1,02 g) dans du 

THF séché (3 ml) est ajouté. La suspension est ensuite agitée à 0°C pendant 1h, puis une 

solution de picéatannol (122 mg) dans du THF sec (2 ml) est ajoutée. Le mélange réactionnel 
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est agité à température ambiante pendant une nuit, puis à 45°C pendant 5h. La suspension de 

couleur brune foncée est filtré à travers de la poudre Célite, et lavée à l’aide de THF (3x5 mL) 

[198]. Le filtrat et les liquides de lavage ont été combinés et concentrés sous vide pour obtenir 

le brut, analysé par CLHP. Eluants : Eau/CH3CN (+0,1% THF) 10 : 90 (5 min) ; 10 : 90 à 40 : 

60 (20 min) ; 40 : 60 (5 min) ; 40 : 60 à 100% (5 min), 100% CH3CN à 10 : 90 (5 min), 10 : 

90 (10 min).  

XI-5.1.2. Deuxième procédure utilisant KOH / EtOH 

 Dans un ballon de 5 ml , le picéatannol (54 mg, 0,22 mmol) est mélangé avec du 

bromure de glycosyle (90 mg, 0,22 mmol), 120 l d'hydroxyde de potassium et 2 ml d'éthanol 

absolu. Le mélange est agité pendant 1 semaine à température ambiante et régulièrement 

contrôlée par CCM (éluants : cyclohexane : EtOAc :acide formique 50 : 50 : 0,02). Le brut de 

réaction recolté à la fin de la réaction est ensuite purifié par flash pour obtenir trois fractions, 

analysées par RMN proton [199]. 

 

XI-5.2. Glysosylation par la méthode de catalyseur transfer des phases 

XI-5.2.1. Première procédure utilisant BnEt3N
+
Br

- 
/ K2CO3 

Un mélange de bromure de glycosyle (312 mg, 0,76 mmol) et de piceatannol (93 mg, 

0,38 mmol) dans 22 ml d’un mélange CH2Cl2 / H2O (10 : 1) est agité pendant 10 min. Puis, 

K2CO3 (157 mg, 1,14 mmol) et BnEt3N
+
Br

-
 (52 mg, 0,19 mmol) sont à leur tour ajoutés à 

cette solution. Le mélange réactionnel est vigoureusement agité, à 40°C et pendant 5h. Après 

avoir neutralisé la solution par HCl 1M dilué avec CHCl3, celle-ci est lavée par une solution 

saturée de NaHCO3 puis de la saumure, séché sur Na2SO4 puis concentrée sous pression 

réduite pour obtenir un résidu qui a été analysé par RMN de proton [200]. 
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XI-5.2.2. Deuxième procédure utilisant BnEt3N
+
Br

- 
/ NaOH 

Une solution aqueuse de NaOH 2,5% (5 ml) contenant du picéatannol (92 mg, 0,38 

mmol, 1 éq.) est agitée à température ambiante pendant 30 min (solution brune foncée). 15 ml 

d'une solution de bromure de benzyltriéthylammonium (BnEt3N
+
Br

-
) (126 mg, 0,46 mmol, 

1,2 éq.) dans CH2Cl2 y sont ajoutés, ainsi que du bromure de tétra-O-acétyl-α-D-glucose (189 

mg, 0,46 mmol, 1,2 éq.). Le mélange biphasique est vigoureusement agité pendant 5h, puis 

acidifié par une solution HCl 1M avant d’être extrait avec de l'acétate d'éthyle, puis lavé avec 

successivement une solution NaHCO3 1M (30 ml) et de la saumure (30 ml), puis séché sur 

Na2SO4 et enfin concentré sous vide pour obtenir un solide brun qui a été ensuite analysé par 

RMN de proton [201]. 
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Chapitre XII : Modélisation moléculaire – Études de docking  

XII-1. Modélisation moléculaire : prédiction de la structure de b-ARG I par 

homologie 

 La structure cristallographique de l’arginase bovine I (b-AGR I) n’étant pas, à l’heure 

actuelle, disponible pour des études de docking, nous avons prédit une nouvelle structure 3D 

de b-ARG I par homologie avec la structure h-ARG I dont la structure 3D a été cristallisée et 

est bien connue, en utilisant la séquence d'acides aminés de l’arginase de foie de Bos taurus 

(b-ARG I) disponible dans la base de données des protéines de NCBI (National Center for 

Biotechnology Information, www.ncbi.nih.gov/protein/Q2KJ64.1). Cette prédiction a été 

réalisée par le serveur en ligne I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/), 

qui est développé par Zhang et al [152]. 

