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L'inflammation i

Un mécanisme de défense nécessaire mais désagréable
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Les anti-inflammatoires

Effets indésirables

troubles digestifs, ulceres
hypertension artérielle
éruptions cutanées
crises d'asthme

Contre-indications

 ulceres
MICI
trouble de la coagulation
insuffisance hépatique et rénale
Infections non contrélées
hypertension artérielle sévere

Interactions

antihypertenseurs
corticoides
cardiotoniques
diurétiques
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La détection de composés anti-inflammatoires

In vivo In vitro
« (Edéme induit sur « Détection de médiateurs  Tests enzymatiques
patte de rongeur ¢ Histamine v Cyclooxygénases
« Arthrite induite v Cytokines : IL, TNF-a... v Phospholipases
v Chimiokines v Lipoxygénases
v NO, ROS
v Leucotrienes, prostaglandines...
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Objectif : développer un test sur couche mince

Mise en contact des

échantillons sur la couche

mince

séchage
>

Application de
I'enzyme

Application des réactifs

Incubation
>

chromogéniques

substrat
+ réactif

Analyse
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Choix de I'enzyme cible et des inhibiteurs
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Choix de I’enzyme cible et des inhibiteurs iPHC

Réversible

Diclofénac
Célécoxib ,
vy
Ibuprofene iy
Sélectif Non-sélectif

Aspirine

Irréversible
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Choix du réactif chromogénique et du support

\ /
N N tétraméthyl-p-phénylenediamine
/ \

TMPD

«~-“‘\\\\\=/\/\COO H \

= = COOH bis-oxygénation réduction
<;/_E/\/\/\/\/CH3 cyclooxygenase 7 peroxydase

CCM gel de silice

acide arachidonique PGG, PGH, 60G F254
(AA)
. ) ~ | Inhibiteurs
coX-2 N__ =N de COX-2
/ \
Amax = 610 nm
Résultat

TMPD*+ attendu

Kulmacz RJ. Prostaglandins 1987, 34, 225-240. DOI:10.1016/0090-6980(87)90246-2
Petrovic & Murray. Meth Mol Biol 2010, 594, 129-140. DOI: 10.1007/978-1-60761-411-1_9
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03 Preuve de concept

Parametres initiaux

« Plaques CCM gel de silice 60 F,,

COX-2:8 U/mL
Acide arachidonique : 1 mM
TMPD : 2 mM

Incubation 10 min a 37 °C Test avec 4 inhibiteurs de COX (50 pg)
TMPD AA/TMPD

a. Célécoxib
b. lbuproféene
c. Aspirine
d. Diclofénac

COX-2/TMPD COX-2/AA/TMPD



04 Optimisation des parametres

COX=2 A.cnde. TMPD Coloration
( UE/mL) | arachidonique

1uM  50puM  1:50 Pas de coloration
1uM 200 uM 1:200 Coloration faible
10uM 200 uM  1:20  Gris mauve clair
10uM 500puM  1:50 Gris
10yM  2mM 1200 Mauve Conditions retenues
5mM 1mM 5:1 Bleugris
10 mM 2mM  1:2  Gris

Concentrations finales dans le
mélange réactionnel :

Colit en réactifs par plaque 10 x 20 cm > Acide arachidonique 5 uM
« Plague CCM 64 cts > TMPD 1 mM
e COX-2 1,20 € Total :
* TMPD 1,80 € 3,65 € par plaque
e AA 1ct

Autres co(its négligeables




Colt des kits commerciaux

COX-2 inhibitor screening kit
Sigma-Aldrich

411 €

The assay is based on the fluorometric
detection of prostaglandin G2, the
intermediate product generated by
the COX enzyme.

COX Activity Assay Kit
Cayman

658 €

The COX activity assay utilizes the
peroxidase component of
cyclooxygenases. The peroxidase
activity is assayed colorimetrically
by monitoring the appearance of
oxidized TMPD at 590 nm.

