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CHAPITRE I : Introduction

LA LA SUPERFAMILLE DES CYTOCHROMES P450

LA.1 Un bref historigue...

La découverte des cytochromes P450 s’inscrit dagertinuité de recherches menées dés
le 1™ siécle sur la détoxification de composés exogéeescénobiotiques) par I'organisme
(Conti, 1977; Omura, 1999; Estabrook, 1999; Esiara003).

A la fin des années 1940s, une littérature déjaddate decrit la réponse métabolique des
animaux aprés ingestion de substances chimiquemégy médicaments). Les composés
ingérés sont retrouvés dans les urines sous folumsehgdrosoluble, i.e. oxydés ou conjugués
a des molécules hydrophiles. L'ensemble de cestatspermet a RT. Williams d’énoncer en
1947 les principes fondateurs du métabolisme desbiétiques (Williams, 1947).

Ainsi, les organismes vivants sont exposés en pente a de nombreux xénobiotiques aux
structures chimiques variées (aliments, polluamgdicaments). Ces substances sont
frequemment hydrophobes et peuvent comporter dagpgments chimiques réactifs. Afin
d’éviter leur accumulation toxique pour I'organisnum systéme de détoxification a été mis
en place au cours de I'évolution. Le métabolisme ®énobiotiques s’effectue en deux
phases:

phase | phase Il
(fonctionnalisation) (conjugaison)

R-H+ O, R-OH R-O-R’

La phase lest une phase de fonctionnalisation au coursgieslee des fonctions hydrophiles
(alcool, amine, acide ou thiol) sont greffées amokdotique RH, par oxydation ou plus
rarement par hydrolyse ou réduction.

La phase Il est une phase de conjugaison avec des composégeamed trés hydrophiles
(glutathion, acide UDP glucuronique, sulfate...). lmolécule conjuguée est alors
suffisamment hydrosoluble pour étre excrétée demsiines.

Les scientifiques ont ensuite cherché a identiisr systémes enzymatiques impliqués
dans ces deux phases du métabolisme. En 1953, Gi&r Mt JA. Miller démontrerit vitro
le réle du foie dans la biotransformation de carganes chez le rat (Muller and Miller,
1953). Deux ans plus tard, J. Axelrod et B. Bratbeouvrent que des enzymes membranaires
hépatiques sont capables de convertir des comgoegenes en présence de NADPH et de
dioxygéne de l'air (Axelrod, 1955; Brodie et al.95b). En 1958, M. Klingenberg
(Klingenberg, 1958) et D. Garfinkel (Garfinkel, B)5mettent en évidence, indépendamment,
un pigment dans des fractions microsomales de deieat et de cochon, réductible par le
NADPH et le dithionite. A I'état réduit, ce pigmeatune absorption caractéristique a 450 nm
en présence de monoxyde de carbone. La natureiliocke de ces pigments est déterminée
en 1964 par T. Omura et R. Sato : ce sont des jr@t@&ines de type cytochromes baptisées
« cytochromes P450 » (Omura and Sato, 1964). Ebdimpée suivante, JR. Cooper et RW.
Estabrook établissent le*llien fonctionnel entre les cytochromes P450 et de8vités
oxydantes du foie, en inhibant ces derniéres pandaoxyde de carbone (Cooper et al.,
1965).

Les cytochromes P450 sont donc des enzymes de plupsecatalysent I'oxydation de
substrats divers a partir de 'oxygene moléculdt®.1963, RW. Estabrook, JR. Cooper et O.
Rosenthal ont également mis en évidence le rOleogamk de ces enzymes dans la
biotransformation de stéroides (Estabrook et 863).
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Depuis, de par leur réle métabolique et leur impactsanté humaine, les cytochromes
P450 ont suscité l'intérét de la communauté sdigng. De la premiére purification en 1970
(Yu and Gunsalus, 1970) a la premiere cristallgati’'un cytochrome P450 membranaire
début 2000 (Williams et al., 2000a et 2000b), kesherches sur les cytochromes P450 ont
permis d’appréhender toute la complexité de cesyreeg: multiplicité des isoformes,
diversité des substrats métabolisés et des réaatatalysées.

.LA.2 Nature biochimique des cytochromes P450 : des proies a héme thiolate

apoprotéine

Coté distal

Protoporphyrine IX
; - substrat

produit

<
<

Plan de I'héeme

L Ky
...........
»

Coté proximal :
ligand thiolate

Figure 1 : Représentation schématique d’'un cytochro me P450.

Les cytochromes P450 sont des hémoprotéines agfesitd’une apoprotéine reliée a un
groupement prosthétique ('heme) par le groupentbidlate d’ une cystéine. L’'union
internationale de biochimie et de biochimie moléoel préconise la dénomination
« protéines a heme thiolate» pour les désigner.

L’apoprotéine est un chaine polypeptidique de masséculaire entre 45 et 60 kDa et de
séquence trés variable. Sa composition en acidesarat sa conformation conditionnent la
sélection en taille comme en fonctionnalité dessaks acceptés.

Le groupement prosthétique est une protoporphynee fer (Figure 2). Le fer a I'état
Fe'' peut accepter une coordinence 6. Au sein des R4éxd, lié aux 4 azotes pyrroliques de
la protoporphyrine, a une cystéine axiale et éwdl@ment a un sixieme ligand 48, CO,
autre molécule...).

HOO

HOOC

Figure 2 : Protoporphyrine 1X de fer présente dans les cytochromes P450.
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bY

La liaison cystéinate-fer est a l'origine des pré@s spectrales particulieres des
cytochromes P45@Eomplexe F&-CO absorbant & 450 nm, bande de SoretBon existence
a été demontrée a l'aide de systemes modéles (&terfPeisach, 1974) puis confirmée plus
tard par analyse de la structure RX du P450canpéatie 1.C.1) (Poulos et al., 1985). Cette
cystéine axiale permet de définir formellement deggions par rapport au plan de I'heme :
une région proximale (du coté thiolateetune région distale(coté oppose).

.LA.3 Une multiplicité de génes et de séguences protéique

Les techniques de biologie moléculaire ont perrdentification d’'un grand nombre de
genes et d’ADNc. Plus de 2500 séquences de cytoew®450 ont été répertoriées a ce jour
et avec le séquencage de nouveaux genomes, leloreo cesse de croitre. Une liste de ces
séquences est réegulierement mise a jour sur le sie Dr Nelson
(http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html

Les genes de P450 sont exprimés dans tous les thpegnismes vivants (bactéries,
champignons, plantes, insectes, animaux) en pestégtosoliques chez les procaryotes ou
membranaires chez les eucaryotes (cytochromes PdbB0Ohondriaux et cytochromes P450
microsomaux, ancrés aux membranes du réticulumptssinique).

Sur la base d’alignements de séquences, DR. NelsdhV. Strobel ont proposé en 1987
un arbre phylogénique d’évolution (Nelson and S#phl987). La superfamille des
cytochromes P450 dériverait d'un gene ancestralnmomdatant de 3,5 milliard d’années
(Gonzalez and Gelboin, 1991). Les premiers gernaaerdraient des bactéries, des levures et
des plantes. Les protéines correspondantes partgmt au métabolisme des stérols,
essentiel a l'intégrité des membranes biologiqlé&smergence de nombreux cytochromes
P450 chez les espéeces animales correspondrafi@afiion de nouvelles substances toxiques
dans I' environnement. Les especes animales atiralers diversifié leurs systemes de
détoxication pour se défendre. Les genes de cytows P450 se seraient ainsi dupliqués et
auraient divergé au cours de I'évolution pour cibmst unesuperfamille génique. Cette
superfamille est caractérisée par deux séquencseEsus au niveau protéique (Figure 3):

* une séquence consensus proxinfaleGx(R/H)XCxG, conservée dans presque tous les
cytochromes P450 et signature de ces hémoprotéBeite séquence contient la cystéine
axiale liee a I'néme et forme un motif structurgdpalé « Cys-Pocket », participant au

maintien de I'héme (cf. partie I.C.1.a).

* une séquence consensus dist@#A)Gx(E/D)T : moins bien conservée que la Cys-

Pocket, elle jouerait un role dans la fixation’attivation de I'oxygene moléculaire au cours

du cycle catalytique (cf. paragraphe 1.B.4).

n° résidu du P450cam 350 353 355 357 359 249 252
P450cam G H S H L |C|L |G G|e|] L D|T|V
P450BM-3 G N O R L |C}| L |G A|lG|H E|T| L
P4501A1 G L K R L |CI|L |G A|JG|F D|T| V
P4502C8 S A K R I |C| A G Alg| T E|T| T
P4503A4 G S P R L |C|L |G Al|lG|T E|T| T
n® résidu du P4502C8 428 431 433 435 437 298 301
Consensus F - - G -H/R- C = G G/AG -E/DT =
Premiére séquence consensus Deuxiéme séquence consensus
contenant la cystéine liée au fer

Figure 3 : Séquences consensus des cytochromes P450
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.LA.4 Diversité fonctionnelle

Les cytochromes P450 sont des enzymes qui catalysergrande diversité de réactions:
des monoxygénations variées a partir du dioxygemd'air (Figure 4), mais aussi des
isomérisations, des déshydratations et des rédsctiMansuy and Renaud, 1995). Leur
fonctionnement catalytique, dépendant de partemai@éiques, sera détaillé ultérieurement.

RH+O+2H +26 0 R-OH + HO

L’hydroxylation : réaction d’oxydation la wommune

—GOH
RpC=0 R-N—OH
RzP=0 | R
—C-H
' R-N~H
1y
RX-CH,-R!
RX-H X=0,SNR” RNH

+r.cho = | Pas0F¥=0 | ——"RNHOH—>RN=0

R’

Figure 4 : Les oxydations catalysées par les cytoch romes P450 d'aprées (Mansuy and
Renaud, 1995).

Cette diversité de réactions correspond a une grancersité fonctionnelle sur le plan
biologique. Les cytochromes P450 jouent ainsi ule mdajeur dans le métabolisme de
nombreux composés endogenes et exogenes (Tableau 1)

Type d’organisme Métabolisme de composés endogénes Métabolisme de xénobiotiques
Procayotes Biosynthese d’antibiotiques Assimilation du carbone provenant
(ex : érythromycine) de molécules exogenes (terpénes)
Eucaryotes Biosynthese de 'ergostérol (levure) Oxydation de xénobiotiques
inférieurs Biosynthese de toxines, stéroides,
antibiotiques (champignons)
Plantes Métabolisme des acides gras et des terpénes Datioxiades herbicides
Insectes Biosynthese des hormones et phéromones Détoxicaliesm insecticides et
des toxines végétales
Mammiféres Métabolisme des acides gras, leucotriefgéfoxication des polluants,
stéroides, vitamines A et D, molécules signakines, médicaments

Tableau 1 : Exemples de roles physiologiques des cy  tochromes P450 dans différents
types d’organisme.
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[.LA.4.a Biosynthese et biodégradation des composés endagene

Certains cytochromes P450 sont impligués dansdayhthése de molécules importantes
pour l'organisme comme des stérols (eucaryotesy, aetibiotiques défensifs chez les
bactéries, des pigments (flavonoides) et des legahez les plantes ou des phéromones chez
les insectes. La biosynthése de stérols est intigiide chez les eucaryotes car ces molécules
sont des constituants de la membrane plasmiquesi,Am délétion du gene du P450 51A1
(lanostérol 14a déméthylase) est-elle léthale chez la levure (Kalkal., 1987). Chez les
mammiféres, les cytochromes P450 participent aidayhthése et a la biodégradation des
stérols, des hormones stéroides, des acides goes eitamines A /D.

I.LA.4.b Métabolisme des xénobiotiques (catabolisme)

Les cytochromes P450 sont les principales enzydeegphase | du métabolisme des
xénobiotiques. lls contribuent a [I'élimination deolécules exogenes de faible poids
moléculaire (polluants, toxines, aliments, médicatsleet complétent ainsi I'action défensive
du systeme immunitaire, qui prend en charge lesonamécules.

Dans de rares cas, l'activité de ces enzymesal@itient destinée a la détoxification peut
devenir une source de toxicité (génotoxicité, aytaite). Certains substrats sont transformés
en métabolites réactifs électrophiles qui peuvehpper a la pris en charge par les enzymes

de phase Il et alkyler les macromolécules cellaa(cf. 1.D.2.b).
[.LA.4.c Spécificités de substrats

Les cytochromes P450 métabolisent un nombre céraditt de molécules (plusieurs
dizaines de milliers rien que pour les cytochrorRd80 humains : Guengerich, 1995). Ceux
qui prennent en charge les xénobiotiques ont ugeifspté de substrats beaucoup plus large
gue ceux qui métabolisent les composés endogepnesatement a une enzyme classique qui
transforme un substrat unique en un seul prodsiiheuvent métaboliser plusieurs substrats de
taille et polarité distinctes en plusieurs produiBe plus, un méme substrat peut étre
métabolisé par plusieurs cytochromes P450. Parégomest, il est impossible de classer les
cytochromes P450 sur la base de leur activitéytatak pour un substrat donné, a l'inverse de
toute autre enzyme. Un nouveau systeme de nomerekadonc été développé.

.LA5 Nomenclature : classification selon l'identité deéguence protéique

La superfamille des P450 est divisée en famillesoas familles selon un critére d’identité de
séquence protéique. Au sein d'une méme familldefitité de séquence est supérieure a 40%.
Au sein d'une méme sous-famille, elle est d’au md@b%. Les genes et les ADNc de P450
sont désignés par le préfixedY P, les protéines correspondantes par CYP. Chaqoelogme
P450 est identifié par un nombre en chiffres arabégjuant sa famille, puis par une lettre
désignant sa sous-famille, et enfin par un autmabre I'identifiant individuellement. Ainsi,
CYP2C9 désigne une protéine appartenant a la sonidld C de la famille 2.

CYP2C 9
Superfamille des P45 I—O Identificatn du P450

Famille e Sous-famille

Figure 5 : Nomenclature internationale selon (Neber tetal., 1991).
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La derniere classification (mai 2008itp://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html
recensait 265 familles dont 18 familles et 43 sfaunsiles chez les mammiféres. Par la suite,
nous utiliserons les termes P450 (ou CYP) pouratytimes P450. Les familles et sous
familles seront indiquées selon la nomenclaturieieffe (ex : CYP2C).

1.B FONCTIONNEMENT DES P450

1.B.1 Interactions enzyme/ligand (Jefcoate, 1978)

En I'absence de ligandle fer de 'héme, P& est en équilibre entre deux états de spin :

- un état bas spin S = 1/2le fer est hexacoordiné et dans le plan de Idhébe sixieme
ligand, du c6té distal, est une molécule d’eau nugroupe hydroxylé d’'un résidu de
I'apoprotéine. Le maximum d’absorption de cettesespse situe autour de 417 nm.

- un état haut spin S = 5/2le fer, pentacoording, est légéerement en detlorplan de
I’'hnéme. Le maximum d’absorption de cette especgtae vers 390 nm.

En présence d'un ligand: la formation du complexe P450/ligand peut étnévie par
spectroscopie différentielle UV-visible. On distirggtrois types d’interactions P450/ligand,
chacune étant caractérisée par un spectre pagti¢gigure 6):

- une interaction de type:lle ligand hydrophobe chasse les molécules ddeésentes dans
le site actif et en particulier la molécule d’eaugnt le réle de sixieme ligand du fer. Le
fer passe alors d’'un état hexacoordiné bas spimeaconfiguration pentacoordinée, haut
spin. Ceci se traduit spectralement par un déplanemiu maximum d’absorption de la
bande de Soret de 417 a 390 nm. Le spectre enpiosodifférentielle UV-visible
comporte alors un minimum vers 420 nm, et un marinrers 390 nm.

- une interaction de type | inverséce type de modification spectrale est observé en
présence de molécules portant un atome d’oxygeressible au fer (ex : fonction alcool
ou éther). En se liant a cet atome, le fer passs dlun état pentacoordiné haut spin a une
configuration hexacoordinée, bas spin. Cette sdnagst également observée quand la
fixation du ligand dans le site actif favorise @oodination d’'une molécule d’eau sur le
fer. Spectralement, ceci se traduit par un déptecé du maximum d’absorption de la
bande de Soret de 390 a 417 nm. Le spectre d'dabmopfférentielle se caractérise alors
par un minimum vers 390 nm et un maximum vers 480 n

- une interaction de type Il elle se manifeste avec des molécules portardtome de
soufre ou d’azote, capable de créer une liaisocadedination avec le fer. Le spectre
d'absorption différentielle montre alors un minimuers 390-410 nm et un pic vers 425-
435 nm.

L’étude de ces interactions par spectroscopie réiftielle UV-Visible permet de mesurer
I'affinité d’'un substrat ou d’'un inhibiteur pour UP450, par la mesure des constantes de
dissociation, Ks, des complexes correspondantpécfie V.D du Matériel et Méthodes).
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Haut Spin

Amax= 390 nm

Bas Spin
Amax= 417 nm

Cys

Haut Spin

N
R/ lR:\R’ Bas Spin
Amax= 390 nm Nl Amax= 417 nm
Bas Spin
Amax= 425-435 nm
Type | Type Il Type | inversé
Amax= 390 nm Amax= 425-435 nm Amax= 420 nm
Amin= 420 nm Amin= 390-410 nm Amin= 390 nm

Figure 6 : Les différents types d’interaction P450/  ligand et les spectres différentiels
correspondants.

1.B.2 Transferts d’'électrons aux cytochromes P450

Les cytochromes P450 ont le plus souvent besoixyd&ne et d’électrons pour catalyser
leurs réactions, comme indiqué dans I’ équatioarbdli -dessous:
R-H+Q +2H + 2¢ R-OH + HO
Les électrons proviennent d’'un donneur d’électr@@sNADPH ou le NADH) et sont
transférés au P450 via des protéines de transfert.
On distingue quatre classes de P450 selon leugragstie transfert d’électrons (Peterson
and Graham, 1998), les deux premiéres classeslésgpius importantes.

Les cytochromes P450 adasse I(regroupant les P450 procaryotes solubles et 189 P4
mitochondriaux, Figure I-7) recoivent leurs élensau NADH via une flavoprotéine a FAD
puis une ferrodoxine (protéine fer-soufre). Cesté@nes sont spécifigues a chaque
cytochrome P450. Dans cette classe, CYP5Mdthylococcus capsulatiest une protéine
particuliere constituée par un domaine P450 et fem&doxine fusionnée (Jackson et al.,
2002).
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Classe |

I\

mitochondriaux solubles

NADH adrénodoxine réductase NADH
putidaredoxine réductase

adrénodoxine

P
5 R

O
g putidaredoxine C
R A

R
b4 ‘ Y
T p domaine flavinique O
E NADPH \\ de BM-3 T
S cytochrome P450 réductag® g

NADPH
cytochrome b5
NADH cytochrome b5 réductage
microsomaux BM-3

|\ J

~r

Classe Il

Figure 7: Représentation schématique des différent s systemes de transfert
d’électrons des cytochromes P450 de classe | et Il

Les cytochromes P45@e classe Il (Figure 7) recoivent leurs électrons via la NADPH-
cytochrome P450 réductase qui est une flavoprotéir&D et FMN membranaire, spécifique
aux P450 d’'une méme espece. Il existe aussi uni@aexsysteme de transfert d’électrons,
non spécifique aux P450, via la cytochrobgeéductase et le cytochrorbe (Hlavica, 1984;
Ingelman-Sundberg and Johansson, 1980). Les cyioa® P450 de cette classe sont tous
des P450 eucaryotes microsomaux, excepté deuxhrgtoes P450 bactériens, le P450BM-3
et le P450ca. Le P450BM-3 a en plus la particéaditre une protéine de fusion entre un
domaine P450 et un domaine réductase intégré ratéime.

Les cytochromes P450 dtasse Ill n'ont pas besoin de donneur extérieur d’électoars
leurs substrats (des endoperoxydes ou hydropersxgiat déja trés riches en électrons. lls
n'utilisent pas non plus de dioxygéne car les iéast qu’ils catalysent ne sont pas des
monoxygénations mais des isomeérisations et deydéshtions.

Le P450nor est l'unique représentant delésse IV, Il catalyse la réduction du NO en
recevant ses électrons directement du NADH saidel’de protéines de transfert (Nakahara
et al., 1993).

Le mécanisme de transfert d’électrons des pareEnaedox a 'héme n’est pas encore
élucidé. On a supposeé la participation de résidomatiques du P450. Selon Straub et al.,
Trp120 serait impliqué dans le transfert d’élecsr@u CYP2C2 (Straub et al., 1993). De
méme, d’aprés Lehnerer et al., la phényalanine d4hélice G influerait sur le transfert
d’électrons de la putidarédoxine au CYP2B4 (Lehneteal., 2000). D’autres études ont été
moins concluantes. En particulier, deux résidusnatmues ont été tres étudiés, F350 du
P450cam (Yasukochi et al., 1994) et les résidusespondants du CYP 1A2 et 2E1 (Shimizu
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et al., 1988; Porter, 1994), Trp97 du P450 BM-3 (ktu et al., 1994) et le résidu
correspondant du CYP2C2 (Straub et al., 1993) teaisrole semble limité a la fixation et
I'orientation de I'hnéme dans le site actif.

1.B.3 Cycle catalytigue (Figure 8)

? 7
P ]?c[[l_
OH,
MONOOXY GENASE ﬂ'
A i
? RH
ROH L
7 j==:2) A ZErEn T
P
k ) i
(6) T
L [r— "‘_

(&)

[ HO H,0, 07 ] REDUCTASE

OXYDASE

Figure 8: Le cycle catalytique des cytochromes P45 0 a activitt monoxygénase
(Mansuy and Renaud, 1995) (1) Fixation du substrat (2) Réduction monoélectronique du fer
(3) Fixation de I'oxygéne moléculaire (4) Transfert du deuxiéme électron (5) Formation du
complexe oxydant Fe'=0 (6) Oxydation du substrat et retour a I'état initial.