 En fait, la séquence d'acides aminés de b-ARG I (Q2KJ64.1 codé) provenant de la 

source UniProtKB et contenant 322 acides aminés a été téléchargée. Le serveur I-Tasser 

(Protein Structure et Fonction Prédictions) a été utilisé pour prédire la structure d'homologie 

de b-ARG I. En bref, la séquence b-ARG I, qui comporte moins de 1500 des acides aminés, et 

donc conforme à la règle du serveur I-Tasser, a été importée en fichier FASTA sur ce site 

pour construire la structure d'homologie. Après de remplir les informations nécessaires 

inhérentes à la protéine, la construction de la structure d'homologie a été réalisée par Run I-

TASSER. Le serveur nous a renvoyé les modèles d'homologie de b-ARG I les plus 

appropriés, dans les 2-3 jours suivants.  

 La validation des modèles d’homologie de b-ARG I prédit par le serveur I-TASSER 

repose sur les paramètres de C-Score, TM-score, et RMSD. Parmi eux, C-Score est la valeur 

la plus fiable avec une fourchette acceptable pour [-5; 2]. Le TM-score représente le niveau de 

similarité globale des deux structures. Un TM-score supérieur à 0,5 suppose généralement le 

http://www.ncbi.nih.gov/protein/Q2KJ64.1
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
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même pli, tandis que des scores inférieurs à 0,17 reviennent à choisir au hasard des protéines 

non apparentées. Le serveaur I-TASSER fournit les cinq meilleurs modèles construits dans 

l’ordre des C-scores décroissants. Si la simulation de I-TASSER a une bonne convergence, il 

y a moins de cinq modèles construits, ce qui est généralement un bon signe pour avoir un 

modèle fiable. Dans notre étude, un seul modèle a été proposé par I-TASSER avec les 

paramères suivants : C-score = 1,74, TM-score = 0,96 ± 0,05, et RMSD = 2,9 ± 2,1 Å. Ce 

modèle était donc parfaitement conforme à une utilisation pour des études de docking.  

XII-2. Modélisation moléculaire : étude de docking sur l’arginase 

XII-2.1.  Préparation du récepteur  

Nous avons utilisé la structure d’homologie de b-ARG prédite par I-TASSER et la 

structure cristalline de h-ARG I complexé avec la nor-NOHA (id pdb: 3kv2) a été téléchargée 

à partir de la base-donné des protéines (www.rcsb.org). Ces deux récepteurs ont été préparés 

selon la procédure standard du logiciel LeadIt 2.0.2 [153]. Le site de liaison de b-ARG I a été 

défini à l'aide de l'outil Site Finder dans le logiciel MOE 2008.10 [171]. En effet, ce site 

contient 28 acides aminés (incluant les acides aminés essentiels pour l'activité enzymatique) 

qui sont Gln19, Arg21, Asp100, His101, Trp122, Val123, Asp124, Ala125, His126, Asp128, 

Asn130, Thr134, Thr135, Lys136, Thr137, Gly138 , Asn139, His141, Gly142, Gln143, 

Tyr176, Asp183, Glu186, Asp232, Asp234, Thr246, Val248, Glu277. Pour h-ARG I, le site 

de liaison a été défini comme étant l'ensemble des résidus d'acides aminés enfermés dans un 

rayon de 16,0 Å centré par le co-ligand, nor-NOHA. Toutes les molécules d'eau ont été 

éliminées. 
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XII-2.2.  Préparation des ligands 

Les ligands ont été construits et préparés en utilisant un logiciel Sybyl-X 2.0 [170]. 