Human COX 2 ELISA Kit
Biomatik

666 €

The kit is a sandwich enzyme
immunoassay for the in vitro

guantitative measurement of COX 2.

Université
de Strasbourg

Excellence University

rs
/s I P
Institut P

COX activity kit
Enzo

465 €

The COX activity kit uses a
specific chemiluminescent
substrate to detect the
peroxidative activity of COX
enzymes.
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Sensibilite et linéarite

Célécoxib

Sensibilité
0,2 0,4 0,8
LOD
Inhibiteur
(hg)  (nmole)
célécoxib 0,4
diclofénac 0,6
ibuproféene 0,2
aspirine 0,1

Linéarité

Linéarité pour le célécoxib

50

37,5
y = 0,3808x + 3,775

R2 27,9202
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Conversion avec Image J

Linéarité pour le diclofénac
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06 Sélectivite

Caféine

Risque de faux
Coumarine positif avec les

6 .
Acide ascorbique PGGOH antioxydants?
Quercétine TMPD .
Qxydatlon

Sitostérol TMPD*+
Acide bétulinique rehuthfas “’

OH

¥
2 ]

50 ug
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Inhibiteurs de

eférence CXB CXB DCF DCF IBP IBP AAS ASS AS AS EU EU
Flavonoides EGCG quercetin quercetol kampferol myricetin naringin rutin vitexin taxifolin liliroside ononin cyanidin
Autres proto- ini
s catechuic arbutine tyrosol rosma.mnlc resveratrol | procyanidin A2 | procyanidin B1| procyanidin B2 aloin A lawsone psoralen scopoletin
phénoliques acid acid

Mono, sesqui,

trans-
. \ anethol borneol eucalyptol menthol carvacrol sabinene farnesene a-humulene santonin arthenolide inkgolide A
diterpénes yp caryophyllene P ginkg

Triterpénes et

madecassic insenoside
., campesterol B-sitosterol stigmasterol lupeol uvaol betulin betulic acid . a-hederin & a-tocopherol astaxanthin
stérols acid Rd
Alcaloides et ) o . quinine . o lobeline . . - .
caffeine piperine capsaicine tomatin senecionin taurine L-carnitine glucobrassicin sinigrin
autres bromhydrate sulfate

CXB : célécoxib; DCF : diclofénac ; IBP : ibuproféne ; AAS : aspirine ; AS : acide salicylique ; EU : eugénol
14



6 Sélectiviteé

Test d’inhibition de la COX-2 (20 ug)

Inhibiteurs de
référence

Flavonoides

Autres
phénoliques

Mono, sesqui,
diterpénes

Triterpénes et
stérols

Alcaloides et
autres

CXB : célécoxib; DCF : diclofénac ; IBP : ibuproféne ; AAS : aspirine ; AS : acide salicylique ; EU : eugénol
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6 Sélectiviteé

Test antioxydant au DPPH (20 ug)

Inhibiteurs de
référence
AS

Flavonoides
rutin vitexin taxifolin

liliroside ononin cyanidin

quercetol . kampferol myricetin naringin

quercetin

Autres ‘ o T . . ‘ . . : @

phénoliques
procyanidin B1 .+ procyanidin B2 aloin’A lawsone psoralen scopoletin

protocatechuic
procyanidin A2

acid tyrosol rosmarinic acid = resveratrol

arbutine

Mono, sesqui, : ¥
diterpénes 7.
Wiy ‘ trans-
anethol borneol eucalyptol menthol carvacrol sabinene farnesene o-humulené " ‘caryophyllene santonin parthenolide  ginkgolide A

Triterpénes et

stérols
o-tocopherol astaxanthin

betulin betulinic acid’~“ madecassic acid a-hederin ginsenoside Rd

campesterol B-sitosterol stigmasterol lupeol

Alcaloides et

autres .