Considérons le cycle catalytique classique descbytomes P450 a activité monoxygénase.
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[.B.3.a Cycle productif

Le cycle catalytique conduisant a lI'oxydation d'sobstrat a été étudié a partir de
porphyrines de fer modéles (Guengerich and MacRpril90; Mansuy et al., 1989; White
and Coon, 1980; White et al., 1980). Il se déroeetrois grandes étapes : fixation du
substrat, fixation et activation de I'oxygene mal&ire et enfin oxygénation du substrat qui
quitte le site actif du P450 (Figure 8).

Au repos, le fer, a I'état d’'oxydation +llI, esh €quilibre entre deux états: haut spin
pentacoordiné et bas spin hexacoordiné;T€l&yand étant une molécule d’eau (Mansuy and
Renaud, 1995). Le plus souvent, I'entrée du subdtaas le site actif expulse la molécule
d’eau liée au fer et déplace I'équilibre vers ltgtantacoordiné. Le potentiel rédox du couple
Fe'/Fe' est augmenté d’une centaine de millivolts (JefeoB®78), ce qui permet le transfert
d'un premier électron (2) et la réduction du ferFl. Une molécule de dioxygéne (3) peut
alors se fixer au fer pour donner le complex Fexacoordiné: Fe— O, . Le transfert d’un
deuxieme électron (4) permet la formation d’'un ctaxe [Fé”-Oz'] qui par protonation

conduit & un hydroperoxyde &OH. Une deuxiéme protonation provoque la rupture
hétérolytique de la liaison O-O avec productiorude molécule d’eau et d’'un complexe fer-
oxo noté formellement [FeO] (5). Cette entité & haut degré d'oxydations tréactive,
transfére alors son oxygene au substrat. Le métatmlydé est alors libéré (6), et le fer de
I’'hneme régénéreé a son état initial.

En présence d’agents oxydants, donneurs d’atomeoxdgene (iodosobenzéne,
hydroperoxides, peracides, anions oxygénés, ClOy), I'espéce réactive fer-oxo (5) peut
étre obtenue directement a partir de I'état n@t#ci constitue leycle courtdes cytochromes
P450 (Hrycay et al., 1976; White et al., 1980).

Récemment, les équipes de SG. Sligar et MJ. Coomontré que I'espéce #eOOH
pouvait oxyder directement le substrat sans pasaerle complexe fer-oxo, dans le cas
particulier de I'époxydation d’oléfines. Toutefoisce deuxieme complexe oxydant serait
beaucoup moins efficace que le fer-oxo (Jin eR803; Newcomb et al., 2003).

[.B.3.b Voies abortives (découplage du cycle productif)

Théoriquement, la consommation d'une seule modécdé NADPH suffit pour
I'oxydation d’ une molécule de substrat dans unecyeoductif complet. C’est le cas lors de
I'oxydation du camphre par le P450cam.

Par contre, chez les eucaryotes, le cycle catalgtitjest pas efficace a 100%. Il existe des
voies dites abortives qui détournent les électthnsycle productif et régénérent le'Favant
oxydation du substrat. L'interruption du cycle owécouplage» peut intervenir a trois
niveaux :

+ l'espéce Fé— O, peut se décomposer en'Fet ion superoxide. Cet ion se dismute alors

en B0, et O : Fd'c 0,0 Fd' + Oy et 2+ 2H 0 H,0; + O,
« l'espéce F8-O, peut revenir a I'état Feen libérant une molécule B, aprés addition
de deux protons : FeO,” + 2H O Fé" + H,0,

* le complexe fer-oxo (5) trés réactif peut retourdieectement a I'état natif en régénérant
une molécule d’eau, aprées addition de deux nouvébactrons et de deux protons :

Fe=O +2H+2¢é0 Fe' + H,0 _
Les cytochromes P450 générent par découplage géseassoxydantes telles qué € HO,
qui sont des sources potentielles sliless oxydant Ceci constitud’activité oxydase des
cytochromes P4500n définit lepourcentage de couplage d'un cytochrome P45bmme
le rapport entre la quantité de produit formé surguantité de NADPH consommée. La
plupart des P450 microsomaux sont des enzymesefadit couplées qui produisent une
grande quantité de peroxyde d’hydrogéne et d’eau.
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I.B.4 Etude du mécanisme catalytigue du P450cam

Le mécanisme catalytique des P450 a été étudwetil dans le cas du P450cam qui
catalyse I'hydroxylation régio et stéréosélectivecdmphre.

I.B.4.a Structures des intermédiaires réactionnels du P4&lc

Tous les intermédiaires postulés du cycle catpigti excepté I'espéce OO (4) et
Fe=0 (fer-oxo) (5), ont pu étre observés (Schlrahit al., 2000).
Schlichting at al. ont piégé les espéces instablasycle par cryogénisation et déterminé leurs
structures RX par cryocristallographie avec unelué®n de 0,91 a 1,5 A (Schlichting et al.,
2000). Les complexes Eé&amphre et Fécamphre ont des structures globalement similaires.
Aucune molécule d’eau n’est présente pres de I'herlke-ci étant remplacée par le substrat.
Par contre, la fixation de I'oxygéne apporte deslifications nettes par rapport au complexe
initial Fe/camphre (Figure 9) :

 Fixation de O, et déplacement du camphreDans le complexe E&0=0, les trois
atomes forment un coude; I'oxygene qui n'interggit avec le fer pointe vers la thréonine
252, résidu trés conservé dans les cytochromes P#s@du de la deuxieme séquence
consensus); il est également en contact de Van \Waals avec le camphre qui s’est
légérement éloigné de I’heme pour laisser la ptacdioxygene.

» Changement conformationnel de Asp251 et Thr252deux résidus tres conservés du
site actif (Asp251, Thr252) ont changé de conforomatAsp 251 s’est écarté de 90° pour
former une liaison hydrogéne avec Asn255. Thr25fivaté vers I'hneme pour stabiliser le
dioxygene et une nouvelle molécule d’ea®OH01.

* Apparition de deux nouvelles molécules d’eau ¥ 901 et HO 902:

Un réseau de molécules d’eau est apparu au sesitedactif. | comporte deux nouvelles

molécules d’eau par rapport au complexe initiat&ephre, proches de I'heme :

> la premiére, HO 901, se trouve a proximité du ligand, @ans un sillon créé au sein de
I'hélice | par des liaisons hydrogenes entre lacfiom alcool de la thréonine 252 et le
carbonyle de la glycine 248 (résidus de la deuxiégmence consensus, Figure 3). Ce
sillon, présent dans tous les P450, constitueradt niche pour la fixation de ,Get de
molécules d’eau. $#D 901 y est stabilisée par liaisons hydrogenes kvgooupe NH de
la thréonine 252 et avec les groupes carbonylds daine 247 et de la glycine 248.

» la seconde, pD 902, se trouve impliqguée dans un réseau de mekdieau, allant de la
thréonine 252 a l'acide glutamique 366. Glu 366&isaeit de point d'ancrage pour cette
chaine de molécules d’eau.

La derniere structure RX observée aprés additiam alectron est plus ambigué. La
coupure de liaison O-O a eu lieu mais cette réactia pas été totale. Le cristal obtenu serait
un mélange de deux especes: une forme minorife@® et une forme transformée
majoritaire FeO. La distance fer/oxygéne, estimék,6d A, semble représentative d’une
liaison Fe=0O (distance normale de 1,8R). Une ndavetolécule d’eau, O 903, est
observée a proximité de FeO et correspondrait aduir de coupure de la liaison O-O. Le
carbone C5 du camphre est a proximité du fer, dams position favorable a une
hydroxylation. Par contre, le degré d’oxydation @x@de I'espece FeO n’a pu étre précisé. Il
pourrait s'agir d’'une forme FeO ou plus probablement d'une formé& =0, comme
dans le cas des peroxydases (Hiner et al., 200#jdRez-Lopez et al., 2001).
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Asn 255

Glu 366

Figure 9: Comparaison des complexes du Fe "-camphre et Fe "-O,-camphre du
P450cam (Schlichting et al., 2000). Lors de la fixation de O,, deux nouvelles molécules d’eau
apparaissent (H,O 901 et 902) et le groupement carbonyle de Asp251 pivote pour former une liaison
hydrogéne avec Asn255. Le réseau de liaisons hydrogénes est indiqué en pointillés.

[.B.4.b Mécanisme d’activation du dioxygene

Les structures obtenues par Schlichting et alhl{@tding et al., 2000) confortent
I'hypothese, pour le P450cam, d’'un mécanisme d@u@ude liaison O-O faisant intervenir
un transfert de protons impliquant un réseau detouds d’eau et deux résidus conserves
Thr252 et Asp251. Elles corroborent les résultditernus par spectroscopie par d’autres
groupes et éclairent les données sur certains msudarsite actif comme T252A et D251N :

* Asp251 semble intervenir dans un réseau de liaisons lggtes impliquées dans le
transfert de protons. La mutation D251N désorgaaisee réseau, ce qui expliquerait
I'activité réduite de ce mutant (Deprez et al.,4;.98erber and Sligar, 1994).

 Thr252 forme des liaisons hydrogenes avec le dioxygéneinet molécule d’eau.
L’implication de ce résidu dans le transfert detpng a été confirmée par Davydov et al.
(Davydov et al., 2001). Les auteurs ont utilisédpsctroscopies RPE et ENDOR pour suivre
I'évolution du complexe camphre/P45Q Fé'€0=0 cryogénisé (77 K) aprés l'injection
d’'un électron par irradiatiog suivie d’ une remontée progressive en températwec le
P450cam, ils observent la formation de I' espect-BOH (& 77K) et de produit hydroxylé
(& 200K). Avec le mutant T252A, ils détectent biespéce FE-OOH mais I'hydroxylation
n'a pas lieu. Les auteurs concluent que Thr252tsenpliqué dans le transfert du deuxiéme
proton du cycle catalytique : sa mutation en alatiloquerait ce transfert, empéchant ainsi la
formation du complexe fer-oxo et du produit hydréxy

Il est légitime de se demander si ce mécanismedpuce est généralisable a I'ensemble
des P450. Les substitutions des thréonines comedgpd a Thr252 du P450cam ont de

28



CHAPITRE I : Introduction

profonds effets sur I'activité catalytigue des CYAR22B1, 2B4, 2C2 et 2E1(Lewis, 1998).
Par contre, le P450eryF ne possede pas de thrédisiade, celle-ci étant remplacée par une
alanine. D’aprés des études de mutagenése du CYPI#&319 supposee équivalente a
Thr252 ne semble pas non plus jouer de role damdtivation du dioxygéne lors de
I'hydroxylation de la 7-éthoxycoumarine (Hiroyaadt, 1994). Enfin, il existe un mécanisme
secondaire d'époxydation des oléfines faisant wet@ir le complexe oxydant FeOOH au
lieu de fer-oxo (Jin et al., 2003; Newcomb et 2003). Thr252 n’est pas impliquée dans ce
mécanisme car le mutant T252A garde une certaipacité d'époxydation. En conclusion, le
modele de catalyse proposé pour le P450cam perenetieux comprendre le mécanisme
réactionnel des cytochromes P450 (transfert deopsotchaine de molécules d’eau) mais ne
peut manifestement pas s’appliquer totalement atresisoformes, en particulier au niveau
des résidus impliqués dans cette catalyse.

1.C STRUCTURES RX

A ce jour, les structures RX de 15 P450 (12 P45bad¢éries , 1 P450 de champignon, et
2 P450 de mammifére dont 1 P450 humain cf. chap)tfegurent dans la Protein Data Bank
(PDB). Au début de ma these (octobre 1999, DEAusl les seules structures RX
disponibles étaient celles de P450 bactériens Esula cristallisation de P450 membranaires
posant plus de problemes.

I.C.1 Structures RX de P450 solubles

Les différents P450 solubles cristallisés, leurctan et leurs principales structures PDB
référencées sont récapitulés dans le Tableau 2 @agante).

Historiquement, le premier P450 cristallisé a éte450cam (Poulos et al., 1985). Issu de
la bactérie Pseudomonas putidail hydroxyle le camphre de facon régiosélectie e
stéréosélective en position 5-exo. Cest le P450 ajété le plus étudié sur le plan
mécanistique. Depuis 1985, de nombreuses structigese P450 ou de mutants (dans
différents états redox ou en présence de subsitnatshibiteurs) ont été ajoutées a la PDB. De
1993 & 2003, les structures de treize autres PalGBlss ont été successivement résolues (cf.
Tableau 2). Le P450sca, utilisé industriellementrpta biosynthese de la pravastatine
(médicament contre I'hypercholestérolémie) a éistallisé en 1997 mais sa structure n’est
pas publiée pour raison de confidentialité.

Tous ces P450 solubles proviennent de procaryotespee le P450nor purifié a partir
d’'un champignon. lls présentent plusieurs difféesngotables:
* lIs nont gu’unefaible identité de séquencentre eux< 45%).
» lIs catalysent deséactions distinctes avec des substrats variésdes hydroxylations
principalement mais aussi la réduction du NO peuP450nor. Les substrats métabolisés (la
toute petite molécule NO, le camphre un petit tegpdes acides gras a longues chaines, les
gros macrolides...) ont des structures et des taideéables.
* Pour catalyser ces réactions, ces P450 interagiss@t desprotéines de transfert
d’électrons différentes Les P450 cam, terp, eryF, CYP51 et CYP154C1 dentlasse |
alors que le P450 BM-3 est de classe Il. Le P45038al1de plus la particularité d’étre une
protéine de fusion entre un domaine monoxygénase etomaine réductase. Le P450nor,
quant a lui, catalyse la réduction du NO par le NeADsans partenaire redavalgré ces
disparités, les structures 3D des P450 solubles cristallisés sonfogalement tres
analogues.
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D

CYP organisme Classe Fonction Code PDB Res(A) Rédéce
CYP101 Bactérie I Hydroxylase du camphre 2cyp (+camphre) 2,6 Poulos et al. 1985
(P450cam) Pseudomas putida 2ccp (+camphre) 1,63 Poulos et al. 1987

1phc (sans substrat) 1,6 Poulos et al. 1986

1lpha (+ (+)-inhibiteur) |1,63 Raag et al. 1993

1phb (+ (-)-inhibiteur) |1,6
CYP102 Bactérie I Monoxygénase des acides gras 2hpd (sans sybstrat| 2 Ravichandran et al. 1993
(P450BM-3) Bacillus megaterium 1fag (+substrat) 2,7 Li and Poulos 1997

1bvy (+domaine FMN) |2,03 Sevrioukova et al. 1999
CYP108 BactériePseudomonas I Hydroxylase de B-terpinol lcpt (sans substrat) 2,3 Hasemann et al. 1994
(P450terp)
CYP107 Bactérie I Hydroxylase impliquée dans [ldoxa (+substrat) 2,1 Cupp-Vickery and Poulos, 1995
(P450eryF) Saccharopolyspora biosynthese I'erythromycine 1JIN (+ kétoconazole) |2,3 Cupp-Vickerey et al. 2001

erythraea

CYP55A1 Champignon IV |Réductase de NO 1rom (sans substrat) |2 Park et al. 1997
(P450nor) Fusarium oxysporum
CYP119 Archéobactérie ? Fonction postulée : oxydation |dE-4U (sans substrat) |2,69 Yano et al. 2000
(thermostable) | Sulfulobus solfataricus composes soufrés 1FAT (+inhibiteur) 1,93 Yano et al. 2000

1107 (sans substrat) 15 Park et al. 2000
CYP51 BactérieMycobactérium I Déméthylase de bdstérols 1E9X (+ inhibiteur 4-Pl)| 2,1 Podust et al.2000

tuberculosis 1EA1 (+ inhibiteur FLU)| 2,21 Podust et al.2000
P4500xyB BactérieAmycolatopsis ? Couplage oxydatif des phénols dghisFK (sans substrat) 1,7 Zerbe et al. 2002
orientalis la biosynthése de la vancomycine
CYP175A1 Bactérie thermophile ? ? IN97 (+inhibiteur) 1,8 Yano et al. 2003
(thermostable) | Thermus thermophilus|
CYP 154C1 BactérieStreptomyces I Monoxygénase de polykétides 1gwi (sans substrat) | 1,92 Podust et al. 2003
coelicolorA3(2)
P4500xyC Bactérie ? Couplage oxydatif des phénols dghdED 19 Pylypenko et al. 2003
Amycolatopsis orientalis la biosynthése de la vancomycine
P450epoK Mycobactérie ? Epoxidation d’épothilones C et D gIQ5E (sans substrat) |2,65 Nagano et al. 2003
Sorangium cellulosum épothilones A et B 1PKF (+substrat) 2,1
1Q5D (+produit) 1,93

Tableau 2 : Code d'accés des principales structures
dans cette liste car sa structure RX n'a pas été pu

bliée.

30

RX de P450 solubles déposées a la Protein Data Ban

k. Le P450sca ne figure pas



CHAPITRE | : Introduction

[.C.1.a Allure générale (Graham and Peterson, 1999)
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Figure 10: Structures secondaire
et tertiaire des cytochromes P450
solubles (exemple du P450BM-3).

(a) Topologie et nomenclature des
éléments de structure secondaire |[du
P450BM-3.

(b) Structure tertiaire du P450BM-3

lllustration issue de (Werck-Reichhalrt
and Feyereisen, 2000)
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Les P450 solubles semblent vérifier le paradigeierslequella structure tertiaire des
protéines est plus conservée que leur séquenée effet, malgré une faible homologie de
séquence, les P450 solubles cristallisés ontepliement général semblable lls adoptent
uneforme de prisme triangulaire d’environ 60 A de haut sur une base de 30 A aeexd
régions distinctes : une zone riche en hélicequi représente environ 40 % de I'enzyme, et
un domaine structuré en feuillefs reliés par des boucles sur 10 % de la protéinee Un
nomenclature des éléments de structure seconda&i@ @éfinie par Poulos et al. (Poulos et
al., 1985). Les 13 hélicassont nommeés A, B, B’ et C a L et les feuillBtsont numérotés de
1 a5 (Figure I-10).

L’ hemeest ancré au coeur du cytochrome P450 par trags typinteractions :
e des interactions hydrophobes
» des liaisons hydrogénes entre ses propionates eésielus basiques de I'apoprotéine
» la coordination du fer au thiolate d’'une cystéippartenant a une boucle tres conservée
appelée « Cys-Pocket » (cf. paragraphe 1.A.2).

L’ensemble de la protéine s’articule autour de fieecentral et d’'une longue hélice
distale, I'hnélice 1Les éléments structuraux conserves sont les hélidesE, I, L, les hélices
J et K et les feuilletsBl et 2. Les quatre hélices antiparalleles, D, E, | efdrment un
tonneau, qui prend I'hnéme en sandwich entre hélicése distal et L coté proximal. La partie
centrale de I'hélice | porte une séquence conseimspkguée dans le transfert de protons
dans la partie distale de 'heme. La boucle CyskBpaqui précéde I'hélice L, comprend la
séquence signature des P450 et contribue a stabidisfixation de la cystéine a I'héme.
L’hélice K contient le motif conservé ExxR qui sérampligué dans la stabilisation du
squelette structural sur la face proximale. Quantfauilletspl etf32, ils contribueraient a la
formation du canal d’acces des substrats.

Si la région proximale du P450 semble trés conseré’en est pas de méme pour le
c6té distal qui comporte plusieurs zones variallles.structures des P450 solubdig$erent
principalement au niveau des hélices B’, F et G ete la boucle entre les hélices F et G
(notée boucle F-GYui ont une longueur et un positionnement variabdaessi, le P45@ys
posséde une boucle F-G plus longue que le P450@ans le CYP154C1, I'hélice G est plus
courte et les hélices F/G sont translatées var8tieproximal.

I.C.1.b Site actif

Le site actif forme une cavité hydrophobe au snl'apoprotéine, du co6té distal, au
dessus de I'hnéme. Il est bordé phélice I, laboucle B-C laboucle apres I'hélice K et la
boucle C-terminale. L'extrémité de I'hnélice F et laboucle F-G constituent le toit du site
actif. Ces éléments structuraux contiennent sixegomui seraient impliquées dans
I'interaction des cytochromes P450 avec les sulsstitas SRS (« Substrate Recognition
Sites ») définis par Gotoh (Gotoh, 1992). Ces zongzarties tout le long de la séquence
primaire, correspondent a des acides aminés fortewaiables dans les cytochromes P450,
ce qui expliquerait la difféerence de reconnaissatesubstrats par ces hémoprotéines (Figure
11).
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Thr 252

NH
jB'S ;2711
E E /A ié N
SRS-1 SRS-2 -3 SRS-4 SRS-6

Figure 11 : Eléments structuraux associés aux diffé rents SRS (Substrate Recognition
Site). Exemple du P450cam. Les hélices sont nommées par des lettres et les feuillets
Bsont numeérotés.

Le volume du site actif est variable selon le P450 et la taille des satsstgu’il
métabolise (1060 Achez le P450epoK, 240%&eulement chez le P450cam). Il dépend en
grande partie de la position des hélices B’, F.eP& exemple, en comparant le P450eryF qui
métabolise un macrolide au P450cam qui a pour aibsh petit terpene (le camphre), on
constate que I'hélice B’ a une orientation modifigerpendiculaire a I'heme. L’hélice F, plus
courte s’écarte de 'heme. Ces modifications onirpmnséquence d’agrandir le site actif
pour permettre la fixation de plus gros substrats.

[.C.1.c Canal d’acces au site actif

Les substrats accédent au site actif par I'inteliaiée d’'un canal d’accés. L'ouverture du
site actif au solvant est visible dans les striestutes P450BM-3, P450nor, CYP51, P4500xyb
et CYP154C1 sans substrat. Un canal d'accés destratsha été bien caractérisé dans le cas
du P450BM-3, par comparaison des structures RXed@4&0 seul ou complexé a I'un de ses
substrats, I'acide palmoléique (Li and Poulos, 199ans la structure sans substrat, le canal
d’accés est un tunnel hydrophobe de 8-10 A de dia@mgui se glisse sous les hélices F et G,
le long du domaine de feuillef Dans la structure avec substrat, I'acide palmakéifixé a
une arginine 47 a I'entrée, s'étend dans le caydidphobe, et s’approche a 3 A de I'néme,
pour étre hydroxylé. Le canal s’est contracté autieuce ligand pour former des interactions
hydrophobes, grace a un mouvement des héliceSFettle la boucle F-G.