Les structures 3D des ligands ont été optimisées par minimisation de l'énergie en utilisant la 

méthode Conj Grad avec des critères de convergence réglés à 0,0001 kcal/( Åmol), itérations 

maximales (10000) et la charge de Gasteiger Hükel assignée dans le champ de force Tripos, et 

d'autres paramètres ont été maintenus par défaut. Ensuite, ces structures ont été soumises à 

une courte dynamique moléculaire, et optimisées à nouveau par minimisation de l'énergie afin 

d'obtenir les conformères présentant l’énergie la plus faible, ceux qui ont été stockées dans la 

base de données pour la simulation de docking en utilisant le logiciel LeadIT [153]. 

XII-2.3.  Simulation de docking par LeadIT 2.1.1 

Les simulations de docking ont été réalisées en utilisant le programme FlexX 

[153,154] dans le logiciel LeadIt 2.0.2 avec un nombre de poses conservées reglé à 10 pour 

l'analyse. Le nombre maximum de solutions par itération est fixé à 1000, et le nombre 

maximal de solutions par fragmentation est reglé à 200. D’autres paramètres de docking sont 

maintenus par défaut. La technique de docking moléculaire utilisée dans cette étude est une 

méthode flexible avec un processus de fixation incrémentale des fragments de ligand, et le 

récepteur reste rigide. Les modes de liaison en 3D et 2D des solutions de docking sont créés 

en utilisant le logiciel MOE 2008.10 [171]. Le protocole de docking a été précédemment 

publié par Thai et ses collègues [227–230]. 
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Annexes  

Annexe 1 : Données analytiques des nouveaux composés  

 

Composé (47) 

 

 

 

 

 

 

 

1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz) 

 

 

 



 

232 

 

13
C-RMN (CDCl3, 75 MHz) 

 

 

 

 

IR (ATR) 
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HRMS-ESI 

 

Peak Start RT End Height Area Area % AreaSum% 

1 4,982 5,062 5,259 969,46 2571,363 100 100 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

234 

 

Composé (52) 

 

 

1
H-RMN (MeOD-d4, 300 MHz) 

 

 

13
C-RMN (MeOD-d4 + 10% CDCl3, 75 MHz) 
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IR (ATR) 

 

 

HRMS-ESI 

 

Peak Start RT End Height Area Area % AreaSum% 

1 4,226 4,289 4,473 363,74 920,226 100 100 
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Composé (55) 
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1
H-RMN (MeOD-d4, 300 MHz) 

 

 

13
C-RMN (MeOD-d4, 75 MHz) 
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IR (ATR) 

 

HRMS-ESI 

 

Peak Start RT End Height Area Area % AreaSum% 

1 3,393 3,46 3,61 199,4 584,604 100 100 
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Composé (65) 
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1
H-RMN (Acétone-d6, 300 MHz) 

 

 

13
C-RMN (Acétone-d6, 75 MHz) 
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HRMS-ESI 
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Composé (66) 

 

 

 

1
H-RMN (Acétone-d6, 300 MHz) 

 

 

13
C-RMN (Acétone-d6, 75 MHz) 
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HSQC (Acétone-d6, 400 MHz) 

 

 

HMBC (Acétone-d6, 400 MHz) 
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HRMS-ESI 
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Composé (68) 

 

 

 

1
H-RMN (CDCl3, 300 MHz) 

 

 

13
C-RMN (CDCl3, 400 MHz) 
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HSQC (Acétone-d6, 400 MHz) 

 

 

HMBC (Acétone-d6, 400 MHz) 
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HRMS-ESI 
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Annexe 2 : Courbes CI50 des composés étudiés sur b-ARG I   

 

Inhibiteurs de référence : 

 

BEC (10) 

 

nor-NOHA (5) 
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Polyphénols naturels : 

 

Acide chlorogénique, ACG (28) 

 

 

Picéatannol, PCT (36) 
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Resvératrol (37) 

 

 

(-)-épicatéchine (20) 
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Taxifoline (38) 

 

 

Quercétine (39) 
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Fisétine (40) 

 