piperine capsaicine quinine

tomatin senecionin lobeline taurine L-carnitine glucobrassicin sinigrin

caffeine

CXB : célécoxib; DCF : diclofénac ; IBP : ibuproféne ; AAS : aspirine ; AS : acide salicylique ; EU : eugénol
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COX-2 Antioxidant COX-2 Antioxidant

S con N e Activity Compound Inhibition Activity
Betulinic acid exerts anti

. . genotoxic and anticarcj i i i
L activities via inhibiti carcinogenic - epicatechin gallate -
betulinic acid + nhibition of COX-2 and PCNA in rodents ti
i A - uercetin - +
madecassic acid + :l;:ahadH. Ferreira | Nayanne L. Cunha | Matheus R S.de M q
Arthjr"BZRS..bF.ernand’es | Karoline S. de Freitas | Sam.ue.l deo Nzlso. | _ quercet0| _ +
. - Ribeiro Mércio L. de A. e sj 3 Cimento |
a-hederin + A e : : Ll‘ia,,,,,,vgl'son R Cunha | Denise C. Tavares - kampferol = +
ginsenoside Rd + - taurine - - myricetin - +
sabinene + _ L-carnitine - - rutin - +
. glucobrassicin - - taxifolin - +
parthenolide + - o —
sinigrin - - protocatechuic acid - +
campesterol + - . .

P astaxanthin - - arbutin - +
B-sitosterol + - caffeine - - rosmarinic acid - +
quinine + - anethol - - resveratrol - +
stigmasterol + 2 borneol - - procyanidin A2 - +
lupeol + ) eucalyptol - - procyanidin B1 - +

= = rocyanidin -

menthol din B2 +

uvaol + - :
farnesene - - scopoletin - +
piperine t - a-humulene - - carvacrol - +
aloin A t = trans- ) ) a-tocopherol - +
psoralen + i caryophyllene naringin ) +
santonin - - vitexin +
rbi i + + . . B -
ascorbicadie ginkgolide A ) ) liliroside - +
capsaicin + + betulin ; ; -
tyrosol - *
lawsone - +
cyanidin nd nd
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07 Application a des extraits complexes

Extrait AcOEt de
clou de girofle

366 nm Vanilline DPPH COX-2 eugénol
H,SO, TMPD

TLC silica gel plates 60 F,c, - 50 ug

methyl tert-butyl ether / tetrahydrofurane / cyclohexane 5:1:4 (v/v/v) 18
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07 Application a des extraits complexes

Extrait AcOEt
d’Hypholoma fasciculare

Extrait AcOEt de
Fomitopsis pinicola

366 nm Vanilline DPPH COX-2 366 nm Vanilline DPPH COX-2
H,SO, TMPD H,SO, TMPD

TLC silica gel plates 60 F,c, - 50 ug

methyl tert-butyl ether / tetrahydrofurane / cyclohexane 5:1:4 (v/v/v) 19
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Elimination des faux positifs

Réaction des peroxydes
d'hydrogene avec Kl

AA
Extrait AcOEt de
PGG, Fomitopsis pinicola
PGH,
Vanilline COX-2 COX-2
H,SO, AA/TMPD AA/KI/
CH,COOH
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Test simple
Rapide

Peu colteux
Fiable
Sensible
Sélectif
Informatif
Adaptable

Transposable
en HPTLC
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v utiliser des solutions fraichement préparées

v la qualité du DMSO pour les solutions meres
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an Open Access Journal by MDPI
Development of an Enzyme-Based Thin-Layer Chromatographic Assay
for the Detection of Cyclooxygenase-2 Inhibitors

Aurélie Urbain; Nidhal Trabelssi; Valérie Bardot

Separations2022,Volume 9, Issue 9, 238

Nidhal Trabelssi

PiLele Valérie Bardot Rodolphe Gantzer

INDUSTRIE ,
Sara Hernandez Melgar
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