Le grand potentiel de mobilité de I'entrée du ¢atiacces a été visualisé par dynamique
moléculaire sur le P450BM-3 sans substrat (Paudseh Ornstein, 1995). Le P450BM-3
oscillerait entre deux conformations, ouverte etnfse, figées par les structures RX. Ce
passage entre deux conformations est égalementénpet des expériences de cinétique de
fixation du CO au site actif. Un canal ouvert, phesessible au CO du solvant est caractérisé
par une vitesse de fixation de CO plus grande alle de la conformation fermée. Le
P450BM-3 sans substrat a une cinétique biphasigmegignant d’'un équilibre entre deux
conformations ouverte et fermée. En présence dubsteat du P450BM-3, la cinétique
devient monophasique avec une vitesse caractéistq la position fermée (McLean et al.,
1996).

Les changements conformationnels du canal d’aaaesite actif s’effectuent au niveau
des hélices F et G et de la boucle F-G. La bouel® Ees flexible, a dans tous les P450
cristallisés un facteur de température élevé qupémie méme la détermination de sa
structure RX dans le cas du PgpQ@Haseman et al., 1994). Les hélices F et G sorieégeat
des éléments mobiles dont la longueur peut vadar pdapter la taille du site actif au volume
du substrat lié (Yano et al., 2000). Ce phénomeésnevisible dans le cas du CYP119, en
comparant les structure RX obtenues avec deux dgjagdu fer, I'imidazole et le 4-
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phénylimidazole. En présence du plus petit ligdindjdazole, I'hélice F s’est déroulée d’'un
tour. La boucle F-G ainsi allongée, peut plongersde site actif pour interagir avec cette
petite molécule. Enfin, la structure du CYP51 ssulsstrat révele la présence de deux canaux
potentiels : un canal fermé perpendiculaire a I'a§oomme dans le P450BM-3) et un canal
ouvert parallele a 'heme. La rotation des héliEest G pourraient induire un mouvement
synchronisé d’ouverture/fermeture des deux canayemnettre I'accés du substrat par un
canal et I'expulsion du produit par 'autre (Podeisal., 2001).

Les hélices F et G et la boucle F-G sont donc dekréents structuraux mobiles qui
contrdlent 'accés au site actif, et s’adaptent paunteragir avec le substrat.

1.C.2 Structures RX du premier P450 de mammifére : le CYRPC5 de lapin (Williams
et al., 2003a et 2003b)

[.C.2.a Cristallisation du CYP2C5 (Cosme and Johnson, 2000psme and Johnson,
2002)

Figure 12 : Ancrage membranaire des cytochromes P45 0 eucaryotes via une hélice
transmembranaire N-terminale (image publiée avec I’  autorisation d’Eric Johnson).

Contrairement aux P450 de procaryotes, les cytmebs P450 de mammiferes ne sont pas
solubles. lls sont ancrés aux membranes cellulpegsune hélice transmembranaire N-
terminale, de 20 a 30 résidus (Nelson and Strdi®89) et par des interactions hydrophobes
de surface (Ohta et al., 1994). Pour les cristallig faut d’abord réussir a les solubiliser sous
forme monomérique.

La coupure de I'hélice transmembranaire des P4m@osomaux produit généralement
des enzymes catalytiquement actives mais peu ssludnh I'absence de détergents (Von
Wachenfeldt and Johnson, 1995; Poulos, 1996 ; Vachahfeldt et al. 1997), . Ces P450
tronqués conservent des interactions de surface lagemembranes ou s’agregent une fois
dissociés, ce qui empéche leur cristallisation.
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Au début de mon travail de thése, I'équipe d’Elahnson (Scripps Institute, La Jolla,
USA) a réussi a cristalliser le premier cytochrof#0 membranaire, le CYP2C5 de lapin,
sous une forme modifiée (2C5/3LVdH) (Williams et, @000a et 2000b). Deux principales
modifications ont été nécessaires pour aboutir @450 soluble cristallisable (Cosme and
Johnson, 2000):

» Délétion de [I'hélice transmembranaire pour diminder force des interactions
membranaires (+Addition d’'une queue de 4 histidiees C-terminal pour permettre la
purification sur colonne d’affinité) (2C5dH)

e Substitution de 5 résidus du CYP2C5 par ceux du Z3de lapin afin d’augmenter la
solubilité de 'enzyme tout en limitant les phénareg d’agrégation (2C5/3LVdH).

Les CYP2C5 et CYP2C3 de lapin, utilisés dans cepérience, sont des enzymes
parentes qui hydroxylent la progestérone avec dagogélectivités différentes (21-
hydroxylation pour le CYP2C5, tehydroxylation pour le CYP 2C3) (Cosme and Johnson,
2000). Les enzymes tronquées 2C5dH et 2C3dH onpw@aiéées apres expression ddbs
coli. Elles sont catalytiquement actives mais s’agregersolution respectivement sous forme
tétrameres et diméres. D’apres I'équipe de EF. slmhnces difféerences d’agrégation
pourraient s’expliquer par les différences de nésidu niveau de I'hélice F et de la boucle F-
G, régions normalement impliquées dans les intersctmembranaires de surface (Cosme
and Johnson, 2000). Pour confirmer cette hypothésagsidus 201-210 du CYP2C5 ont été
remplacés par ceux du CYP2C3. La chimere 2C5/3disi a@btenue est soluble sous forme
monomeérique mais n'est plus catalytiquement actiWeur conserver l'activité de 21-
hydroxylation de la progestérone, il faut garder fésidus Leu 201 et Val 205 du CYP2C5.
La chimére ainsi mutée, nommée 2C5/3LVdH, est $eleb monomérique, et conserve un
tiers de I’ activité du CYP2C5. C’est cette enzymedifiee qui a été finalement cristallisée.
Sa structure RX, publiée début 2000, a été obtaxee une résolution de 3 A.

[.C.2.b Structure RX du CYP2C5/3LVdH sans substrat (Wittig et al., 2000a et 2000b)

Structure générale( Figure 13)

Malgré sa tres faible homologie de séquence avwed®#50 cytosoliques cristallisés, le
CYP2C5/3LVdH présente urrepliement général similaire on reconnait la forme
caractéristique de prisme triangulaire avec un@onédgche en hélicea et un domaine riche
en feuilletsf. Le mode de fixation de I'hnémeest égalementonservé L’héme est pris en
sandwich entre I'hélice | distale et I'hélice L ghmale. Il est maintenu au cceur de la protéine
par la cystéine 432, ligand axial de 'héme et liEsons hydrogénes entre ses groupement
propionates et des résidus basiques de la protémeservés chez les mammiféres.
L’architecture du site de fixation de 'héme serdéntique entre les especes pour préserver la
capacité des P450 a catalyser leurs réactions.

Interactions avec le membrangFigure 13)

Le CYP2C5/3LVdH tronqué de son hélice N-terminadg$membranaire, comporte une
large surface hydrophobe qui interagirait égalemawtc la membrane. Cette surface
comprend une partie N-terminale adjacente a I'eéliansmembranaire (résidus 30-45 et 60-
69), les résidus 376-379 et I'extrémité C-terminddéela boucle F-G. Elle fixerait le P450
dans une orientation spécifique par rapport a lambrane.
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A) Canal d’'acces
du solvant

Canal d’acces €
des substrats

&L | aveclamembrane

Membrane

B)
Surface
proximale en
interaction avec
la réductase
Membrane Boucle F-G

Figure 13 : Structure du CYP2C5 et orientation poss ible par rapport a la membrane
(illustration de Marques-Soares, 2002 : la surface proximale du P450 est positionnée
perpendiculairement a la membrane afin de maximiser son interaction avec la réductase.
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Interactions avec la réeductasé€Figure 13)

Comme dans les P450 solubles cristallisés, la carfaoximale interagirait avec la
cytochrome P450 réductase. En effet, elle compde® résidus trés conservés, charges
positivement (Argl21, Argl25, Argl32, Lys138, Ar@4IArg429, Arg439) qui formeraient
des liaisons ioniques avec des résidus chargésiveigant de la réductase. L'orientation du
CYP2C5 par rapport a la membrane positionnerddade proximale perpendiculairement a la
membrane pour maximiser I'interaction avec songueaire redox.

Le site actif

A) . G

Canal d’'acces
du substrat

Site Actif

B)

Boucle B-C
Boucle C-terminale

Boucle 359-365

Figure 14 : Vues du site actif du CYP2C5/3LVdH. (A) Vue de dessus (coté distal) et (B)
vue de profil (lllustration de Marques-Soares, 2002).

Le site actif distal est Iégérement plus large ceiei du P450cam (360%%au lieu de 300
A3). Il est constitué par les mémes éléments detateisecondaire, avec les mémes SRS que
les P450 cytosoliques. Il est bordé sur les céaéd’ipélice |, la boucle B-C, la boucle 359-
365 aprés I'hélice K et la boucle C-terminale. lttéxité de I'hélice F et une partie de la
boucle F-G forment le toit du site actif. Par centfarrangement spatial de tous ces éléments,
excepté I'hélice |, diverge de facon significatigertout au niveau de la boucle B-C (SRS1)
et I'nélice F (SRS2). En conséquence, la forme ajollu site actif du CYP2C5 est assez
différente de celle du P450BM-3, P450 bactériepllss proche par alignement de séquence.
Les divergences spatiales des éléments qui forlaesitie actif couplées a des divergences de
séquence seraient a l'origine de la diversité foncielle des P450.
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Canal d'accés des substrats et canal du solvant
y

Hélice G . .
Haélice | / Hélice F Hélice |
e
Asp238 Boucle B-C
V. -, Thr296

Glu206 W 1297

Thr298
Thr301

Boucle

C-terminale Arg304

Serd79
(b)

Figure 15 : Entrées du canal d’accés des substrats (a) et du canal d’accés du solvant (b)
dans le CYP2C5/3LVdH

Le canal d’acces des substratgnalogue a celui du P450BM-3, aurait une entréalikée
dans la membrane du CYP2C5 mais bouchée par ldebBuG plus longue que dans le P450
BM-3. Un autre canal d’acces est visible sous lactF-G, entre la boucle B-C et I' hélice G, le
long de I'hélice I. L’'entrée de ce canal est repnég en Figure 15.

Un canal d’acces du solvanest visible entre la boucle C-terminale, I'hélic I'hélice F. II

est bordé par de multiples résidus hydrophiles4® e Thr298 et 301, Arg304, Glu206 et 297 et
His202.

I.C.2.c Structures du CYP2C5/3LVdH en présence de subgitdlZ ou diclofénac)

Les premieres structures RX de complexes P450aemifere-substrat ont été publiées a la
fin de ma thése, grace a une collaboration engr@dgiipes de E.F. Johnson et D. Mansuy. Une
recherche systématique de nouveaux substrats d2C¥R conduit a I'identification de deux
substrats communs au CYP2C5 de lapin et aux CYR&Gaims : le 4-méthyl-N-méthyl-N-(2-
phényl-2H-pyrazol-3-yl) benzénesulfonamide (DMZ)letdiclofénac. Ces deux composes, de
taille et de polarité distinctes, ont été co-ctist@s avec le CYP2C5/3LVdH (Wester et al.,
2003a et 2003b). La comparaison des structuresddes complexes correspondants permet
d’étudier la flexibilité conformationnelle du CYP3t son importance dans la reconnaissance

de substrats divers.
\@
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Figure 16 : Structure chimique et sites d’oxidation du DMZ. Les sites d'oxidation par les
CYP2C sont indiqués par des fleches.
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Structure du complexe 2C5/3LVdH-DMZ (résolution 2,3A) (Wester et al., 2003a)

+ fixation du substrat

Le CYP2C5 catalyse I'hydroxylation majoritaire deogpement 4-méthyle du DMZ et
I’hnydroxylation tres minoritaire du noyau phénylgrazole (Figure 16).

La structure RX montre que le DMZ est placé dansamal hydrophobe qui s’ouvre au
solvant entre la boucle B’-C et les hélices | figscanal dont I'entrée est représentée Figure
15). Il établit des contacts purement hydrophobes da protéine et peut se lier au fer selon
deux orientations antiparalléles :

- une orientation productive qui place le groupe 4hylé a 4,4 A du fer (AC1)
- une orientation non-productive qui place le phérddenoyau imidazole a 5,9 A du fer

(AC2)

Les résidus du CYP2C5 situés a moins de 5A du DpZadiennent aux 6 SRS définis
par Gotoh (Gotoh, 1992) (plus deux résidus hors)SRS

SRS Résidus en contact avec le DMZ

SRS1 Leul03, Vall106, Alal113, Phell4

SRS2 Leu201, Asn204, Val205

SRS3 Ala237, lle240

SRS4 Ser289 (AC2), Asp290, Gly293, Ala294, Thr298
SRS5 Leu359, Leu363

SRS6 Phe473, Vald74 (AC2)

Tableau 3 : Liste des résidus en contact avec le DM  Z (dans ses deux orientations) et
leur appartenance aux différents SRS.

DMZ-AC1 DMZ-AC?2

Hélice G Hélice G
h Canal d'acces Canal d'acceg

Canal d’'acces » du solvant des substrat
LS

Hélice F

Canal d'acces
| du solvant
des substrats Hélice F Boucle

C-terminale

Hélice |

Boucle C-terminale

Boucle B-C

Figure 17 : Conformation fermée du CYP2C5/3LVdH en  présence de DMZ d' apres
(Wester et al., 2003a) (les deux orientations du DM  Z, AC1 et AC2, sont représentées).
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e comparaison avec la structure du CYP2C5/3LVdH sansubstrat

La structure du complexe 2C5/3LVdH-DMZ correspondree conformation fermée de
'enzyme (Figure 17) comme observé dans la straatur P450cam avec substrat (Poulos et
al., 1985). La protéine s’est contractée autouDMZ et a restreint 'acces de I'eau au site
actif grace a un remodelage important des régiemngbfes du site actif, du coté distal. Ainsi,
les hélices F et G se sont translatées perpendamlant a 'axe de I'hélice I. L’hélice | s’est
|égerement courbée et une hélice B’ est apparue &d hélices B et C pour maximiser les
contacts hydrophobes avec le substrat. Comme daP490cam, le mouvement de I'hélice F
par rapport a I'hélice | ferme le canal d’accessdlvant (Figure 17), contrdlant ainsi I'acces
des protons a I'heme pendant le cycle catalytiqies changements de conformation et de
position de I'hélice F semblent donc une caradiftie générale de la fixation des substrats
aux P450 procaryotes et eucaryotes. La boucle B+@itsquant a elle une porte d’entrée
flexible contrélant I'acces des substrats au gité.a

Structure du complexe 2C5/3LVdH-diclofénac (résolubn 2,1 A) (Wester et al., 2003b)

Le CYP2C5 de lapin catalyse la 4’-hydroxylation diclofénac comme le CYP2C9
humain. Par contre, d'aprés des mesures de Ksfératifs pH, le CYP2C5 reconnaitrait
mieux la forme neutre COOH du diclofénac.

+ fixation du substrat

D’apres la structure RX, les carbones 3’ et 4’ dyau dichlorophényle du substrat sont
positionnés a 4,4 et 4,7 A du fer de 'héme. Lefdihac interagit avec les acides aminés
répertoriés dans le Tableau 4. Ses cycles aroneatiffument en particulier des interactions
de typeremt avec deux résidus du site actPhelld et Phe473Le groupement carboxyle
polaire du diclofénac forme des liaisons hydrogéaesc un réseau de molécules d’eau
localisé dans la partie distale inoccupée du sitéd at relié au squelette de la protéine
(résidusAsn204, Lys241, Ser289 et Asp2®far des liaisons hydrogénes (Figure 18).

SRS Résidus en contact avec le diclofénac
SRS1 Vall100, Leul03, Alal13, Phel14

SRS2 Asn204, Val205

SRS4 Asp290, Gly293, Ala294, Glu297, Thr298
SRS5 Leu359, Leu363

SRS6 Phe473, Val474

Tableau 4 : Liste des résidus situés a moins de 5A  du diclofénac et leur appartenance
aux différents SRS.

e comparaison avec le complexe 2C5/3LVdH-DMZ

Le complexe CYP2C5/3LVdH-diclofénac se digtia du complexe CYP2C5/3LVdH-
DMZ par une hydratation plus importante du siteifaet quelques modifications
conformationnelles. Le réseau de molécules d’eaemfoure la fonction acide carboxylique
du diclofénac n’était pas présent dans le complexé2C5/3LVdH-DMZ. Sur le plan
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topologique, les principales différences sont catésts au niveau des portions flexibles du
site actif (boucle B-C, hélice B’, hélices F et @i s'adaptent a la taille et a I'hydratation du
substrat. Le repositionnement marqué de I'hélice eB’de la boucle B-C permet de
maximiser les interactions de Van der Waals avealidefénac, substrat de plus petite taille,
en tenant compte de I'’hydratation de sa fonctidaipodans la partie distale du site actif. Des
différences de position des hélices F et G sorntéumt visibles alors que I'héme et I'hélice |
ont une position conservee.

Le CYP2C5 stabilise donc des réseaux de moléaliksu dans son site actif pour
hydrater les fonctions polaires des substrataitldgalement preuve d'une grande flexibilité
conformationnelle pour accommoder des substratsiliie de forme et de polarité distinctes.

. Ala237
Lys241 &7 F e ;\ ‘{
E-.‘_ 0. Asn204 |

Val106 * i

.- L]

e Ser289 |
Ser107 \\

)‘\ K

‘ Phel14

Figure 18 : Hydratation de la fonction carboxyle du diclofénac dans la partie distale du
complexe CYP2C5/3LVdH-diclofénac d’aprés (Wester et al.,, 2003b). Les pointillés
indiquent les liaisons hydrogénes établies entre le diclofénac, les molécules d’eau et certains
résidus de I'apoprotéine.

Bilan : Les cytochromes P450 ont un repliement comet un mode de fixation de I'heme
conservé. Les principales différences spatiales sbgervées dans la partie distale au niveau
de régions variables tres flexibles : les boucleS Bt F-G et les hélices F et G. Ces éléments
mobiles contrdlent 'accés des substrats et desopsoau site actif et s’adaptent a la taille, a
la forme et la polarité des substrats pris en clar@ette flexibilité conformationnelle
couplée a la capacité d’hydratation des fonctiootapes des substrats explique sans doute
I'aptitude des P450 & métaboliser des molécules dieerses.
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I.D LES P450 HUMAINS
[.D.1 Les difféerentes isoformes et leur distribution tisglaire
Famille Sous-familles Principaux réles biologiques
CYP1 1A, 1B Métabolisme des xénobiotiques
(3 sous-familles, 3génes, 1 pseudogéene
CYP2 2A, 2B, 2C, 2D, Métabolisme des xénobiotiques et des
(13 sous-familles, 16 génes, 16 pseudogén@f), 2F, 2G, 2Jstéroides
2R, 2S, 2T, 2U,
2W
CYP3 3A Métabolisme des xénobiotiques
(1 sous-famille, 4 génes, 2 pseudogenes)
CYP4 4A, 4B, 4F, 4V|Métabolisme des acides gras ou|de
(5 sous-familles, 12 génes, 10 pseudogenesX I'acide arachidonique
CYP5 5A Biosynthése du Thromboxane A2
(1 sous-famille, 1 gene) impliquée dans I'agrégation
plaguettaire
CYP7 7A Biosynthese des acides biliaires
(2 sous-familles, 2 génes) (7-a hydroxylase du noyau stéroide)
/B 7-a hydroxylase spécifique du cerveau
CYPS8 8A Biosynthese de la prostacycline
(2 sous-familles, 2 génes) (contrecarre I'action du CYP5)
8B Biosynthese des acides biliaires
CYP11 11A, 11B Biosynthese des stéroides
(2 sous-familles, 3 génes) (113-hydroxylase)
CYP17 - Biosynthese des stéroides
(1 sous-famille, 1 gene) (17-a hydroxylase)
CYP19 - Biosynthese des stéroides (aromatase)
(1 sous-familles, 1 géne)
CYP20 - Fonction inconnue
(1 sous-familles, 1 géne)
CYP21 - Biosynthese des stéroides
(1 sous-famille, 1 géne, 1 pseudogéne) (21-hydroxylase)
CYP24 - Dégradation de la vitamine D
(1 sous-famille, 1 géne) (24-hydroxylase de la vitamine D3)
CYP26 26A Hydroxylase de [lacide rétinoiquie
(3 sous-familles, 3 genes) (important pour le développement)
26B et 26C Hydroxylases de [I'acide rétinoique
(probable)
CYP27 27A Biosynthese des acides biliaires
(3 sous-familles, 3 génes) 27B 1-a hydroxylase de la vitamine D3
27C Fonction inconnue
CYP39 - 7-a hydroxylase du 24-hydroxy-
(1 sous-familles, 1 géne) cholestérol
CYP46 - 24-hydroxylase du cholestérol
(1 sous-familles, 1 géne)
CYP51 - Biosynthése du cholestérol
(1 sous-familles, 1 géne, 3 pseudogénes) (14-a déméthylase du lanostérol)

Tableau 5: Les différentes familles de P450 humain

biologiques d’apres (Nebert and Russell, 2002).
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|.D.1.a Les familles de P450 humains

Le dernier recencement, fin 2002ttp://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html
dénombrait 57 génes de P450 humains répartis émiiBes et 43 sous-familles (Tableau 5).
Ce sont principalement les trois premieres fami{fle¥P1, CYP2 et CYP3) qui assurent le
métabolisme des xénobiotiques dans leur grandersitiée Les familles CYP1 et CYP3
comportent respectivement 3 membres (1A1, 1A2, 18134 membres (3A4, 3A5, 3A7,
3A43). La famille CYP2 est la famille la plus larggomposée de 13 sous-familles (2A, 2B,
2C, 2D, 2E, 2F, 2G, 27, 2R, 2S, 2T, 2U, 2W), edlgroupe le tiers des P450 humains. Des
exemples de substrats identifiés pour ces troimigres familles sont indiqués ci-dessous
(liste non exhaustive).