 

Kaempférol (41) 
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Acide caféique (42) 

 

 

Acide quinique (43) 
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Dérivés d’amide de l’acide caféique : 

 

CAPA (44) 

 

 

Composé (49) 
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Composé (54) 

 

 

Composé (55) 

 

 

 

 

 

 

 



 

256 

 

Composé (56) 

 

 

Composé (57) 
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Composé (58) 

 

 

Composé (59) 
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Composé (60) 

 

 

Composé (61) 
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Composé (62) 

 

 

Dérivés d’ester de l’acide caféique : 

 

Composé (63) 
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Composé (64) 

 

 

Composé (65) 
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Composé (66) 

 

 

Composé (68) 
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Glucosides du picéatannol : 

 

Astringine (70) 

 

 

Picéide (71) 
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Annexe 3 : Modes de liaisons et scores de docking des molécules étudiées sur 

b-ARG I  

 

Composé Score (kJ/mol) Mode de liason en 3D Mode de liason en 2D 

(28) -15.6 

 

 

(36) -21.1 

 

 

(37) -17.8 
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(20) -14.2 

 

 

(38) -15.2 

 

 

(39) -17.2 

 

 

(40) -14.8 
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(41) -17.1 

 

 

(42) -15.9 

 

 

(43) -8.9 

 

 

(44) -20.3 
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(58) -20.7 

 

 

(63) -15.4 

 

 

(66) -21.0 
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Résumé :  

Recherche de nouveaux inhibiteurs d’arginase, d’origine naturelle et 

hémisynthétique, inspirés de l’acide chlorogénique et du picéatannol.  

L’inhibition de l’arginase a été montrée pour le traitement de la dysfonction 

endothéliale dans plusieurs pathologies. Des inhibiteurs sont actuellement commercialisés 

(nor-NOHA, ABH et BEC) mais en dépit de leur potentiel, ils sont incompatibles avec un 

usage médical per os. L’obtention de nouveaux inhibiteurs reste donc un challenge pour le 

développement de candidats médicaments. La source naturelle et la voie hémisynthétique 

notamment, restent encore des axes peu explorés.  

Visant d’abord le développement d’un test fiable et reproductible pour l’évaluation de 

la capacité inhibitrice de molécules, nous avons optimisé un test existant et mis en place un 

essai colorimétrique miniaturisé et partiellement automatisé, utilisant une arginase mammifère 

commerciale, purifiée de foie de bœuf. Ce test a été validé via l’utilisation d’inhibiteurs de 

référence (CI50 : nor-NOHA 1,7 M / BEC 3,3 M), avant d’être utilisé pour l’évaluation 

biologique d’une série de polyphénols naturels, mettant en évidence les potentialités 

inhibitrices de l’acide chlorogénique (acide caféoylquinique / CI50 10,6 M) et du picéatannol 

(stilbène / CI50 12,1 µM). Des études de cinétique enzymatique ont montré que l’inhibition 

était réversible et compétitive tandis que des études de docking moléculaire ont montré 

l’intérêt de la partie caféique pour l’activité inhibitrice. Nous nous sommes alors focalisés sur 

l’obtention de dérivés d’hémisynthèse. Dix-neuf dérivés dérivés cinnamides ont été préparés 

ainsi qu’une série de cinq composés esters. Les études de relation structure-activité ont 

montré le rôle important du groupement catéchol pour l’activité de ces molécules. Le 

composé (E)-N-(2-phényléthyl)-3,4-dihydroxycinnamide ou « caffeic acid phenyl amide » 

(CAPA) a présenté la meilleure activité (CI50 6,9 M).  C’est un inhibiteur réversible et 

compétitif de l’arginase étudiée et ses études de docking avec le site catalytique de l’enzyme 

ont confirmé les interactions du catéchol avec des résidus conservés du site actif et les ions 

manganèse. La préparation des dérivés de stilbènes cibles n’a pas été couronnée de succès 

mais grâce à des collaborations, deux stilbènes naturels, l’astringine et le picéide, ainsi qu’une 

série de stilbénoïdes synthétiques ont pu être évalués. Cependant, aucun de ces composés n’a 

révélé d’activité intéressante. 

Finalement, notre projet de thèse a mis en évidence les activités prometteuses de deux 

composés naturels, l’acide chlorogénique et le picéatannol, ainsi que celle d’un composé 

hémisynthétique dérivés cinnamide de l’acide caféique (CAPA). Ces molécules ont en 

commun, au niveau structural, la présence d’une partie 3,4-dhydroxycinnamique (caféoyle), 

révélant l’intérêt de ce motif pour la conception d’autres molécules à capacité inhibitrice 

d’arginase. Ces résultats obtenus in silico et in vitro sur l’arginase bovine b-ARG I devront 

être confirmés sur l’arginase humaine h-ARG  avant d’envisager d’éventuelles études in vivo 

pour ces candidats-médicaments potentiels. 

Mots-clés : inhibiteur d’arginase, test in vitro, modélisation moléculaire, criblage, substances naturelles.
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Abstract:  

Research of novel arginase inhibitors from natural and semisynthetic 

origins, inspired by chlorogenic acid and piceatannol. 

Inhibition of the enzyme arginase has been shown its evidences for the treatment of 

endothelial dysfunction in several pathologies. Some arginase inhibitors are currently being 

marketed (nor-NOHA, ABH and BEC) but despite their potency, they are incompatible with 

an oral administration. Research of new arginase inhibitors remains a challenge for the 

development of drug candidates. Natural source and semisynthetic compounds, in particular, 

still remain widely unexplored avenues. 

Firstly focusing on development of a reliable and reproducible in vitro assay for 

evaluation of arginase inhibitory capacity of molecules, we optimized a previously published 

protocol, which resulted in a colorimetric, miniaturized and partially automated assay by 

using a commercial mammalian arginase, purified bovine liver arginase (b-ARG I). This test 

was validated by evaluating the reference inhibitors (IC50: nor-NOHA 1.7 µM / BEC 3.3 µM). 

Then we used it for the biological evaluation of a series of natural polyphenols. The most 

active compounds were chlorogenic acid (caffeoylquinic acid / IC50 10.6 µM) and piceatannol 

(stilbene / IC50 12.1 µM). Enzyme kinetic studies showed that the inhibition mechanism of 

these two polyphenols was reversible and competitive, whereas molecular docking studies 

demonstrated the importance of caffeic moiety for the inhibitory activity. We then continued 

on synthesis and biological evaluation of semisynthetic derivatives, which were inspired by 

natural arginase inhibitors. Nineteen cinnamide derivatives and a series of five ester 

compounds were prepared. Structure-activity relationships (SARs) have shown the important 

role of catechol group for arginase inhibitory activity of these molecules. The compound (E)-

N-(2-phenylethyl)-3,4-dihydroxycinnamide or "caffeic acid phenyl amide" (CAPA) showed 

the best activity (IC50 6.9 µM). This compound was characterisized as a reversible and 

competitive inhibitor of arginase by enzyme kinetics. Docking studies suggested several 

interactions between catechol function of CAPA with crucial residues of the arginase active 

site and manganese ions. The preparation of stilbene derivatives was not successful during 

this work. However thanks to collaborations, two natural stilbenoid glucosides (astringin and 

piceid), as well as a series of synthetic stilbenoid derivatives were evaluated for their arginase 

inhibition. Nevertheless, none of these stilbenoids has revealed an interesting activity. 

Finally, our thesis project showed potential arginase inhibitory activity of two natural 

compounds, chlorogenic acid and piceatannol, as well as a semisynthetic cinnamide derivative 

(CAPA). Considering their structures, these molecules have the presence of 3,4-

dihydroxycinnamoyl (caffeoyl) moiety in common, revealing the importance of this moiety 

for the design of new arginase inhibitors. The results obtained from in silico and in vitro 

studies on bovine arginase (b-ARG I) should be confirmed on human arginase assay, before 

being evaluated in in vivo models for the druggable candidates. 

Keywords: arginase inhibitor, in vitro assay, docking, screening, drug design, natural substances. 