Famille |CYP Exemples de substrats Marqueur d’activité
CYP1 1A1 | phénacétine, méthoxyrésorufine, O-dééthylation de la phénacétine (1A), O-
hydrocarbures aromatiques polycycliquesdéméthylation de la métoxyrésorufine (1A)

1A2 | phénacétine, cafféine, antipyrine, (R)- | N3-déméthylation de la cafféine

warfarine, aflatoxine B1
1B1 | benzopyréne, amines aromatiques

CYP2 2A6 | coumarine, nicotine, N-itrosodiéthylamine,7-hydroxylation de la coumarine
aflatoxine B1
2B6 | cyclophosphamide, diazepam, nitrosamingsp-hydroxylation de la testostérone
du tabac, testostérone
2C8 |taxol, fluvastatine, amiodarone, 6a—hydroxylation du taxol
troglitazone, amodiaquine, acide rétinoigue,

acide arachidonique
2C9 | acide tiénilique, diclofénac, phénytoine, | 4’-hydroxylation du diclofénac
(S)-warfarine, tolbutamide, ibuproféne,
losartan, acide arachidonique

2C18 | verapamil, warfarin, (S)-méphénytoine, |5-hydroxylation de 'AT3C (dérivé de I' acide
AT3C tiénilique)

2C19 | (S)-méphénytoine, oméprazole, diazepam  4'-hydraigylade la (S)-méphénytoine
2D6 | débrisoquine, codéine, dextrométorphan, 1’-hydroxylation du bufuralol
paracétamol, spartéine, bufuralol
2E1 | chlorzoxazone, éthanol, chloroforme 6-hydroxylatifenla chlorozoxazone
2J2 ébastine, acide linoléique, acide
arachidonique

CYP3 3A4 | cyclosporine, érythromycine, quinidine, | 6B-hydroxylation de la testostérone
DHEA, testostérone, aflatoxine B1
3A5 |vérapamil, aflatoxin B1, naphtaléne,
testostérone

3A7 codéine, aniline, cortisol, DHEA,
testostérone

3A43 |testostérone

Tableau 6 : Les trois premiéres familles de CYP et  leurs principaux substrats d'apres
(Lin and Lu, 1998) et la banque de données Gentest (Human Metabolism Database
http://www.gentest.com/human p450 database/index.ht  m).

Les P450 des autres familles sont plutot impliqueiss la biosynthese et le métabolisme
de composés endogenes (stéroides, acides grasingt®, cholestérol) (Figure 19). Ce sont
généralement des P450 a spécificité de substrar asstreinte. Par exemple, on retrouve
chez 'homme le CYP51 qui catalyse la 14-hydroxglatdu lanostérol, étape clé de la
biosynthese du cholestérol. Il s’agit du P450 lesptonservé entre les especes : il pourrait
étre I'ancétre de tous les P450.
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Figure 19: Les cytochromes P450 humains impliqués dans le métabolisme de
composés endogénes d’'apres (Nebert and Russell, 200  2). (a) les P450 impliqués dans la
biosynthese du cholestérol et des acides biliaires (b) les P450 participant a la biosynthése
des hormones stéroides (c) les P450 impliqués dans la cascade de I'acide arachidonique (d)
les P450 nécessaires a I'action de la vitamine D.

I.D.1.b Distribution tissulaire

Les P450 humains sont localisés majoritairements danfoie, et dans une moindre
mesure, dans d’autres sites extrahépatiques {mtesins, poumons, peau et cerveau) (Ding
and Kaminsky, 2003). Si la plupart des P450 soésgmts a la fois aux niveaux hépatique et
extrahépatique, certaines isoformes s’exprimenjuerment dans le foie comme le CYP1A2
et d'autres sont exclusivement extrahépatiques miar@YP2J2.

La distribution tissulaire des P450 humains cowesp a celle de leurs substrats
(endobiotiques ou xénobiotiques). Les P450 impkgdéans la biosynthése des stéroides
(CYP11A, 11B, 17 et 19) s’expriment surtout darsstiesus stéroidogenes (cortex surrénal,
gonades) tandis que les P450 impligués dans lebolé&tme des xénobiotiques se retrouvent
dans les organes de filtrage du sang (foie, retnpux différents points d’entrée des
xénobiotiques dans I'organismappareil gastro-intestinal: cesophage, estomac, intestin
gréle, colon appareil respiratoire : muceuse nasale, trachée, pounpaau).

La plupart des sous-familles de CYP sont aussieptés dande cerveau,a une
concentration 100 fois inférieure de celle du faies P450 y joueraient le réle de filtre au
niveau de la barriere hémato-encéphalique (Hedéiral., 2001) mais cette contribution au
métabolisme des xénobiotiques est toujours spéeelaDe nouveaux P450 du cerveau,
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récemment découverts, auraient des fonctions sgées telles que la régulation des niveaux
endogenes d’agonistes des récepteurs GABA (CYR@Bhaintenance de I’homéostasie du
cholestérol (CYP46) et I'élimination des rétinoid€Y P26).

Des P450 tels que les CYP2C8 et 2J2 ont égalem@éntdétectés au niveau de
I'endothélium du systéme cardiovasculaire (coeunes arteres, vaisseaux). lls joueraient un
réle dans le contrdle du tonus et de la croissaaseulaires, sujet dont nous reparlerons plus
loin (cf. 1.D.3.b).

1.D.2 Importance pharmaco-toxicologigue des P450 humains

Les cytochromes P450 ont un impact important emrpaeo-toxicologie :
a) L'oxydation de meédicaments par les cytochromeO0P conditionneleur vitesse
d’élimination, et donc leur taux plasmatique et leur biodispititéb
b) Dans certains cas, cette oxydation initialentedtinée a la détoxification peut devenir
une source de toxicité: les médicaments sont foemés en métabolites réactifs,
potentiellement toxiquespour I'organisme.
c) L’activité des P450 peut étre modulée par desefirs génétiques (polymorphismes) ou
environnementaux (induction, inhibition). Leariations de métabolismequi en résultent
sont responsables idefficacité thérapeutique (élimination accrue) oude toxicité, en
particulier pour les médicaments a fenétre thérigpeei étroite.

I.D.2.a Le métabolisme des médicaments par les cytochros) hépatiques

La majorité des médicaments sont oxydés au nivépatigue. Dans le foie, la quantité
totale de P450 est trés élevée (ie 18000 nmolesipotoie de 1,5 kg; Kaminsky et al., 1984)
et relativement constante. Les proportions moyedessifférentes isoformes sont indiquées
Figure 20. En pratique, ces proportions subissengrindes variations interindividuelles,
induites par la génétique (polymorphisme) et I'eownement (inducteurs) (voir le paragraphe
suivant).

Autres JA4
(17 % 3 G
T
26 (4% z&lk;};:m

2E 1 (6% =
s

2A (8% )

1A (12% ) TC(19% )

(@) (b)

Figure 20 : (a) Proportions des différents cytochro mes P450 présents dans le foie
humain et (b) Proportions de médicaments métabolisés par les cyto chromes P450 de
foie humain (Guengerich, 1995).

Ces P450 hépatiques ont un rble prépondérant @damsétabolisme des médicaments
(Figure 20). Ainsi, plus de 90% des médicaments s@tabolisés par six cytochromes P450
hépatiques : les CYP3A4, 2D6, 2C9, 2E1, 1A2 et 2C2CYP3A4 méetabolise plus de 50%
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des médicaments a lui seul (Guengerich, 1995). 450 He plus abondant du foie, prend en
charge des substrats de taille et de structuresvagées. Le CYP2D6, assez peu exprimé
dans le foie, oxyde pourtant un grand nombre deigagtnts de classes thérapeutiques
variées : des antiarrythmiques (ex : la propafépondes antidépresseurs (ex : fluoxetine
/Prozac), des antipsychotiques (ex : clorpromazited béta-bloquants (ex : propanolol), des
analgésiques (ex : codéine) et des antihypertemgedbrisoquine, dextrometorphan). Les
CYP2C occupe la troisieme position par ordre d’inigmace dans le métabolisme des
médicaments, dans I'état actuel de nos connaissance

[.D.2.b Production de métabolites réactifs toxiques (Patkag&, 1995)

P450

métabolite non toxique Elimination
médicament
métabolité réactif électrophile
fixation a ’ADN fixation aux protéines

/

mutagenese, carcinogenese nécrose, apoptose, maladies auto-immunes

Figure 21 : Les métabolites réactifs produits par|  es cytochromes P450 et leur devenir
cellulaire.

Certaines molécules peuvent étre transformées gmrPU50 en métabolites réactifs
électrophiles capables d’alkyler les macromolécualdhilaires (ADN ou protéines). S'ils ne
sont pas répares, les adduits a 'ADN, sont ading de phénomenes de mutagenése et de
carcinogenese (Harris, 1989) et les adduits autéimes cellulaires provoquent des processus
de nécrose (Park et al., 1995) ou d'apoptose (Haetual., 2000) ou des maladies auto-
immunes (Park and Kitteringham, 1990). Tout candit&dicament doit donc subir une
batterie de tests évaluant ses propriétés géenaiexigt cytotoxiques. Ces tests ne sont pas
toujours infaillibles : de nombreux médicaments owem’acide tiénilique ont di étre retirés
du marché a cause d’'une activation métaboliquéegarytochromes P450.

Exemple de I' hépatite auto-immune induite paritiediénilique

L’acide tiénilique est un diurétique uricosuriquaramercialisé en 1976 sous le nom de
Diflurexd. Sa vente fut suspendue au début des années 90pcavoquait dans 1 cas sur
10000 une hépatite médicamenteuse de type immuergigue, parfois mortelle (Homberg
et al., 1984). Cette pathologie auto-immune eshatarisée par la présence d'anticorps
circulants, dirigés contre les microsomes de foeerein et spécifiques du CYP2C9 (Beaune
et al., 1987). Des recherches ont permis d’ étdblimécanisme d’inactivation suicide du
CYP2C9 au cours de la métabolisation de I'acidaliguie (Jean et al., 1996; Lopez-Garcia et
al., 1994). L'acide tiénilique est oxydé par le C9® en un intermédiaire réactif tres
électrophile : un sulfoxyde (Lopez-Garcia et ad94). Ce dernier pourrait alors évoluer selon
trois voies (Figure 22). De facon tres minoritaitediffuserait en dehors du site actif pour
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réagir avec des protéines microsomales (fixatioralemte non spécifique). Dans le site actif,

il pourrait :

- étre inactivé par addition d’'une molécule d’eaunfant le produit 5-hydroxylé

- ou se fixer de fagon covalente & un résidu nucié®piiu cytochrome P450, ceci
inactivant I'enzyme irréversiblement (Lopez-Garetaal., 1994). Le P450 alkylé serait
alors externalisé sur la face externe de la memebmasmique. Formant un nouvel
antigene, il initierait la réponse immunitaire (Bea et al., 1987; Beaune et al., 1994).

/

S

I
AT ~Fe= J ~— S-hydroxylation
+

Q 0
! f
CYP2C9 S C Fixation covalente aux
+ _-/g OCH,CO0 > protéines microsomales
NADPH o’

‘l — P450 alkylé et inactivé

l

Compartiment intracellulai }
ompartiment intracellulaire (L Membrane plasmique

Milieu extracellulaire / x

Systéme immunitaire

+
Oy

Figure 22: Mécanisme proposé pour le métabolisme d e l'acide tiénilique (AT),
l'inactivation suicide du CYP2C9 et le début du phé nomene hépatotoxique (d'apres
Lopez-Garcia et al., 1994 et Beaune et al., 1994).

[.D.2.c Les variations interindividuelles du métabolisme -ddanédicaments et leurs
conséquences pharmaco-toxicologiques

Des facteurs endogéenes (polymorphisme génétiquexogenes (induction, inhibition)
tendent a moduler l'activité et le niveau d’expressdes P450. Or, les variations de
métabolisme qui en résultent peuvent avoir des émprences pharmaco-toxicologiques
importantes.

Polymorphisme génétique

Le polymorphisme génétique est l'une des causesicipdales des variations
interindividuelles de l'effet des médicaments. Uolymorphisme génétique désigne une
variation allélique présente a une fréquence d'ainsn 1% dans une population. Ces
modifications génétiqgues génerent des enzymes tssen inactives, des P450 a activité
catalytique diminuée ou altérée ou des P450 aitxtiecrue. Un polymorphisme divise une
population en au moins deux phénotypes en fonci®la capacité métabolique des individus
envers un médicament donné (métaboliseurs lentamdes). Si le médicament est inactivé
par le P450, le phénotype métaboliseur lent saiifradr une amplification souvent néfaste de
I'effet pharmacologique du médicament et des effetijues associés. Chez un métaboliseur
rapide, le médicament est éliminé plus rapidemeat qui diminue son efficacité
thérapeutique. Prenons I'exemple du CYP 2D6, P4&8@nmmorphique le mieux étudié. De
nombreuses variations alléliques ont été identfiédles définissent trois phénotypes pour le
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métabolisme de I'antihypertenseur débrisoquines heétaboliseurs lents (homozygotes
mutés), les métaboliseurs rapides (hétérozygotes homozygotes sauvages) et les
métaboliseurs ultrarapides qui possedent plusieopses fonctionnelles du P450. Chez les
métaboliseurs lents, la débrisoquine administrédose normale peut créer des accidents
d’hypotension.

Les différents polymorphismes associés aux P436uetnomenclature sont répertoriés
sur internet lttp://www.imm.ki.se/CYPalleles/)Quelques exemples sont indiqués dans le

tableau ci-dessous.

Enzyme Variants Modifications génétiques Conséquences
alléliques
CYP2A6 CYP2A6*2 Mutant L160H Enzyme inactive
CYP2A6del Délétion du géne Pas d’enzyme
CYP2C8 CYP2C8*2 Mutant 1269F Perte d’efficacité catalytique
CYP2C8*3 Double Mutant R139K, K399R Perte d’efficacité catalytique
CYP2C9 CYP2C9*2 Mutant R144C Diminution de I'affinité envers la
réductase
CYP2C9*3 Mutant 1359L Perte d’efficacité catalytique
CYP2C9*4 Mutant 1359T Perte d'efficacité catalytique
CYP2C9*5 Mutant D360E Perte d'efficacité catalytique
CYP2C9*6 Codon stop prématuré Enzyme tronquée inactive
CYP2C19 CYP 2C19*2 Site aberrant de coupure Pas d’enzyme
CYP 2C19*2 Codon stop prématuré Pas d’enzyme
CYP 2D6 CYP 2D6*2xN Plusieurs copies du géne Augmentation de I'activité
CYP 2D6*4 Défaut d’épissage Enzyme inactive
CYP 2D6*5 Délétion du géene Pas d’enzyme
CYP 2D6*10 Mutants P34S, S486T Enzyme instable
CYP 2D6*17 Triple Mutant T1071, R296C, S486T Réduction de I'affinité pour des
substrats

Tableau 7 : Exemples de polymorphismes génétiques d

d'apres (Ingelman-Sundberg et al., 1999).

e cytochromes P450 humains

Interactions médicamenteuses : conséquences pharmamxicologiques d’une induction
ou d’'une inhibition de P450.

Les inhibiteurs ou inducteurs de P450 (médicamemnténobiotique) modulent I'activité
des P450 responsables du métabolisme des meédicarhentinducteurs sont des molécules
qui augmentent la synthése des P450 en agissants@oila transcription soit sur la
stabilisation de ’TARNmM ou de la protéine. L’hydesbure polychloré Aroclor induit tous les
P450 mais il s'agit d’'une exception. En généralinducteur est relativement spécifique : il
entraine la surexpression de quelques CYP sanstaffies autres. On distingue 5 classes
d’'inducteurs selon leurs caractéristiques strutgarat les sous-familles de P450 induites.

P450 humains induits Classe d'inducteurs Exemples
CYP 1A Hydrocarbures aromatiques 3-méthylcholantrene,
polycycliques benzo(a)pyrene, dioxine
CYP 2C, 3A Phénobarbital et barbituriques
CYP 4A Agents hypolipidémiants Clofibrate
CYP 3A corticostéroides Dexameéthasone
Antibiotigues macrolides Triacetyloleandomycine
CYP 2E1 Ethanol, Isoniazide
Tableau 8: Principaux inducteurs des cytochromes P 450 (Guengerich, 1992).
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Les inhibiteurs de P450 peuvent étre classés ex cktégories principales : les inhibiteurs
réversibles ou irréversibles.

Les inhibiteurs réversibles sont qualifiés également d’inhibiteurs compétitif€es
molécules de bonne affinité pour le P450 occupertite actif au méme titre qu'un substrat
(fixation sur le fer ou les acides aminés enviraigp Elles entrent, de fait, en compétition avec
les substrats et inhibent leur métabolisme.

Les inhibiteurs irréversibles sont des molécules qui se fixent de maniére cotalsur le
P450 aprés un acte catalytique, bloguant ainsifeoationnement de facon irréversible. Les
inhibiteurs irréversibles ont deux sites de fixatpossibles : 'héme ou I'apoprotéine.

» inhibiteurs irréversibles se fixant sur I’heme:

- certaines amines comme la troléandomycine (TAQ)ésythromycine sont métabolisées en
nitrosoalcanes, capables de se fixer de facon-Guésersible au fer (Delaforge et al., 1983;
Mansuy et al., 1977; Watkins et al., 1986; Wrightenal., 1985); Le complexe e
nitrosoalcane, tres stable, a une absorption @rsiitue a 455 nm.

- des composeés possedant un groupement méthylenadémey forment un complexe fer-
carbéne (Mansuy and Ullrich, 1975);

- les composés comportant une double ou triple liaisominale, une dihydropyridine ou une
dihydroquinoline sont capables de N-alkyler 'héf@erreia et al., 1981).

* Inhibiteurs irréversibles se fixant sur l'apoprotéine: on peut citer comme exemple
d’inhibiteurs de ce type l'acide tiénilique (cham.R.b) (Lopez-Garcia et al.,, 1994), le
chloramphénicol (Halpert et al., 1983), des xamthafYanev et al., 1999) et des alcynes
terminaux (Roberts et al., 1993).

Les inhibiteurs qui alkylent I'hnéme ou l'apoprotéirsont souvent appeléssubstrats
suicides »(« mechanism-based inhibitors ») car ce sont dbstsats qui inactivent I'enzyme
responsable de leur métabolisme, apres avoiratéformes.

CYP Exemples d'inhibiteurs
1A a-naphtoflavone
2A diéthyldithiocarbamate
2B6 Xanthates
2C8 Quercétine
2C9 Sulfaphénazolegcide tiénilique
2C19 Ticlopidine
2D6 quinine
2E1 4-méthylpyrazole
3A TAO, gestodéne

Tableau 9 : Exemples d’inhibiteurs des principales familles de CYP hépatiques d’apres
(Lin and Lu, 1998). Les inhibiteurs irréversibles s ont indiqués en italique.

L’induction ou linhibition de P450 a des conségoesm sur la pharmacocinétique des
médicaments. Les inducteurs de P450, en surexpriieanzyme, accélérent I'élimination de
médicaments coadministrés et diminuent leur effétapeutique. A I'inverse, les inhibiteurs de
P450 freinent I'élimination des médicaments substige qui induit en général des effets
toxiques. On parle d’interactions médicamenteuse®es inhibiteurs ou inducteurs sont eux-
mémes des médicaments. Les interactions médicansestesont une cause importante de
mortalité chez les patients hospitalisés.
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Prenons I'exemple de deux interactions médicameeteavec la cyclosporine, médicament
métabolisé par le CYP3A4. La cyclosporine est umimosuppresseur administré dans le cadre
de greffes, a fenétre thérapeutique étroite. Leepie rifampicine, un inducteur de 3A4, accélere
I'élimination de la cyclosporine par ce P450. Cemmnduit a une diminution de la
biodisponibilité¢ de I'immunosuppresseur et doncrarajet de la greffe (Mallat, 1992). A
l'inverse, la prise de kétoconazole (inhibiteur @&P3A) inhibe le métabolisme de la
cyclosporine. Il en résulte une augmentation de®aentration circulante avec risques des
toxicité rénale et neurologique (Gomez et al., 3995

[.D.2.d Utilisation des P450 a des fins thérapeutiques

Dans certains cas, les phénoménes d'activation ’'giterhction médicamenteuses
précédemment décrits peuvent étre exploités ainkeshiérapeutiques.

Nous pouvons citer I'exemple de linteraction meédienteuse entre le ritonavir et
I'indinavir, deux inhibiteurs de protéase utilis&s synergie comme traitement anti-HIV (Hsu et
al., 1998). Ces deux molécules sont métaboliségs/o par la méme enzyme, le CYP3A4. Le
ritonavir a la particularité d’étre un substratcsde de cette enzyme (Koudriakova et al., 1998).
En inactivant le CYP 3A4, il inhibe le métabolisohe I'indinavir par ce P450, prolongeant ainsi
la durée de vie et les effets thérapeutiques aeéoicament.

Enfin, I'activation de prodrogues par des P450 paant étre utilisée en thérapie génique
pour le traitement de certains cancers (Jounaddi22Waxman et al., 1999).

Etant donné le réle critique des monoxygénases a0P4ans la balance
détoxication/bioactivation, I'étude de ces enzympesente un grand intérét. Dans l'industrie
pharmaceutique, I'autorisation de mise sur le ma&rckun médicament impose de connaitre les
voies métaboliques de la molécule active ainsi lgugharmacologie et la toxicologie de ses
métabolites. Dans ce cadre, I'examen du métaboligme les P450 occupe une place
importante. Les test in vivo réalisés sur animawntslongs, colteux et éthiquement
controversés. Des tests in vitro standardisés oomcdété développés. lls sont réalisés
actuellement sur cultures primaires d’hépatocytesyr microsomes ou sur enzymes
recombinantes produites a partir de systemes desgion hétérologue (cf. Annexe A).

Afin d'optimiser le processus de développement dedicaments, les industriels
souhaiteraient prédire ce métabolisme bien plusadiartir de la structure des molécules. Des
efforts sont donc faits pour essayer de rationalies spécificités de substrats de ces enzymes.
Au laboratoire, nous nous intéressons plus parigcement a la sous-famille 2C.

1.D.3 La sous-famille 2C

I.D.3.a Les différentes isoformes et leur distribution tidaire

Les CYP2C ont été les premiéres isoformes purifgépartir du foie humain (Beaune et al.,
1979; Wang et al., 1983). Quatre membres de cefts-famille ont été identifiés chez
I'hnomme : les CYP2CS8, 2C9, 2C18 et 2C19, de mass#8§culaires respectives 50, 52, 48 et 48
kDa (Goldstein and de Morais, 1994). Ces isoformes490 acides aminés présentent une
homologie de séquence de plus de 80% qui a reffficildileur purification individuelle et la
détermination de leurs réles respectifs. Elles @rtrune sous-famille, considérée comme une
des plus complexes, impliquant 7 génes et plusiearants alléliques (Ged et al., 1988). 15
variants alléliques sont connus pour le CYP2C 18w le CYP2C9 et 5 pour le CYP2CS8.
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Les membres de la sous-famille 2C sont des enzgoestitutives (Guengerich, 1995) qui
peuvent étre induites par des barbituriques etdapicine (Chang et al., 1997; Heinemeyer et
al., 1987; Morel et al., 1990; Zhou et al., 1990).
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lls sont localisés principalement dans le foie Isuréprésentent 19% des P450 hépatiques
(Goldstein and de Morais, 1994). Cependant, ddemilboncentrations de CYP2C9 ont été
détectées dans l'intestin gréle (de Waziers etlabPQ; Lapple et al., 2003), les reins (Klose et
al., 1999) et le colon (Zhang et al., 1999). Le QER9 est également présent dans l'intestin
gréle (Zhang et al., 1999; Lapple et al. 2003)C¥P2C8 a une expression extrahépatique dans
les poumons (Mace et al., 1998 ; Ding and Kamin&b03), le cerveau (Klose et al., 1999;
McFayden et al., 1998) et le systeme cardiovaseul@eldin et al., 1995; Lin et al., 1996).
Enfin TARNm du CYP2C18 a été mis en évidence areau de la peau (Zaphiropoulos, 1997,
Yengi et al., 2003), des reins (Klose et al., 1383Ju poumon (Mace et al., 1998).

Dans le foie, deux isoformes sont prépondérane€YP2C9 et le CYP2C8 pour lequel on
observe d’'importantes variations interindividuel{@omkes et al., 1991; Lapple et al., 2003).
Des quantités plus faibles de CYP 2C19 sont égalemrésentes alors que le CYP 2C18, tres
minoritaire, est a peine exprimé (Furuya et al91t9Richardson et al.,, 1997; Lapple et al.,
2003).

[.D.3.b Importance physiologique des CYP2C
* Métabolisme des médicaments

Les CYP2C ont un réle significatif sur le plan phacologique puisqu’ils métabolisent 15%
des médicaments courants. Leurs polymorphismedaaatise de variations de ce métabolisme
potentiellement dangereuses. Le CYP2C9 est I'isodola plus abondante au niveau hépatique
et celle qui métabolise le plus grand nombre deicaétents (cf. plus loin). Le CYP2C19 a été
tres étudié en raison de son polymorphisme gamgtigause d’accidents thérapeutiques.
Jusgu’a une période récente, on pensait que le C8R&ait un réle physiologique limité.
Toutefois, la découverte de nouveaux substrats esaggue le réle du CYP2C8 dans le
métabolisme des médicaments aurait été sous-ediimétre part, des articles récents dans le
domaine cardiovasculaire suscitent un regain d@&t@our cette isoforme : le CYP 2C8 est
exprimé dans les vaisseaux sanguins ou il intedvandans la régulation de la vasodilation via
le métabolisme de I'acide arachidonique.

e Implication du CYP2C8 dans la régulation de la vasdilatation dépendante de
I'endothélium

Pour comprendre la notion de vasodilation, il éabdrd préférable de décrire la structure
tubulaire d’'un vaisseau sanguin. Un vaisseau sarggiiconstitué de trois couches :
- une couche interne (c6té sanguin) de cellules béétlates
- une couche médiane composée de cellules muscuiases et de fibres élastiques
- une enveloppe externe de tissu conjonctif compitethemextrémités nerveuses.
Le tonus vasculaire est défini par I'état de castiom des cellules musculaires lisses. Il est
régulé localement par plusieurs facteurs vasoddata et vasoconstricteurs: des
neurotransmetteurs, les hormones vasoactives aircdans le sang et des substances dérivées
de I'endothélium.

La vasodilatation dépendante de I'endothélium

En réponse a divers stimuli hormonaux (la bradyleni’acétylcholine ou la substance P
(Campbell and Harder, 1999)) ou physiques (tordies vaisseaux (Fisslthaler et al., 2001)), les
cellules endothéliales synthétisent et relarguestabmposés vasoactifs. Ces derniers diffusent
jusqu’a leur cellules cibles : les cellules mustaklisses vasculaires.
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La vasodilatation dépendante de [I'endothélium extuite principalement par trois
molécules : la prostacyclifeGl,, NO, et 'EDHF. La prostacycline (PG) a été découverte en
1976. Il s’agit d’'un dérivé de I'acide arachidonggorroduit par les cycloxygénases (Moncada et
al., 1976). L'EDRF (endothelium-derived relaxingt@) mis en évidence en 1980 (Furchgott
and Zawadzki, 1980), fut identifié comme étant lenoxyde d’azote NO en 1987 (Palmer et al.,
1987). Il est synthétisé par des enzymes appel@esyNthases.

Enfin, il existe un troisieme médiateur distinctd® et PG} dont les effets vasodilatants sont
observés depuis des années. Associé a une hypéatiben des cellules musculaires lisses, il
est appelé EDHF ie. Endothelium-Derived Hyperpalag Factor. Une vasodilatation de type
EDHF a été détectée chez plusieurs espéces : ¢e(Popp et al., 1996), le rat (Fulton et al.,
1998), 'lhomme (Miura and Gutterman, 1998), ouHeen (Tanaka et al., 2003) dans les artéres
coronaires, ou les microvaisseaux coronariens. partance relative de la voie EDHF diminue
avec la taille du vaisseau a l'inverse de la vai ($himokawa et al., 1996). En cas de présence
des deux voies, NO inhibe la voie EDHF (Bauersaghal., 1994), qui interviendrait alors
comme voie de secours en cas de dysfonctionneradatptoduction de NO.

Vasodilatation

O RN

EDRF = NO PG, EDHE
T NOs< TCyconygénase TP450époxygéna51
L-arginine Acide arachidonique Acide arachidonique

Figure 23 : Les trois voies de vasodilatation dépen  dante de I'endothélium.

Moins bien caractérisé que NO et RAIEEDHF a une nature chimique et un mode d’action
encore imprécis. De nombreuses études lui sonacodess a I’heure actuelle.

Nature chimique de 'EDHF : un dérivé de 'acideaghidonique

Sigle Nom Références

EET acides époxyeicosatriénoiques Campbell et al., 1996; Fulton et al.; 1998, Quilley
(14,15 EET, 11,12 EET, 8,9 EET et| et al., 1997; Archer et al., 2003
5,6 EET)

DIHETE acides dihydroxyeicosatriénoigues Henrich efl800

HPETE acides hydroperoxyeicosatriénoiques D’Alaret ef #887; Van Diest et al.,, 1991,
Campbell and Harder, 1999 ; Miller et al., 2003

THETA acides trihydroxyeicosatriénoiques Pfister etl®198; Campbell et al., 2003

H.0, Peroxyde d’hydrogéene Thomas and Ramwell, 1986; batoand
Shimokawa, 2003; Matoba et al., 2003

Tableau 10: Les EDHFs identifiéess a I'heure actuell e: sigle, nom, références
bibliographiques.
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Des expériences ont montré qu'il existait non pasnais plusieurs EDHFs selon I'espéce
et le type de vaisseau; ce sont principalementnu&sbolites de I'acide arachidonique (les
EET et leurs produits d’hydrolyse DIHETE, les HPET&S THETA) mais aussi le peroxyde
d’hydrogéne (Tableau 10). A I'heure actuelle séessEETs et KD, ont été identifiés comme
EDHF chez 'homme.

Les cytochromes P450 cardiovasculaires : possilbelE synthases

Acide arachidonique

(e

Cytochromes P450 Cyclooxygénases
Epoxygénases ‘ Iipoxygénm‘
N
e A

14,15-EET 15(S)-HPETE 15(S)-HETE TXA2

mo“ MO“ — oo™ o

11,12-EET l Cytochromes P450

= COOH
m 11H 14,15-EETA
(o]

OH

— COOH
o s 2 l
B

(O ogoo Ho
- I

5,6-EET 11,14,15-THETA
@]
o o coon
- (e
¢Hydrolyse HO HO OH

DIHETE

Figure 24 : La cascade de I'acide arachidonique.

L’'acide arachidonique est métabolisé par différerdazymes : les cycloxygénases, les
lipoxygénases et les cytochromes P450 des faniiliegl (Figure 24). La synthése des EETs
est assurée principalement par les P450 époxygentsda famille 2. Deux isoformes, le
CYP2CS8 et le CYP2J2, sont exprimées par les cslletelothéliales vasculaires humaines et
seraient de possibles EDHF synthases. La contibuté chaque enzyme dépendrait de leur
abondance tissulaire et de leur efficacité camgi Le CYP2J2 est particulierement
abondant dans le cceur ou il serait la principaleyme impliquée dans I'époxydation de
I'acide arachidonique (Scarborough et al., 1999)aip au CYP2C8, il serait prédominant
dans la vascularisation rénale (Zeldin et al., )9S veines (Lin et al., 1996) et les arteres
(Fisslthaler et al., 1999). Plusieurs expérienesshbdent indiquer quke CYP2C8 serait une
EDHF synthase, du moins dans certains vaisseaufles artéres coronaires de porc
(Fisslthaler et al., 1999), les arteres de han{&elz et al., 2000) et les veines ombilicales
humaines (Fisslthaler et al., 2001)).
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.D.3.c Etudes structure/activité des CYP2C

Malgré une forte homologie de séquences, les memieela sous-famille 2C ont des
spécificités de substrats différentes. Plusieunsp@&s ont cherché a identifier les déterminants
structuraux a I'origine de ces différences, en i@nitda topologie de leurs sites actifs.

En I'absence de structure RX, la topologie desssiietifs est étudiée par des méthodes
indirectesin silico (pharmacophore des substrats, modélisation mealiéewudes sites actifs) et
in vitro (recherche de substrats et inhibiteurs spécifige@sdes chimiques, construction de
chimeres, mutagenése dirigée) (Szklarz and Halp@®).

Les méthodesn silico permettent la prédiction des interactions entemzyme et les
molécules reconnues. La fiabilité de ces predistdépendent de la qualité des modéles, c’est
pourquoi il est important de les relier a des desnéxpérimentales. Les acides aminés
responsables des spécificitées de substrats peuwsiest étre identifies par différentes
méthodesn vitro:

* marquage par sondes chimiques certains acides aminés du site actif sont acdessa
suffisamment réactifs dans des conditions spé@Bqoour lier un substrat radiomarqué de
facon covalente (Means and Feeney, 1990).

» construction de chimeres de P450tes chimeéres sont des protéines artificielles dans
lesquelles une partie d’'un P450 a été remplacéarmarégion analogue d’'un P450 apparenté.
Elles permettent d’identifier les zones minimalesponsables des spécificités de substrats.
Ces zones sont alors mutées pour identifier leadugsmportants.

* mutagenése dirigée 1l s'agit de la méthode la plus utilisée pour Wé¢ des relations
structure/activité (Domanski and Halpert, 2001) nuatagenese dirigée a par exemple permis
de confirmer I'importance des différents SRS pgegiar Gotoh dans la reconnaissance
spécifiqgue de molécules par différents P450 (cfexenC). Deux stratégies sont employées :
la mutagenese systématique des résidus qui diffeneine deux P450 ou la mutagenese
dirigée plus «rationnelle » des résidus identifépartir de modeles moléculaires ou de
résultats sur des chiméres (mutants de chiméres).

Ces différentes approches ont été employées auvalaire pour I'étude topologique des
CYP2C. Au cours de ma these, je me suis plus pdigiement intéressée a deux isoformes :
les CYP2C9 et CYP2CS8.

1.D.4 Etudes des spécificités de substrats des CYP2CR€18 : état de I'art au début
de ma thése

I.D.4.a Substrats et inhibiteurs connus

Le CYP2C9 est le principal P450 impliqué dans leamélisme de I'acide tiénilique
(diurétique, Km=5-6uM) (Jean et al., 1996), (Logearcia et al., 1993), du tolbutamide
(antidiabétigue, Km=130uM) (Miners et al., 1988) d& la phénytoine (antiépileptique,
Km=45uM) (Veronese et al., 1991). Il catalyse égelet I’hydroxylation régiosélective de la
(S)-warfarine (Km=4uM), en positions 6 et 7 (Sadequal., 1992).

Le CYP2C9 intervient aussi dans l'oxydation de nogol anti-inflammatoires non-
stéroidiens tels que le diclofénac (Km=16uM) (Maetwl., 1999), des membres de la classe
des oxicams (ténoxicam, péroxicam, lornoxicam) (Zbtal., 1992; Bonnabry et al., 1996)
ou des molécules de type « proféne » comme lidepe (Leemann et al., 1993), le
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flurbiproféne (Tracy et al., 1995) ou le suprofdiMancy 1996) etc.... Enfin, le CYP2C9
métabolise un composé endogene : I'acide arachgden(Daikh et al., 1994).

Deux puissants inhibiteurs compétitifs de cettéoisne ont été identifiés :
* Le sulfaphénazole (Ki=0,3uM) (Mancy et al., 1996)lfamide utilisé comme agent anti-
bactérien avant la découverte de la pénicillingest antibiotiques.
* La benzbromarone (Ki<10 nM) (Takahashi et al., 299@ent uricosurique également
substrat de cette enzyme (résultats non publiesiRivisette).
Un inhibiteur spécifique de type substrat suicigé également connu : il s’'agit de I'acide
tienilique (constante d’inactivation Ki=4,3uM; (Lep-Garcia et al., 1994).

Des études réalisées au laboratoire sur les CYR®ins, ont permis de démontrer la
sélectivité du CYP2C9 envers trois de ces ligantcide tiénilique, le diclofénac et le
sulfaphénazole (Tableau 11 , Tableau 12).

5-hydroxylation de I'acide 4’-hydroxylation du 5-hydroxylation du

CYP tiénilique diclofénac diclofénac

Km kcat Km kcat Km kcat

(M) (min™) (1LY (min™) (M) (min)
2C8 145+ 15 1,7+ 0,2 630+ 30 1,2+ 0,2 280+ 30 7+ 1
2C9 51 1,8+ 0,2 15+ 8 24+ 2 - <0,1
2C18 150+ 15 0,2+ 0,1 170+ 30 1,1+ 0,2 125+ 20 3£0,4
2C19 <0,05 - 440+ 30 1,4+ 0,5 470+ 50 1,205
Tableau 11: Constantes cinétiques d’hydroxylation de l'acide tiénilique et du

diclofénac par les différents CYP2C humains exprimé s dans des microsomes de
levure W(R)fur d’aprés (Jean et al., 1996) et (Manc vy et al., 1999). L'acide tiénilique est
substrat suicide spécifique du CYP2C9, de bonne affinité pour I'enzyme. Le diclofénac est
hydroxylé de facon régiosélective en position 4’, avec une efficacité catalytique élevée.

CYP Ki sulfaphénazole (uM)

2C8 63+ 4
2C9 0,3+ 0,1
2C18 29+ 3
2C19 -

Tableau 12 : Inhibition par le sulfaphénazole de di  fférentes activités spécifiques des
CYP2C humains exprimés dans des microsomes de levur e W(R)fur d’aprés (Mancy et
al., 1996). Le sulfaphénazole est un inhibiteur compétitif spécifique du CYP2C9 par rapport
aux autres CYP2C humains.
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Figure 25 : Exemples de molécules reconnues par le CYP2CO9. Les fleches indiquent les
sites d’oxidation des substrats.

Le CYP2C8 pourtant relativement abondant au niveépatique, est une isoforme
nettement moins connue et étudiée que le CYP2Ct €explique sans doute par la
commercialisation tardive du CYP2C8 recombinantcédjour, peu de substrats de bonne
affinité pour I'enzyme sont connus et la plupamnt’ été identifiés que récemment (depuis
1999). Cette isoforme métabolise principalement deddicaments et des composeés
endogenes (Tableau 13), la plupart étant égalermehstrats du CYP3A4. Parmi les
médicaments on peut citer le taxol, une moléculgrdade taille (anticancéreux) (Rahman et
al., 1994), le vérapamil (Busse et al., 1995; Trecgl., 1999), la fluvastatine (Fischer et al.,
1999) et la cérivastatine (Muck, 2000) (antilipidant), la troglitazone (antidiabétique)
(Yamazaki et al., 1999), I'amiodarone (antiarytho@}(Ohyama et al., 2000), I'amodiaquine
(traitement contre la malaria) (Li et al., 2002) I'ecide tazaroténique (rétinoide prescrit
comme traitement local du psoriasis et de l'acniaffet al., 2003). En ce qui concerne les
composes endogenes, le CYP 2C8 est impliqué danstibolisme de I'acide arachidonique
(Daikh et al., 1994; Rifkind et al., 1995) de l'deirétinoique et du rétinol (Leo et al., 1989;
Nadin and Murray, 1999). Un bon inhibiteur compititaussi été mis évidence (Rahman et
al., 1994) : il s’agit de la quercétine, un flava présent dans certains fruits (raisin, fraise)
(Ki=1,3 uM).
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(produit 14, 15-époxy

Substrat Formule Km et kcat
(ref.) et expression du CYP2CH§
_ U COOH Non déterminées
Acide

arachidonique

majoritaire)

Acide rétinoique

N X

COOH

Km = 1,4+ 0,3uM

~ kcat = 2,1 mift
(Nadin and Murray, 1999)
+ (Lymphoblastes)
F
O Km = 2,8uM
OH OH kcat = 0,13 mift
Fluvastatine N\ | . _coon (Fischer et al., 1999)
(Lymphoblastes)
-
Km =3 3uM

Troglitazone

kcat = 4,2+ 1,0 min*

(Yamazaki et al., 1999)
Baculavirus/cellules d’insecte

Taxol

Km = 5,4+ 1,0uM
kcat = 30+ 2 min?

(Rahman et al., 1994)
HepG2/ virus de la vaccine

Amiodarone

Km = 8,6+ 2,5uM
kcat = 2,3+ 0,2 min*
(Ohyama et al., 2000)

Baculavirus/cellules d’insecte

Vérapamil

H,C

OCHj

OCHs

O-déméthylation majoritair
Km = 50uM
kcat = 13 pmol.mg.min™
(Busse et al., 1995;

Tracy et al.,1999)
Levure W(R)

D

Tableau 13 : Les principaux substrats du CYP2C8 con

structure chimique et constantes cinétiques d’oxyda
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de la publication figure entre parenthése; le systeme d’expression utilisé pour produire le
CYP2CS8 est indiqué en italique. Les fleches désignent les sites d’oxydation.
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OH (0]

Figure 26 : Structure de la quercétine, un inhibite  ur du CYP2CS8.
[.D.4.b Bilan des études topologiques

Au début de ma thése, aucune donnée topologiqule €iYP2C8 (pharmacophore, modeles
3D ou mutagenese) n'avait été publiée. Par comtigqurs études portaient sur le CYP2C9.

Pharmacophore des substrats et modéle d’interactiodu sulfaphénazole

Deux équipes, issus du laboratoire de Daniel Marsule la société Pfizer, ont déterminé
les motifs structuraux communs aux molécules regesnpar le CYP2C9 (ie. «le
pharmacophore ») par modélisation moléculairexgtégences biochimiques.

En superposant 8 substrats et I'inhibiteur sulfaplaéle, I'équipe de Pfizer a proposé un
premier pharmacophore des molécules reconnuesep@iyP2C9 (Smith and Jones, 1992;
Jones et al.,, 1996). Tous les composés étudiéegmusun groupe donneur de liaisons
hydrogénes situé a 6:70,8 A du site d’hydroxylation et 4#0,5 A d’un site accepteur de
liaisons hydrogenes de la protéine. La liaison bgdne établie avec I'enzyme forme un
angle de 133% 21° avec l'axe passant par le site de métabolistrie groupe donneur de
liaisons hydrogenes des substrats.

Au laboratoire, une étude sur les dérivés d’adiéleilique (Mancy et al., 1995) a permis
de souligner I'importance de la fonction acide @esabstrat dans la reconnaissance par le
CYP2C9. En effet, lorsque cette fonction acideresiplacée par un groupe hydrophobe ou
un donneur de liaisons hydrogenes, toute affinb@rple CYP2C9 est perdue. L’acide
tiénilique formerait donc une liaison ionique ale€YP2C9, nécessaire a sa reconnaissance.
Il en serait de méme pour la plupart des substrat€YP2C9, chargés négativement a pH
physiologique. Cette hypothese est étayéee partude &ur des dérivés du diclofénac (Mancy
et al.,, 1999). La substitution de la fonction camdate par un alcool supprime la 4'-
hydroxylation du diclofénac spécifique du CYP2C@rtRde ces résultats, 12 substrats du
CYP2C9 (incluant des dérivés anioniques de I'atimiEique) ont été superposeés, en utilisant
la (S)-warfarine et la phénytoine comme supports.pharmacophore résultant indique les
contraintes géométriques suivantes : la chargetivégdes substrats est située a ,8,6 A
du site d’hydroxylation et devrait interagir avat nésidu cationique de la protéine distant de
4+ 0,5 A, selon un angle de 8215 °.

Site
d’hydroxylation . -
du substa St nonie
O 7,8+x1,6A O
82£15°™~_  40%05A
Site cationique
du CYP 2C9
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Ce pharmacophore a ensuite été affiné grace adéeRMN de linteraction de cing
substrats avec le CYP2C9 (Poli-Scaife et al., 199@} distances fer-hydrogene déduites des
temps de relaxation des protons ont permis d’ametlie positionnement relatif des substrats.
Deux motifs de reconnaissance ont alors été idéstifune zone hydrophobe aromatique et
une charge négative située a environ 8A du sitgditixylation (cf. Figure 27).

Zone hydrophobe aromatique

l
oD

for

Sites anioniques
des substrats

¥ Site cationique
P du CYP2C9

Figure 27 : Superposition de six ligands du CYP2C9 (Acide tiénilique et deux dérives,
diclofénac, acide laurique, sulfaphénazole) d’apres (Poli-Scaife et al., 1997).

Le sulfaphénazole, inhibiteur compétitif spécifiquu CYP2C9, établirait trois
interactions avec I'enzyme:
- une interaction électrostatiquentre le groupe para-amino benzéne sulfonamid&ede=[®s,
anionique a pH physiologique (Bell and Roblin, 1942 une charge positive de la protéine,
située a environ 4 A (Poli-Scaife et al., 1997).
- une interaction hydrophobe du groupe pyrazole-ptegayec un résidu hydrophobe de la
protéine
- une interaction Nhl- Fe supplémentaire par rapport aux autres moléculesmneces
Les deux premieres interactions seraient commune®ua les ligands du CYP2CO9.
L'interaction supplémentaire Nifer été mise en évidence en spectroscopie UVieisib
différentielle : 'addition de sulfaphénazole a aeisrosomes de levure exprimant le CYP2C9
induit I'apparition d’'un spectre de type IArfin = 390 nm,Amax = 425 nm). Ceci est
caractéristique de la fixation du sulfaphénazoleletdier par sa fonction NHcf. 1.B.1). Une
distance azote - fer de 2,2 A, a été mesurée pad E\li-Scaife et al., 1997).

Zone hydrophobe
r ~ N\
IN\
N —
N
\ Charge négative
s=o 0 —
. - \§
Liaison de coordination N o ”
R S—N
avec le fer 1 T \
{ =N O Rs
122 A
: Sulfaphénazole : R = NH,, R, = phényle, RR=H,
——— o e—
Figure 28 : Modele d’interaction du sulfaphénazole avec le CYP2C9 d'apres (Poli-

Scaife et al., 1997).
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Pour évaluer l'importance relative de chacune de teeis interactions, une série de
molécules dérivées du sulfaphénazole aux groupeni®nR,, R modifiés, a été synthétisée
au laboratoire par Sylvie Dijols. Les modes d’iatgion de ces molécules et leurs pouvoirs
inhibiteurs (CI50) ont été étudiés par spectrosedfV-visible différentielle, sur le CYP2C9
et sur les autres CYP2C humains afin de déternlmespécificité de reconnaissance de
chaque enzyme (Minoletti, 1998; Ha-Duong et alQ120et 2001b).

D’aprés les résultats obtenus, la complexation-Mi n’est pas responsable de la forte
affinité du sulfaphénazole pour le CYP2C9. Les mualés & groupement ;Ralkyle
hydrophobe sont toujours bien reconnues par le ©gRRAais elles ne sont plus sélectives vis
a vis cette isoforme (elles inhibent également MPC2C8). Par contre, deux autres
interactions (liaison ionique et interaction) semblent essentielles. La N-alkylation du
sulfonamide par un groupement hydrophobe supprimeraction ionique avec le CYP2C9
et les molécules sont alors reconnues spécifiquepare CYP 2C8 et CYP 2C18. Enfin, les
dérivés a Rcyclohexyle sont trés mal reconnus par le CYP2Q% interaction purement
hydrophobe n’est pas suffisante pour conserver horee affinité pour le CYP2C9. Le
sulfaphénazole établirait donc une interactionyge =1t entre son groupement phényle et un
résidu aromatique du CYP2C9.

Bilan : La superposition de bons ligands du CYP2@® modélisation moléculaire a mis en
évidence plusieurs motifs structuraux communs a medécules. Ce pharmacophore
comprend une zone hydrophobe aromatique et unasitenigue ou donneur de liaisons
hydrogenes. L'importance de [linteraction ioniqueup la reconnaissance de ligands
anionigues a été confirmée par des expériences eseag laboratoire sur des dérivés de
I'acide tiénilique, du diclofénac et du sulfaphéolgz(Figure 29).

\ﬁ/ OISO () @)
o}
R
cl R o
Cl R, N~N
\
[ jij Fh@sorN/\/ QNH
C N
L I R, cl
o)
Dérivés de I'acide tiéniliqué42) Deérives du sulfaphénazole (54) Dérivés du diclof&@a

Figure 29 : Etude des motifs chimiques importants p our la reconnaissance de l'acide
tiénilique, du diclofénac et du sulfaphénazole par le CYP2C9. Le nombre de dérivés
synthétisés pour étudier les sélectivités relatives des CYP2C humains est indiqué entre
parenthéses.
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Modeéles par homologie du CYP2C9

Des modéles par homologie du CYP2C9 (Jones et386; Jean et al.,1997; Jung et al.,
1998; Lewis, 1998; Ha-Duong, 2001lc, Payne et @994) ont été construits a partir
d’alignements de séquences avec les cing cytocls®AB0 bactériens cristallisés a I'époque
(P45Qam P45Q@us, P45Q, P45Q.r et P45Q.). L’homologie de séquence entre CYP2C
humains et P450 bactériens étant faible, ces med@lst peu fiables : ils offrent une assez
bonne représentation des blocs structuraux corserwais I'imprécision est forte sur les
boucles tres flexibles de la protéine.

Mutants et chiméres du CYP2C9 (cf. alignement pagauivante)

Plusieurs publications sur des mutants ou chimé&esCYP2C9 figurent dans la
littérature. Elles nous éclairent sur le role fommhel de certains résidus de ’'hémoprotéine.

Il existe ainsi des « mutants naturels » du CYP20&gespondants a différents variants
alleliques de I'enzyme: par exemple R144C (CYP2(§91359L (CYP2C9*3) et D360G
(CYP2C9*5). Ces mutations sont toutes caractérigggs une diminution d’efficacité
catalytique: R144C induit une diminution des kdataque 1359L et D360G provoquent une
augmentation des Km du CYP2C9 pour différents satss{Von Wachenfeldt and Johnson,
1995). Crespi et al. ont montré que le polymorpleidRi44C affectait I'interaction avec la
réductase, ce qui expliquerait les diminutions dat KCrespi and Miller, 1997). Dans les
modeles de CYP2C9, les résidus 1le359 et Asp36BRIB5 semblent trop éloignés de I'heme
pour former un interaction directe avec les ligands Von Wachanfeld et EF. Johnson
suggerent I'implication de 11e359 dans le positiement de la boucle 362-368 par rapport a
I'hélice | (Von Wachenfeldt and Johnson, 1995).n8&ation modifierait la conformation du
site actif et donc la reconnaissance des subg@ate CYP2C9.

Des mutants de CYP2C9 ont également été drégro pour explorer la topologie du
site actif de I'enzyme. Le positionnement de sutstdans les site actifs modeles du CYP2C9
permet d’'identifier plusieurs acides aminés enradton potentielle avec ces molécules. Ces
prédictions doivent étre vérifiées par des expésende mutagenése dirigée. Haining et al.
ont ainsi montré l'implication de Phell4 et Val 1dahs des interactions hydrophobes avec
la (S)-warfarine et le diclofénac (Haining et d41999). Phell4 serait I'acide aminé supposé
interagir avec la zone hydrophobe aromatique dunpheophore du CYP2C9. Enfin, malgré
une forte homologie de séquence de 95,7%, les C¥R2QC19 ont chacun des substrats et
des inhibiteurs trés spécifiques. Afin d’' identifiees séquences responsables de ces
différences de comportement, deux équipes ameéesaiirigées par JA. Goldstein et EF.
Johnson ont choisi une stratégie indépendante dédgles de sites actifs, en construisant une
série de chimeres 2C9/2C19 (Jung et al., 1998;eKéisal., 1998). Ces études ont souligné
'importance de la région 227-283 incluant le SR8&ion centrale de I'hélice |) dans la
sélectivité du CYP2C9 envers le sulfaphénazoldglitéofénac et l'ibuproféne. Les acides
aminés de cette zone, distincts chez les deux ermyont été mutés. Les mutations de
plusieurs chimeres ont ainsi montré le réle clé@dex résidus polaires du SRS4 : Ser286 et
Asn289. D’aprés les modéles de CYP2C9, ces résidigeraient pas directement en contact
avec les ligands du CYP2C9 mais auraient une inflaesur le repliement du site actif et la
sélection des substrats au niveau du canal d'alecésnzyme.
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CHAPITRE I :
t de la structure RX du CYP2C5 de lapin pourl’étude topologigue des

CYP2C humains
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Les résidus correspondants des CYP2C humains et du CYP2C5 ont une numérotation

dans la structure RX du CYP2CS5 figurent en dessous de l'alignement.

Figure 30 : Alignement de séquences entre les CYP2C
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La séquence du CYP2C5 de lapin a été alignée alless ades CYP2C humains. D’aprés
cet alignement, le CYP2C5 présente une forte itlerde séquence avec les isoformes
humains (environ 80%, Tableau 14), et une simdarte séquence d’environ 93%
(Ridderstrom et al., 2001).

CYP2C5 CYP2C8 CYP2C9 CYP2C18 CYP2C19
CYP2C5 100% 79% 83% 7% 83%
CYP2C8 79% 100% 82% 7% 83%
CYP2C9 83% 82% 100% 82% 93%
CYP2C18 83% 82% 87% 100% 81%
CYP2C19 83% 83% 93% 87% 100%

Tableau 14 : Identités de séquence entre le CYP2C5
(Ridderstrom et al., 2001).

de lapin et les CYP2C humains

La structure RX du CYP2C5/3LVdH est donc une trésrie structure de référence pour
la construction de modéles par homologie des CYR@@ains et plus particulierement des
CYP2C9 et 2C8. Elle devrait permettre d’obtenir dexleles beaucoup plus fiables que ceux
construits a partir des structures RX de P450 beo® (surtout au niveau des régions
variables).

Cette structure RX a permis de vérifier que lesOPgdiocaryotes et eucaryotes ont bien un
repliement commun (« fold ») (cf. partie 1.C.2)pAori, la topologie globale du site actif des
CYP2C humains devrait donc étre assez proche de delCYP2C5 de lapin. Les CYP2C
humains ont trois résidus en plus par rapport alPZY5. Ces résidus supplémentaires sont
insérés au niveau d’'une boucle externe tres flexalire les hélices H et I. lls ne devraient
donc pas avoir d’incidence sur la structure dessittifs modeles.

La progestérone, substrat spécifique au CYP2C5¢ acéockée » dans le site actif de
'enzyme. Plusieurs résidus sont potentiellement centact: Alall3, Val205, Leu208,
Asp290, Leu359, Leu363 et Phe473 (Williams et24lQ0a). lls correspondent a des positions
clés déja identifiées par mutagenese dirigée dé&® ldé la famille 2 (cf. Annexe C). Les
acides aminés correspondants des CYP2C humaingisoatsusceptibles d’étre importants
pour la reconnaissance de substrats par cert@oksmes.

Enfin, le CYP2C5 été cocristallisé a la fin de nheése en présence du DMZ et du
diclofénac, deux substrats communs au CYP2C5 etCMR2C humains (Tableau 15). Les
structures des complexes correspondants serviebasge a la discussion de nos résultats de
mutagenese sur les CYP2C9 et 2C8 humains.

Hydroxylation du DMZ 4’-hydroxylation du 5-hydroxylation du

CYP diclofénac diclofénac
Km kcat Km kcat Km kcat
(LM) (min™) (LM) (min™) (LM) (min™)
CYP2C5dH 13+8 90+ 20 57+ 8 16+ 1 - <0,1
CYP2C5/3LVdH 10+ 2 40+ 5 80+ 10 13+ 1 - <0,1
CYP2C9 12+1 35+5 15+ 8 24+ 1 - <0,1
CYP2C8 40+ 5 4+ 1 630+ 30 1,2+ 0,2 280+ 30 7+1

Tableau 15 : Constantes cinétiques d’hydroxylation
CYP2C5 (Marques-Soares et al., 2003; Wester et al.,
humains (Mancy et al., 1999).

du DMZ et du diclofénac par le
2003b) et les CYP2C9 et 2C8
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l.LE OBJECTIES DE LA THESE

L’industrie pharmaceutique s’intéresse aux str@st8D de cytochromes P450 humains
pour la prédictionin silico du métabolisme des médicaments chez 'homme eteflets
secondaires associés (interactions médicamentaogestes). Il s’agit de relier la structure a
I'activité spécifique de chaque isoforme.

Deux familles majeures, les CYP3A et 2C, représermikis de la moitié des P450 du foie
humain. Ces P450 sont membranaires et aucunews#WRK de ces protéines n’était publiée
au début de ma these. En I'absence de structurd’@®dge de leur site actif fait appel a des
méthodes indirecteslLe laboratoire travaille ainsi depuis quelques anngs sur
I'élaboration de modéles de complexes CYP2C de famumain-meédicaments a partir de
structures RX de P450 bactériens cristallisésud&t de spectroscopie UV-visible, RPE et
RMN, et de mutagenese dirigée. Au cours de mon DEAgroupe d’ Eric JOHNSON
(Scripps Inst., USA) a publié la premiére structlpé d’'un P450 membranaire, le P450 2C5
de lapin (Williams et al., 20004d)e but du laboratoire est de partir de la structureRX du
CYP2C5 de lapin pour aboutir aux meilleurs modéles3D possibles des P450 2C
humains, modeles permettant d’'expliquer le métabadime des médicaments par ces
isoformes Des modéles des CYP2C9 et 2C8 ont été construits kElporatoire par C.
Marques a partir de la structure RX du CYP2C5. Afin de confirmer ou d'infirmer ces
modeles, une approche de mutagenese dirigée a étlbptée dans le cadre de ma these.
La finalité du projet est de déterminer les résiduset les facteurs structuraux
responsables des spécificités de substrats de cesidisoformes et d’estimer la qualité
prédictive de nos modéles.

Historiguement, le CYP2C9 a été le premier CYP2@figua partir du foie humain.
Depuis de nombreuses publications lui ont été ayéea mais peu d’ études de mutagenése
avaient été réalisées au début de mon DEA. La prenpartie de ma thése a donc été
consacrée a |'étude topologique de cette isofofdmis avons entrepris la mutagenese de
cette enzyme afin d’identifier deux types de résidu
- le résidu nucléophile responsable de linactivatsuicide du CYP2C9 par l'acide

tiénilique.

- le ou les résidus aromatiques interagissant aweadgaux aromatiques des substrats du

CYP2C9 (constituant le motif hydrophobe du phamophore).

Les mutants construits ont été exprimés dans laréeW(R). Le choix de ce systeme
d’expression et le génotype de la souche sontléstagspectivement en Annexe A et dans le
chapitre Matériel et Méthodes. Les propriétés dematants ont alors été comparées a celle
du CYP2C9 sauvage a l'aide de trois ligands classigdu CYP2C9 : acide tiénilique,
diclofénac et sulfaphénazole. Les résultats obtennsprésentés dans le chapitre II.

Le deuxieme axe de ma thése, consacrée au CYP2&8, développé par la suite. Le
P4502C8 est une isoforme peu connue de la soufida®@ mais des articles récents ont
suscité un regain d’intérét pour cette enzyme. i®ndans le métabolisme des médicaments
aurait été sous-estimé. D’autre part, le CYP 2Q8egprimé dans les vaisseaux sanguins
(Zeldin et al., 1995, Lin et al., 1996) ou il inteandrait dans la régulation de la vasodilation
(Fisslthaler et al., 1999; Fleming, 2000). Les @ssances acquises sur le CYP2C9 et sur la
structure RX du P450 2C5 ont été mises a profir gétude topologique du CYP2C8. Afin
d’ identifier les résidus impliqués dans la recass@ance des substrats par cette enzyme, j'ai
utilisé deux stratégies :

- La premiére stratégie, indépendante des modélesiste a construire des chimeres

CYP2C8/CYP2C9. Cette stratégie a finalement éténddranée pour des raisons

expliquées en Annexe F.
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La deuxieme stratégie est une approche de mutagen@gionnelle » qui s’appuie sur le

modele de site actif et le pharmacophore des saibstonstruits au laboratoire a partir de
la structure RX du CYP2C5. Le docking du pharmacopldans le site actif modele du

P4502C8 a mis en évidence plusieurs acides amimésteraction potentielle avec les

substrats. Afin de vérifier ces prédictions etpeddictions d’autres modeéles publiés, jai
construit une vingtaine de mutants du P450 2C8eémxpression dans la levure, leurs
propriétés catalytiques ont été comparées a celléedzyme sauvage a l'aide de cing
substrats. Les résultats de cette étude figurerd dachapitre Il de cette these.
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A PRESENTATION DE L’ARTICLE

Ce travail a été réalisé dans la continuité deber@bhies menées au laboratoire sur la
topologie du site actif du CYP2C9 (cf. IntroductibD.4.b). Le CYP2C9 a trois particularités par
rapport aux autres CYP2C humains :

- Il est inactivé par I'acide tiénilique (Lopez-Ga@t al., 1994)
- Il hydroxyle régiosélectivement le diclofénac ersiion 4’ (Mancy et al., 1999)
- Il a une forte affinité pour l'inhibiteur spécifigusulfaphénazole (Ki=0,3uM) (Mancy et al.,

1996)

L’ acide tiénilique, le diclofénac et le sulfaphéobe sont des molécules a cycles aromatiques
et anioniques a pH physiologique, comme la pludad substrats et inhibiteurs du CYP2C9.
L’étude de leur mode de fixation dans le site agtif CYP2C9 devrait donc nous fournir des
informations représentatives de la spécificité deonnaissance de ligands par cette enzyme.
Dans cette optique, nous avons réalisé six mutattuin CYP2C9 et étudié leurs effets sur
I'hydroxylation de ces trois molécules. Le choixsdeutations, orienté par la modélisation
moléculaire, est détaillé dans les paragraphesustgy

1LA.1 Topologie du site actif modele du CYP2C9

Un modéle 3D du CYP2C9 humain a été construit dnorktoire par Cristina Marques
(Margues-Soares, 2002) par mutagenése virtueligta ge la structure RX du CYP2C5 de lapin
(Williams et al., 2000a) (cf. partie V.G du Matériet Méthodes). Aprés alignement de
séquences, les acides aminés qui différent oreétplacés dans la structure 3D du CYP2C5 par
ceux du CYP2C9 a modéliser (module Biopolymer_8igdintll). Puis I'énergie de la structure a
été minimisée (module Discover_3).

CYP 2C5/3LVdH

Boucle 90-12
CYP 2C9

Figure 31: Comparaison des sites actifs du CYP2C5/3  LVdH et du modéle de CYP2C9 (vue
de dessus) (lllustration de Marques-Soares, 2002).
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Hélice G /CYP 2C9

L Ala 238

/ Arg 105

\ Entrée du cana
» \ daccés

ir \
1

/Arg 108

: Liaisons
ioniques

Figure 32: Comparaison de l'entrée du canal daccé s des substrats entre le
CYP2C5/3LVdH (couleurs claires) et le CYP2C9 modéli sé (couleurs foncées). L'entrée du
canal d’acces est indiquée en pointillés (lllustration de Marques-Soares, 2002).

La comparaison du modeéle résultant a la structuxe d® CYP2C5 met en évidence les
similitudes et différences topologiques du CYP2C9 :

* Son site actif hydrophobe est trés proche de celdu CYP2C5 en volume et composition

en acides aminésll est bordé par pratiquement les mémes résiduspagticulier par deux
phénylalanines Phell4 et Phe476 (correspondant 4 Phet Phe 473 du CYP2C5) (Figure 31).
Seulement trois acides aminés du site actif diffede ceux du CYP2C5 : Ser365 de la boucle
362-368, Valll3 de la boucle B-C et lle205 de iteeF. Ces trois résidus sont plus encombrants
gue les résidus correspondants du CYP2C5.

n° des résidus CYP n° des résidus

des CYP2C correspondants

humains oc8 209 2c18 2c19 205 GUCYP2CS
113 I V L \Y, A 113
114 S F F F F 114
205 F I L I Vv 205
293 D D D D D 290
297 A A A A A 294
301 T T T S T 298
361 L L L L L 358
362 \Y, L L L L 359
365 G S N S N 362
366 Vv L L L L 363
476 I F L F F 473

Tableau 16: Les principaux résidus du site actif du CYP2C9 et les acides aminés

correspondants du CYP2C5 et des autres CYP2C humain  s.
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 L’entrée du canal d'acces des substrats (Figure 32Ju CYP2C9 semble globalement
plus polaire que celle du CYP2C5 et des autres CYE2humains, avec la présence de Glu288
et Asn289 spécifiques du CYP2C9. Le glutamate 288'hklice | (remplacé par des résidus
hydrophobes dans les autres CYP2C) établit ureohaionique avec I'arginine 241 de I'hélice G.
Cette liaison rabattrait Argl05 et Argl08 vers ffée du canal. Le présence de ces résidus
chargés positivement a cette position pourrait igupl la sélectivité du CYP2C9 pour des
molécules anioniques.

n° des résidus CYP n° des résidus
des CYP2C correspondants

10¢& R R K R K 10¢&

108 K R K K K 108

241 R K K E K 241

285 E E E E E 282

288 \Y E [ \Y vV 285

289 G N A I I 286

Tableau 17 : Les principaux résidus polaires a I'en  trée du canal d’accés des substrats du
CYP2C9 et les acide aminés correspondants chez le C YP2C5 et les autres CYP2C
humains.

Le CYP2C9 et le CYP2C5 sont donc deux hémoprotéindses similaires au niveau de
leurs sites actifs qui se différencient surtout amiveau de leurs canaux d’acces des substrats.

1.LA.2 Positionnement de I'acide tiénilique, du diclofénaet du sulfaphénazole dans le
site actif modéle du CYP2C9 et choix des acides ams a muter.

L’acide tiénilique, le diclofénac, et le sufaphéolazont été insérés dans le site actif modeéle
du CYP2C9 entre I'hneme et le canal d’acces destmibgMarques-Soares, 2002). En accord
avec des mesures effectuées par RMN, les siteglbkylation de l'acide tiénilique et du
diclofénac ont été positionnés a environ 6A duetele groupe NEdu sulfaphénazole & environ
2A (Poli-Scaife et al., 1997). L’énergie des compke correspondants a ensuite été minimisée
(module BioBiopolymer_3, Insightll) afin de trouvier position optimale de ces molécules dans
le site actif. Ces modéles de complexes permetkentisualiser les interactions potentielles des
ligands avec le CYP2C9 (Figure 33). Une étude diagamese dirigée a été alors entreprise dans
le cadre de cette thése afin de préciser la nateserésidus responsables de la spécificité de
reconnaissance par cette isoforme. Je me suiedsie plus particulierement a deux types de
résidus :

* le résidu nucléophile responsable de I'inactivasaitide du CYP2C9 par I'acide tiénilique
» les résidus aromatiques en interaction potentsler les cycles aromatiques des substrats et
inhibiteurs du CYP2C9.
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Acide tiénilique Phe476

Phell4 Qf\

(a)
r 4
\) i Phe 476
R
Phe 114 Phe 114
(b) (©)
Figure 33 : Modeles d'interaction de l'acide tiénil  igque (a), du sulfaphénazole (b) et du

diclofénac (c) avec le CYP2C9 (obtenus par minimisa tion d’énergie des complexes
enzyme/ligand). Localisation des résidus Phell4, Ph  e476 et Ser365. Phell4 semble former
une interaction 7£7r avec les groupes phényles des trois molécules. Phe476 interagit avec le
groupe phényle de l'acide tiénilique, le dichlorophényle du diclofénac et le noyau pyrazole du
sulfaphénazole.

L’acide tiénilique est métabolisé par trois memhteda sous-famille 2C : les CYP2C9, 2C8
et 2C18. Parmi ces trois isoformes, seul le CYP&@8t une inactivation suicide. Ce phénomene
a été directement corrélé a la fixation covalert® anétabolite électrophile sur I'apoprotéine du
CYP2C9 mais le résidu nucléophile impliqgué dansecfetation covalente n’a pas été identifie.
Les CYP2C8 et CYP2C18 n'étant pas inactivés, céuwénucléophile serait spécifique du
CYP2C9 par rapport a ces deux autres isoformese@-Garcia et al., 1994). De plus, il devrait
se situer a proximité du substrat pour pouvoiriséalune attaque nucléophile. La sérine 365 du
SRS5 est le seul acide aminé a la fois prochead&g tiéniligue dans notre modele (Figure 33
(a)) et substitué par des résidus non-nucléophiles glycine dans le CYP2C8, et une asparagine
dans le CYP2C18.
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Par ailleurs, les pharmacophores des ligands du2C9Rconstruits au laboratoire ou par
d’autres eéquipes, comportent deux motifs structurm@ommuns: une zone hydrophobe
aromatique et un site anionique ou polaire. Noussremmmes plus particulierement intéressés a
linteraction entre le CYP2C9 et la zone hydrophabematique des pharmacophores. Les
insertions de l'acide tiénilique, du diclofénacdet sulfaphénazole dans le site actif modele du
CYP2C9 positionnent les noyaux aromatiques de celeéaules a proximité de deux résidus
phénylalanines : Phell4 (SRS1, boucle B-C) et FhédRS6, boucle C-terminale) (Figure 33).
Selon les regles de Hunter et Sanders (Hunter amdi€8s, 1990; Hunter et al., 1991), deux
cycles aromatiques sont en interactim lorsque la plus petite distance entre deux desleur
carbones est comprise entre 3,5 et 6 A, et s'ité paralléles avec leurs centres décalés, ou s'ils
forment un angle diédre de 50 a 90°. Selon cesrestgéométriques, Phell4 et Phe476 forment
des interactions TeTT avec les cycles aromatiques de I'acide tiéniligde, diclofénac et du
sulfaphénazole (Figure 33).

Ces prédictions d'interaction sont confortées gasipurs études de mutagenése. Haining et
al. ont muté la phénylalanine 114 en leucine et phtré I'importance de cet aminé pour
I'hydroxylation de la (S)-warfarine et du diclofénat pour I'inhibition par le sulfaphénazole
(Haining et al., 1999). Par ailleurs, une étude ndetagenése sur le CYP2D6 suggeéere I
implication d’'une phénylalanine du SRS6 (Phe47hsdante-stacking avec certains substrats de
'enzyme (Hayhurst et al., 2001). Enfin, la struetiRX du CYP2C5/3LVdH, localise les deux
phénylalanines 114 et 473, équivalentes a PhelPhet76 du CYP2C9, dans le site actif du
CYP2C5. Ces arguments sont donc en faveur du @lEhd114 (SRS1) et de Phe476 (SRS6)
dans une interaction de typertavec les substrats et inhibiteurs aromatiquesYda2C9.

Pour les raisons qui viennent d’étre exposées, avoss décidé de muter les acides aminés
en position 365, 114 et 476. Etant donné l'impeitecde nos modeles et la flexibilité de la
boucle B-C, deux autres phénylalanines du SRS194le¢ PhellO, situées a proximité de
Phell4, ont été mutées a titre de comparaison.

La sérine 365 a été substituée par une alanine,sugprimer la nucléophilie, sans trop perturber
la structure locale de la protéine. Ce résidu deégent été muté en glycine, acide aminé présent
en position 365 dans le CYP2C8. Les phénylalar®desl10, 114 et 476 ont été remplacées par
une isoleucine ou une leucine pour supprimer I'axicité, tout en conservant I’hydrophobicité
et un certain encombrement stérique.

Ces différents mutants ont été construits par adoBKIR et recombinaison homologue dans la
levure puis exprimés dans la souche de levure WIRpnt ensuite été comparés au CYP2C9
sauvage selon les trois spécificités du CYP2C9%u@mment évoqueées :

» I'inactivation suicide par I'acide tiénilique
» larégiosélectivité d’hydroxylation du diclofénac
» Iaffinité pour I'inhibiteur sulfaphénazole.

Pour supprimer un eéventuekstacking, nous pouvons soit muter les acides aniné
aromatiques du CYP2C9 en acides aminés hydrophddmas, remplacer les groupements
aromatiques des ligands du CYP2C9 par des chalikgesapurement hydrophobes. Des dérivés
de linhibiteur spécifique sulfaphénazole a groupata cyclohexyle-pyrazole ont ainsi été
préparés et utilisés afin de compléter I'étude disamt F1141 (Figure 34).
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Phell4 (2C9) llel114
> (mutant F1141)
Interaction Interaction
TETT? hydrophobe?

SPA @ > Q Dérivé du SPA
@) @)
I = AN
N )N N )N

Figure 34 : Stratégie d’étude de I' interaction Phe 114-ligand. La phénylalanine 114 est
supposée interagir avec le groupement phényle-pyrazole du sulfaphénazole (SPA). Le mutant
F114l et des dérivés du sulfaphénazole a groupement cyclohexyle-pyrazole sont utilisés pour
vérifier cette hypothése. (<=——p interaction probable).

11.B ARTICLE

A. Melet, N. Assrir, P. Jean, MP. Lopez-Garcia, C. MargBeares, M. Jaouen, PM. Dansette,
MA. Sari and D. Mansuy,« Substrate selectivity of human cytochrome P450 ZC
importance of residues 476, 365, and 114 in reco¢jon of diclofenac and sulfaphenazole
and in mechanism-based inactivation by tienilic ad », ABB, 2003, 409(1), p80-91

Nadine Assrir, Pascale Jean et Maria-Pilar Lopewsi@aavaient commencé ce projet de
mutagenese avant mon arrivée au laboratoire. Hicpléar les mutants S365A et S365G avaient
été construits et caractérisés. Mon travail supaat s’est limité a la production de nouveaux
lots d’enzymes et a la vérification des principaésultats.

Seul le modéle 3D du complexe CYP2C9-diclofénagpestenté en illustration dans cet article.
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I.C RESULTATS ET DISCUSSION

1.C.1 Construction et expression des mutants du CYP2C9

Au laboratoire, nous utilisons le vecteur d’expr@ssians la levure pYeDP60, pour produire
les CYP2C recombinants (cf. Matériel et Méthoddspis stratégies de mutagenése ont été
envisagées pour ce travail :

A) PCR d'un fragment de I'ORF contenant le résidu aemat clonage par ligation dans notre
vecteur d’expression p2C9DP60.

B) Utilisation du kit de mutagenése Quickchange (8game) qui permet d’amplifier par PCR la
totalité du plasmide muté (cf. V.B.1.a).

C) Double PCR et clonage par recombinaison homologus t levure (cf. V.B.1.b).

Stratégie Mutagenése par PCR clonage Région séquencée
Nombre Région amplifiée
de PCR
A 1 Fragment de 'ORF contenant IePar ligation du Le fragment dORF
résidu a muter fragment de PCR | amplifié par PCR
dans le vecteur
B 1 La totalité du vecteur - La totalité de 'ORF
d’expression p2C9DP60
C 2 L'ORF + une partie du Par recombinaisonLa totalité de 'ORF
promoteur et du terminateur poLinomologue dans la
la recombinaison levure
Tableau 18: Les trois stratégies envisagées pour | a construction des mutants du

CYP2C9. Une fois construit, le plasmide muté est transformé dans la souche TG1 d’ E. coli.
L'’ADN des transformants est ensuite analysé par séquencage pour vérifier I'incorporation de la
mutation.

Les deux premieres stratégies semblaient a paerplus rapides; la méthode B ne nécessite
aucun clonage puisque la totalité du plasmide nestéamplifice par PCR, par contre il faut
séquencer la totalité de 'ORF pour vérifier qu'ane mutation indésirable n'a été introduite
pendant cette PCR; La méthode A nécessite deue®{RECR + clonage) mais elle permet de
réduire la taille du fragment d’ADN a analyser péaguencage. Enfin, la méthode C est a priori
la plus longue : elle nécessite deux PCR plus wapeéde recombinaison homologue dans la
levure et le séquencage de I'ORF. Pourtant, c'efie anéthode qui en pratique a abouti le plus
rapidement.

Malgré plusieurs tentatives, les deux premiéereat&gies n'ont pas permis d’obtenir un
plasmide muté. Dans les deux cas, le facteur limhiésait la taille de notre vecteur d’expression
(11kb) :

» L’efficacité de ligation d’un petit insert dans uecteur chute avec la taille du vecteur.

* Le kit Quickchange était concu pour des plasmidestallle inférieure a 10kb (le kit
Quickchange pour plasmides de grande taille n'gtag encore en vente). Nous n'avons pas
réussi & amplifier sans erreur la totalité du vegteur un nombre d’expériences limité

Pour réussir a muter le CYP2C9 par ces deux premigréthodes, nous aurions pu sous-
cloner 'ORF du CYP2C9 dans un plus petit plasmidenme pUC19 et le réinsérer apres
mutagenese dans notre vecteur d’expression. N@wms pas eu recours au sous-clonage et
n'avons pas cherché a optimiser la méthode B caéliode C a donné des résultats rapidement.

Y Schloch et al. ont réussi a muter le P450 de @l@YP73A1 cloné dans le vecteur pYeDP60 avec le kit
Quickchange. Les conditions expérimentales souwiltéts dans I'article correspondant Schloch et2803.
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Nous avons finalement choisi la stratégie C qustsavérée bien adaptée a notre systéme
d’expression (vecteur de grande taille 11 kb etuge au gap repair de la levure, cf. partie V.B.1
du Matériel et Méthodes).

Les mutants du CYP2C9, une fois construits, onegggimés dans la levure W(R) (cf. partie
V.C du Matériel et Méthodes). Toutes les prépanati@xpriment du P450 détectable en
immunoblot (Figure 35) et par spectroscopie a 450n présence de CO et de dithionite.

__M(50kDa) FO4L F110I F1141 S365A  F476l

CYP =——p = ot i, o P | T o

e

Figure 35 : Immunodétection des CYP microsomaux en présence d’anticorps polyclonaux
anti-2C. 50 pg de protéines ont été déposés dans chaque puits. M : marqueur de taille.

Les mutants F94L , F110I et F4761 ont des taux mfession en P450 comparables a ceux du
CYP2C9 alors que F114l et S365G sont plus faibleragprimés (cf. Tableau 2 de l'article). La
mutation S365G conduit a une hémoprotéine tresalstcomme en témoigne I'absorption
intense a 420 nm en présence de CO et de dithionite

Les rapports de la quantité de réductase sur latiggiae P450 des mutants F94L, F110I, et
S365A sont comparables a celui du CYP2C9 (enviroh) 2t 2,5 plus importants pour les
mutants F114l et S365G. La quantité de réductasdas suffisante pour le fonctionnement
catalytique des différents P450. Ces résultats @@ssirent de ne pas introduire de biais dans
'analyse des différences d’activité entre le CYBZAE ses mutants.

CYP 2CS | FO94L | F110I | F1141 | FA76]1 | S365/4 | S365C
[réductase]/[P450| 1,7 2,€ 2,3 4,3 2,2 1,7 5

Tableau 19 : Rapports molaires réductase/P450 des m icrosomes de levure contenant le
CYP2C9 et ses différents mutants. La quantité de réductase a été calculée a partir de I'activité
réductase en utilisant l'activité spécifique de la P450 réductase de levure dans nos conditions
d’incubation (7500 nmol/min/nmol de réductase; Louerat-Oriou et al., 1998).

L’étude de ces mutants nous permet d’énoncerdeslgsions suivantes :

i) Le résidu nucléophile S365 du SRS5 est impliqué dlaractivation suicide du CYP2C9
par I'acide tiénilique.

i) La phénylalanine 114 du SRS1 forme une interactientype -1t avec un noyau
aromatique du sulfaphénazole, du diclofénac etsgrablablement d’autres substrats du
CYP2C9 (acide tiénilique, warfarine : Haining et999).

i) Enfin, nous apportons la premiere preuve expériaterdu réle clé de la phénylalanine
476 du SRS6 dans la reconnaissance du diclofénac/)adide tiénilique et du
sulfaphénazole et la régiosélectivité d’hydroxyatdu diclofénac.

Nous allons discuter successivement ces diffémitds.
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[1.C.2 Roéle de la sérine 365 dans I'inactivation suicideldCYP2C9 par I'acide tiénilique

Jusqu’a présent peu de sites de fixation de subssisicides de P450 ont été identifiés
(Kedzie et al., 1991; Von Wachenfeldt and Johnd®95; He et al. 1995; Roberts et al., 1996)
car les techniques de marquage du site actif pesenent probleme (par exemple la dégradation
des adduits au cours des purifications par HPL@n{kKet al., 2001). Dans cette étude, nous
avons pu identifier le résidu responsable de llivation suicide du CYP2C9 par l'acide
tiénilique, par mutagenese dirigée.

Nos résultats montrent que la sérine 365 n'estipgdiquée dans la fixation de l'acide
tiénilique ou du diclofénac dans le site actif ddR2C9. En effet, les mutants S365A et S365G
ont des constantes Km similaires a celles de I'emzysauvage avec ces deux substrats. En
revanche, ce résidu semble important pour I'inatibn suicide du CYP2C9 observée au cours
de la métabolisation de I'acide tiénilique. La niiata de la sérine 365 en acides aminés non-
nucléophiles (alanine ou glycine) supprime cettgctivation suicide. Les mutants S365A et
S365G ont alors des cinétiques de 5-hydroxylated'atide tiénilique linéaires sur 40 min (au
lieu de 5 minutes dans le cas du CYP2C9) et ne pastinhibés par une préincubation en
présence d’acide tiéniliqgue 10 uM et de NADPH (cainément au 2C9 qui a un temps de demi-
vie de 6 minutes seulement dans des conditionsatipas similaires)La sérine 365 serait
donc le résidu nucléophile du site actif du CYP2Cé&npliqué dans la fixation covalente du
métabolite électrophile de I'acide tiénilique et fhactivation consécutive de I'enzymégFigure
36).

Sérine 365 OCH,CO0"
Cl
Figure 36 : Proposition de mécanisme d’inactivation suicide du CYP2C9 au cours de la
métabolisation de l'acide tiénilique : la sérine 365 se fixe de maniere covalente sur le

métabolite électrophile de I'acide tiénilique, inactivant ainsi 'enzyme irréversiblement.

La nature de ce résidu 365 pourrait expliquer iEférénces de comportement des CYP2C
vis-a-vis de I'acide tiénilique. Une sérine 365 @galement présente dans le CYP2C19 mais elle
est remplacée par une glycine dans le CYP2C8 owasp@ragine dans le CYP2C18. Dans le cas
du CYP2C19, la faible activité d’hydroxylation dadide tiénilique peut s’interpréter de deux
maniéres : son incapacité a reconnaitre et meésavolte substrat ou, au contraire, une
meétabolisation tres rapide de I'acide tiénilique@inactivation immédiate de I'enzyme (via la
sérine 365). Quant aux CYP2C8 et 2C18, ils ne plesgepas de résidu nucléophile en position
365, ce qui expliquerait qu’ils ne soient pas inas par ce substrat.
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Nos résultats de mutagenése de la sérine 365 saucerd avec des expériences antérieures
de marquage du site actif & partir d’acide tiéngicradioactif (¢*). Cette étude effectuée au
laboratoire avait permis d’identifier un peptideroqug (résidus 289 a 480) qui contient la sérine
365. Des études récentes de modélisation moléeupdarcent ce résidu dans le site actif de
l'enzyme (Lewis, 1998; Ridderstrom et al., 2001ar Rilleurs, des données de mutagenese
montrent le réle important des résidus alignés daesgrine 365 dans la spécificité de substrats
d’autres P450 (Thr365 dans le CYP2C3 (Richardsah Johnson, 1994), et Leu373 dans le
CYP3A4 (Khan and Halpert, 2000)). Ces données wom@trgument supplémentaire pour situer la
sérine 365 dans le site actif du CYP2C9 ce quiaafnos résultats.

1.C.3 Effets des mutations des phénylalanines 94, 110,41ét 476 sur la reconnaissance
des substrats et inhibiteurs par le CYP2C9 : imporince des résidus 114 et 476

Afin d’étudier I'interaction hydrophobe aromatiqde CYP2C9 avec ses ligands, nous avons
muté trois phénylalanines du SRS1 (Phe94, Phelli@®]11R) et une phénylalanine du SRS6
(Phe476).

Les résidus 94 et 110 ne semblent pas importanis lpofixation et I'hydroxylation des
substrats du CYP2C9. En effet, les mutations F34t1&01 ne modifient pas les régiosélectivités
d’hydroxylation de I'acide tiénilique et du dicloféc. Elles n’ont pas (F94L) ou peu d’effet
(F1101) sur les constantes cinétiques de I'enzynvers ces deux substrats.

Par contre, la mutation F114l a des conséquencascbep plus spectaculaires. Le mutant
F1141 a une trés faible activité d’ hydroxylatioa kkacide tiénilique et ne semble pas métaboliser
le diclofénac méme lorsque la concentration en tsatbest de 500uM. Cette perte d’activité
d’hydroxylation du diclofénac est due a une dimionitconsidérable d’affinité pour ce substrat :
la constante de dissociation, Ks, du complexe Filiclbfénac mesurée par spectroscopie
différentielle UV-visible est de 900 uM au lieu 8igM pour I'enzyme sauvage.

Une perte d’affinité comparable est observée avwdubiteur sulfaphénazole (Ks=190uM au lieu
de 0,4 uM). Le sulfaphénazole a groupementpRényle est bien mieux reconnu par le CYP2C9
sauvage que par le mutant F114l. A linverse, levdél du sulfaphénazole a groupement
Ro=cyclohexyle, a une bien meilleure affinité pour reutant F1141 que pour le CYP2C9
(Ks=1,6pM au lieu de 120 uM). Cette difféerence firate entre dérivés a groupement
Ro=phényle ou R=cyclohexyle est confirmée avec la moléc2iket son analogu@

Ces resultats soulignent 'importance de I'aciderngi14 dans | interaction avec le groupement
R. du sulfaphénazole. Cette interaction est optin@igglue la chaine latérale du résidu 114 et le
groupement R sont deux noyaux aromatiques formant une interactr, ou deux groupements
alkyles formant une interaction hydrophobe entrairmbs.Le résidu 114 joue donc un role clé
dans une interaction de typerrmtavec l'inhibiteur sulfaphénazole et le substrat armatique
diclofénac en accord avec la perte d’affinité du mutant FJbtir ces molécules.

Ces conclusions corroborent des données antérielerda littérature concernant les mutants
F110L et F114L. Haining et al. ont montré que latation F110L a peu d'effets sur le
métabolisme du diclofénac et de la (R) et (S)-waréa(Haining et al., 1999). La mutation F114L
ne modifie pas le métabolisme de 'acide lauriquesubstrat aliphatique, par contre, elle affecte
de facon importante la régiosélectivité et les tames cinétiques d’hydroxylation de la
warfarine, un substrat aromatique. L’efficacitéatgique d’hydroxylation du diclofénac est
divisée par 50 par rapport a I'enzyme sauvage ebtstante d’inhibition Ki du sulfaphénazole
est augmentée d'un facteur 100. Dans notre casulation F114l a des effets encore plus
marqués puisque le mutant ne métabolise plus léoféiac et a une affinité pour le
sulfaphénazole diminuée d’un facteur 500. Ces diffées serait dues a 'encombrement stérique
plus important de lle par rapport a Leu.
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Enfin, la mutation F476l apporte trois modificatomajeures par rapport au CYP2C9
sauvage :

)] une augmentation nette des Km et kcat d’hydroxytatie I'acide tiénilique (Km et kcat
multipliées par 9) et du diclofénac (Km multipligar 4 et kcat par 2)

i) une perte d’affinité pour le sulfaphénazole (Ki tipliée par 40 et Ks par 50)

iii) une diminution de régiosélectivité d’hydroxylatida diclofénac.

Le mutant F4761 est beaucoup moins régiosélectd u CYP2C9 pour I'hydroxylation du

diclofénac puisqu’il hydroxyle également ce sulistra position 5 avec une Km comparable a

celle de la 4’-hydroxylation. La capacité de 5-hpdiation du diclofénac par le mutant F4761 se

rapproche de celle du CYP2C8 qui comporte un résidieucine en position 476. En effet, le

CYP2C9 est trés régiosélectif pour la 4’-hydroxiglatavec un rapport kcasn/kcaton Supérieur

a 530 ; par contre, le mutant F1141 n'a qu'unestégpréférence pour la 4’-hydroxylation et le

CYP2C8 une légere préférence pour la 5-hydroxyladieec des rapports kgat/kcatonde 3,3

et 0,2 respectivement.

D’aprés ces résultats et en tenant compte de noelegPhe476 serait impliqué dans urre

stacking avec les noyaux aromatiques de substratsls que I'acide tiénilique, le diclofénac et

de linhibiteur sulfaphénazole. La mutation de @sidu en isoleucine supprimerait cette

interaction ce qui expliquerait 'augmentation dés constatée avec les différentes molécules

aromatiques testées. L'étude complémentaire d'érie de mutants F476X (X=A, E, R, H, W) a

confirmé le réle clé de Phe476 dans la reconnatesda I'acide tiénilique et du diclofénac (cf.

Annexe D). Cependant, I'augmentation trés impoeadés kcat d’hydroxylation de I'acide

tiénilique, que I'on observe avec les mutants F&IG1476A, reste difficile a expliquer a I'heure

actuelle (cf. Annexe D).

Pour conclure, des modéles réecents du CYP2C9 caissa partir de la structure RX du
CYP2C5 de lapin, (au laboratoire ou par d’autregigEs), ont suggéré I'importance des deux
phénylalanines, Phell4 et Phe476, dans la recsanais spécifique de molécules par le
CYP2C9 (Ridderstrom et al., 2001; De Groot et aDP2). Nos résultats de mutagenese
confortent ces modeles puisque la mutation de ésslus affecte le métabolisme de l'acide
tiénilique et du diclofénac (augmentations de Krmkgmetraine une perte de reconnaissance de
linhibiteur sulfaphénazole. Dans leur article devddélisation, De Groot et al. ont proposé
'implication de trois résidus Argl08, Phell4 eePM6 dans une interaction électrostatique ou
hydrophobe avec les substrats ou inhibiteurs duZ@P Selon les auteurs, Argl08 et Phe 476
seraient en interaction directe avec les substeats le diclofénac) mais pas Phe 114 qui aurait
plutét une influence indirecte via l'orientation d&gl08. Une interaction directe pourrait
cependant exister entre Phel14 et certains subdigtilus grande taille comme la warfarine (De
Groot et al., 2002). Dans notre étude, nous appsii@ preuve d’une interaction directe entre le
sulfaphénazole et Phe 114. Contrairement a De Gebdll., notre modéle suggére que le
diclofénac formerait également une interaction aege de typerem, avec le CYP2C9. Notre
hypothése est renforcée par la publication récemge la structure RX du complexe
CYP2C5/3LVdH-diclofénac (Wester et al., 2003b)(Fe37). En effet, dans cette structure, le
CYP2C5 établit deux interactions aromatiques de typ :

- entre Phe473 et le cycle du diclofénac portestleux chlores
- entre Phell4 et le second cycle du diclofénac

Le CYP2C9 et le CYP2C5 hydroxylent tous deux léadémac en position 4’ (cf. Tableau 15)
et possedent dans leur site actif deux résiduséigbesalents (Phell4 et Phe476 du CYP2C9
correspondant a Phell4 et Phe473 du CYP2C5). téexis d'interactionset entre Phell4 et
Phe473 du CYP2C5 et les cycles aromatiques duféi@do conforte notre modeéle d’interaction
du CYP2C9 avec ce substrat: de facon comparalslerdsidus 114 et 476 du CYP2C9
formeraient des interactions de typéatavec les cycles aromatiques du diclofénac.
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31A Diclofénac

X

Phe 473

Héme

Figure 37 : Interaction du diclofénac avec le CYP2C 5/3LVdH observée par diffraction
aux rayons X d’apres (Wester et al., 2003b). Phell4 et 473 forment des interactions 777
avec les cycles aromatiques du diclofénac. Asp290 interagit par liaisons hydrogénes (en
vert) avec une molécule d’eau et le groupe carboxylate du diclofénac.

1.C.4  Autres mutations du CYP2C9 publiées au cours de mthese : importance du
canal d’acces des substrats

Le CYP2C9 et le CYP2C5 présentent une differencguna: le CYP2C9 reconnait le
diclofénac sous forme carboxylate (Mancy et al.999alors que le CYP2C5 interagit
préférentiellement avec la forme neutre COOH deswdestrat (Wester et al., 2003b). Des
études menées au laboratoire ont montré I'impoetathes groupements carboxylates du
diclofénac (Mancy et al., 1999), de l'acide tiéqie (Mancy et al., 1995) et du
sulfaphénazole (Mancy et al., 1996) dans la spétéfde substrats du CYP2C9 (cf. 1.D.4.b).
Selon un article récent, le caractére anionique pdissant inhibiteur benzbromarone
(Ki<10nM) serait un élément clé de sa reconnaissghocuson et al., 2003). Plusieurs
équipes ont donc cherché a identifier les résidusite actif impliqués dans une interaction
de type électrostatique avec les sites anioniqugmtaires des ligands du CYP2C9.

Notre modele du CYP2C9 révéle I'existence de résichargés positivement, Argl05 et
Argl08, a l'entrée du canal d’accés des substras mucune interaction évidente n’est
observée entre ces résidus et I'acide tiénilige@i¢lofénac ou le sulfaphénazole. Différents
modeles publiés ont permis de proposer Arg97 (R&ddem et al., 2000), Argl05 (Payne et
al., 1999; Rao et al., 2000), Arg108 de la boucl€ BDe Groot et al., 2002) et Asp293 de
I'hélice | (Rao et al., 2000; Afzelius et al., 200domme candidats potentiels pour une
interaction ionique ou polaire avec les substrat€¥P2C9. Compte tenu de la flexibilité de
la boucle B-C, ces prédictions demeurent tres faters. Afin de déterminer I'importance
fonctionnelle de ces résidus, Ridderstrom et dFlatagan et al. ont muté respectivement les
trois arginines de la boucle B-C (Ridderstrom et2000), et Asp293 de hélice | (Flanagan et
al., 2003) en alanine. La mutation en position @@baucun effet sur la 4’-hydroxylation du
diclofénac. Par contre, le mutant R97A a une Kmfdi8 plus élevée pour ce substrat et
R108A perd quasiment toute activite. De méme, ldaatran D293A induit une diminution
des kcat et une augmentation des Km d’hydroxylatiten trois substrats : diclofénac,
tolbutamide et dextrometorphan. Ces résultats rantfrmportance de Arg97, Argl08 et

94



CHAPITRE Il : Etude de la topologie du site actif@YP2C9 par mutagenése dirigée

Asp293 pour la fonction catalytigue du CYP2C9mais ne permettent pas de dire si ces
résidus sont nécessaires a la stabilité structudald’enzyme ou a l'interaction avec les
substrats. Une étude récente de Dickmann et arraip de lever cette ambiguité (Dickmann
et al., 2003). Les mutants R97F et D293F ont un®it#c catalytique fortement réduite,
indépendamment du substrat testé (diclofénac chaéggtivement, warfarine polaire ou
pyréne substrat apolaire). De plus ces mutantsisstables thermiquement et donnent des
spectres en dichroisme circulaire caractéristigiise modification structurale de I'enzyme.
Arg97 étant unrésidu tres conservéchez tous les membres des CYP1, CYP2, CYP17 et
CYP21 humains, ilserait impliqué dans le maintien de la stabilité stcturale du
CYP2C9 et de nombreux P45P0sp293, résidu de I'hélice | tres conserveé parmi &CYP2,
aurait également un réle structural important d’apres ces résultats. La structure RX du
complexe CYP2C5-diclofénac montre que le résiduvaédgent, Asp290, forme des liaisons
hydrogenes avec le groupement carboxylate du éickaf et avec des résidus de la boucle
B-C (Wester et al., 2003b). De facon analogue, A3pfu CYP2C9 pourrait avoir un role de
stabilisation des fonctions polaires des substestsin rble structural important dans le
positionnement de la boucle B-C; enfin, la mutat®bhO8F qui supprime la charge et la
polarité a cette position, a des effets catalysqi&pendants du substrat oxydé : elle provoque
une chute de l'activité d’hydroxylation du diclofic et de la (S)-warfarine alors que le
métabolisme du pyrene, substrat apolaire, est ffegté@ De plus, le mutant R108H est
caractérisé par un spectre d’absorption inhabauvet un déplacement de la bande de Soret
caractéristique d’'une coordination d'un azote sufdr de I'hneme (vraisemblablement un
azote de I'histidine). Ces données permettent ditiponer le résidu 108 dans le site actif a
proximité de I'hnéme et suggerent que ce résiduitaurardle clé dans la reconnaissance des
substrats par CYP2C9.

Cet acide aminé 108 est chargé positivement darsslés CYP2C humains. Arg108 ne
peut donc pas expliquer a elle seule la sélecttit€YP2C9 pour des molécules anioniques.
D'autres résidus du canal d' accés des substratisbcraient a la sélection de ces molécules
(Marqgues-Soares, 2002). En effet, contrairementCalP2C9, le CYP2C19 n’a aucune
préférence pour les substrats anioniques. Une booléion entre 'UMR8601 et JA.
Goldstein aux Etats-Unis a permis d’étudier lesidigs responsables des différences
fonctionnelles entre ces deux isoformes (Marques€x) 2002). Cette étude a, en patrticulier,
confirmé l'importance de deux résidus polaires dnat d’accés des substrats, Ser286 et
Asn289, dans la sélectivité du CYP2C9. Leur sulttstih par les acides aminés hydrophobes
du CYP2C19 diminue fortement les Km et I'efficactgtalytique de I'enzyme vis-a-vis de
I'acide tiénilique et du diclofénac, deux substratdoniques. Couplé a ces deux résidus,
Glu288 aurait une influence sur les kcat. Ainsitriple mutant (S286N, E288V, N289L) a
des propriétés catalytiques trés proches de cdlle€YP2C19 pour ces deux substrats.
L’association de trois résidus polaires Ser286, GA88 et Asn289 jouerait donc un réle de
sélection des substrats au niveau du canal d’accasl’enzyme IIs pourraient également
intervenir dans le positionnement de Argl08. Eniin, autre résidu du canal d’acces des
substrats, Arg241, est substitué par un acide migize dans le CYP2C19. Le mutation
R241E diminue l'affinité du CYP2C9 de facon déperidade la nature du substrat (Km
multipliée par 4 pour le diclofénac et par 30 pbacide tiénilique) (Marques-Soares, 2002).
Elle affecte également la kcat d’hydroxylation dalafénac.Arg241 jouerait doncun role
important dans la reconnaissance de molécules eattivité du CYP2C9, La structure RX
du complexe CYP2C5/3LVdH-diclofénac montre que @gdu sert de point d’'ancrage a un
réseau de molécules d’eau stabilisant la fonctambaxylate du substrat. Arg241 pourrait
avoir un réle similaire dans le CYP2C9.
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I1.C.5 Les structures RX du CYP2C9 seul ou en présence dabstrat

Au cours des derniers mois de ma these, les stascleX du CYP2C9 avec ou sans
substrat ont été résolues par la société Astexndoyy (Cambridge, UK) et par une équipe
académique (EF. Johnson et al., Scripps Institadolla, USA).

La société Astex vient de publier (juillet 2003¥ ldonnées structurales concernant le
CYP2C9 et son complexe avec la (S)-warfarine (amis et al., 2003). Eric Johnson a
évoqueé la co-cristallisation de cette isoforme aledlurbiprofene au congres de I'ISSX
(Dijon, fin avril 2003) et a la I8 conférence internationale sur les cytochromes P450
(Prague, juillet 2003) (Johnson et al., 2003). @mmées structurales permettent :

- d’évaluer la qualité du modele de CYP2C9 constuitaboratoire a partir de la structure

RX du CYP2C5 de lapin
- d’appuyer certains résultats de mutagenese obtanlaboratoire et par d’autres équipes
- de revéler un mode de fixation imprévu de la (Shfarane dans le site actif de I' enzyme

[I.C.5.a La structure RX du CYP2C9 sans substrat (Williamisat., 2003) : comparaison
avec la structure RX du CYP2C5 et notre modeledDCYP2C9.

Contrairement au CYP2C5, le CYP2C9 a été co-clistalsous forme dimere. Les
caractéristiques structurales de chaque monomatealétaillées ci-dessous.

Repliement général

Figure 38 : Structure du CYP2C9 (a) repliement géné ral (b) rble structural de Arg97
(Williams et al., 2003) : interaction avec les propionates de 'heme et formation de liaisons
hydrogénes avec les groupes carbonyles de Val113 et Pro367.

Le CYP2C9 adopte le repliement général caractgustides cytochromes P450 (Figure
38). Il adeux éléments de structure secondaire supplémentaspar rapport au CYP2C5 :
les résidus 212-222 de la boucle F-G forment ddkdseF et G’. Cette particularité
structurale n’ a pas été observée dans les audi®3 Eistallisés et donc n’était pas présente
dans notre modéle du CYP2C9 construit a partir URZC5.
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Le mode de fixation de I'heme est globalement corgseComme dans les autres P450,
I'neme est pris en sandwich entre les heélices Lett le fer est pentacoordiné avec la
protoporphyrine et la cystéine axiale 435 comM¥ igand. Il est fixé au cceur de la protéine par
des liaisons hydrogénes entre ses propionates ehédnes latérales des résidus Trp120, Argl24,
His368, Arg433 et Arg97.

Ces données confortent les résultats de mutageeddekman et al. (Dickmann et al., 2003)
et leurs conclusions sur le role structural de 9XrdFigure 38 (b)). Cet acide aminé est
correctement positionné a proximité des propiondee$héme dans notre modéle du CYP2C9
sans substrat alors qu’il ne pointe pas vers I'hdares le CYP2C5 sans substrat (Williams et al.,
2000a).

Le site actif (Figure 39)

Le site actif du CYP2C9 a une allure générale aralge a celle observée dans le CYP2C5
et notre modéle du CYP2C9. Il est constitué pamé&mes éléments de structure secondaire et
les résidus qui pointent vers le site actif sont emémes que ceux prédits par notre modele
Le résidu conservé Thr301 forme une liaison hydneggvec une molécule d’eau située a 7 A de
’héme, en accord avec un role dans le transferprdéons. Par contre, la boucle B-C a une
conformation qui differe de notre modeéle et la Beuc-terminale forme un angle plus ouvert
avec I'hélice I. En conséquenctke site actif a un volume plus large que dans notre
modélisation (470 A au lieu de 360 Adans le CYP2C5 ou notre modéle de CYP2C9).

Asn289 Asp293 Ala297 Thr301

Boucle C-terminale

Boucle 362-368

Leul02

¥ Phed76

Phel14

Figure 39 : Le site actif du CYP2C9 (vue de dessus).

Le canal d'acces des substrgFigure 40

Des différences notables sont observées a l'entrda canal d’accés des substrats par
rapport a notre modéle. Dans notre modéle, Lys241 est maintenue en pérghé canal par
une liaison ionique avec Glu288. Arg105 et Arglo$tent au contraire vers I'intérieur du canal
et Arg108 forme une liaison ionique avec Glu285.

Dans la structure RX du CYP2C9, le positionnemest acides aminés de la boucle B-C est
tres différent. Lys241 s’étend en plein milieu dunal d’acces des substrats et forme des liaisons
hydrogénes avec Glu288, Glu285 et Asn289. Argl@siasee tres a I'extérieur du canal et sa
chaine latérale est dirigée vers I'extérieur de aittif. La chaine latérale de Arg108 est elleiauss
orientée vers l'extérieur du canal et n’interagispavec Glu285. Par contre le carbonyle de
Glu285 forme deux liaisons hydrogénes avec lespgeamides de Glu288 et Asn289.
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Hélice C B -,
/ Ala238

Leu234

Ala238 3 i ArglOS

Lys241

Glu2ss
Asn289 ™

Glu288

Asn289
Ser286 ) Glu28s

Figure 40 : L'entrée du canal d’accés des substrats () du CYP2C9 cristallisé (b) du
CYP2C9 modele (cercle en pointillés).

[I.C.5.b Les structures RX du CYP2C9 avec substrat : confition de certains résultats
de mutagenéese et découverte d'un nouveau modexaifin dans le site actif du CYP2C9

Complexe CYP2C9/flurbiproféne(Johnson et al., 2003)

Ala106

Flurbiproféne

&’/

Asp293 Asn289

Figure 41 : Mode de fixation du flurbiproféne dans le site actif du CYP2C9 d’apres
(Johnson et al., 2003). Figure publiée avec I'accor  d de E.F. Johnson.
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Nous disposons de peu d’informations sur la strectle ce complexe (résultats non
publiés). Le flurbiproféne a son site d’hydroxytatia proximité du fer de I'héme et son
groupe carboxylate orienté vers le canal d’accéssdéstrats. Phell4 établit une interaction
Tt avec le noyau fluoro-phényle du flurbiprofene etg208 interagit avec le groupe
carboxylate de ce substrat par liaison hydrogéses steraction ionique. Asp293 ne semble
pas interagir avec le substrat mais il contribueecaAsn289 a la stabilisation du
positionnement de Arg108 par liaisons hydrogenesinEdans la structure du CYP2C9 sans
ligand, Arg108 pointe vers I'extérieur du canalat@s des substrats. L’interaction de Arg108
avec le flurbiproféne implique donc un changememifarmationnel du CYP2C9 en présence

de cette molécule.

[1.C.6 Complexe CYP2C9/(S)-warfarine (Williams et al., 208)

La structure RX du complexe CYP2C9-warfarine appdds résultats bien différents :

- La présence de (S)-warfarine dans le site actiCaP2C9 n’induit aucun changement
conformationnel majeur excepté quelques réarrangenhecaux (Iéger déplacement de la
boucle C-terminale et formation d’'une liaison hygkoe entre Arg241 et le carbonyle de
Arg108 au niveau du canal d’accés des substrats).

- La (S)-warfarine adopte un mode de fixation inhaddit Contrairement au flurbiproféne,
elle n’est pas placée a proximité de I'heme et’atesd pas vers le canal d’accés des
substrats. Ce substrat est fixé & bonne distant@étae (site d’hydroxylation a environ
10A du fer) dans une poche hydrophobe bordée paouale B-C, la boucle 362-368 et
la boucle C-terminale (Figure 42) . Son groupe pleeforme une interactiom-1t avec
Phe476 et son groupe bicyclique des contacts dedéaWWaals avec Phell4 et Pro367
(Figure 43). Des liaisons hydrogenes sont égalemlesgrvées entre la (S)-warfarine et
les groupes amides de Phel00 et Alal103.

Fixée dans cette orientation, la (S)-warfarine iseti@p éloignée pour subir une

hydroxylation. Selon Williams et al., ce composépait se déplacer de son premier site
de fixation jusqu’a 'heme pour la catalyse (Withia et al., 2003). Le volume du site actif
et I'absence de changement conformationnel laisgs@mment de place pour la fixation

simultanée d’'une autre molécule. La découverteedderixieme site de fixation pourrait

ainsi expliquer les cinétiques atypiques du CYP2E9présence de certains ligands
(activation par la dapsone, inhibition par excés sgdstrat du piroxicam, cinétique

biphasique du naproxen etc...) (Hutzler et al., 20Qitzler et al., 2002).

Hélice F

Hélice |

Boucle B-C

(S)-warfarine

Figure 42 : Position de la (S)-warfarine dans le si  te actif du CYP2C9.
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Figure 43 : Mode de fixation de la (S)-warfarine da ns le site actif du CYP2C9 d'aprés
(Williams et al., 2003). La (S)-warfarine interagit par 7zstacking avec Phe476 ; elle forme
des contacts de Van der Waals avec Alal03, Phell4 et Pro367 et des liaisons hydrogénes
avec les fonctions amides de Phel00 et Ala 103 (visualisées par des pointillés). Le site
d’hydroxylation de la (S)-warfarine est indiqué par une fleche.

En conclusion, les structures RX du CYP2C9 en pigssele substrats révelent I'existence

de deux sites de fixation dans le site actif du &%

- un site « productif » qui place la molécule a pnuix¢ de 'héme pour la catalyse (site du
flurbiproféne)

- un deuxieme site éloigné de 'hnéme qui pourraitejoun réle allostérique (site de la
warfarine)

La structure RX du complexe CYP2CO9-flurbiprofénafaone I'importance des résidus
114 et 108 pour la reconnaissance de moléculele g2¥P2C9. Elle conforte également nos
conclusions sur l'existence d'une interactionrt entre le résidu 114 et les noyaux
aromatiques des ligands.

La structure RX du complexe CYP2C9-warfarine metéeience un mode de fixation
inhabituel. Dans ce deuxieme site de fixation, 3xWarfarine établit une interactiom 1t
avec Phe476 et des contacts de Van der Waals &edd #.

Phel14 est donc un résidu important pour la redesaiace de molécules par le CYP2C9
quel que soit le site de fixation. L’interaction Bbe476 avec ses substrats serait davantage
dépendante de la nature du ligand.

11.D CONCLUSION SUR CE CHAPITRE

Notre étude de mutagenese, a permis d’identifier ¢iis résidus clés du site actif du
CYP2C9:
- Ser3645 responsable de l'inactivation suicide du CYP2@Bljacide tiénilique.
- Phell4 et Phe476&leux résidus aromatiques importants pour la reaissance de I'acide
tiénilique, du diclofénac et du sulfaphénazole.
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Les structures RX des complexes CYP2C9-flurbiprefé€fohnson et al., 2003) et CYP2C9-
warfarine (Williams et al., 2003) confirment la &isation de Ser365 dans le site actif et
I'implication de Phell4 ou Phe476 dans des intenastde typetrtavec ces substrats.

Ces résultats confortent donc les prédictions efattions proposées par notre modele 3D
du CYP2C9. Ce modéle semble assez prédictif desaktions avec les résidus du site actif
(Ser365, Phell4 et Phe476) mais il I'est beaucooimsriorsque I'on considére les résidus
polaires du canal d’accés des substrats. En &fegmparaison de notre modéle a la structure
RX du CYP2C9 (Williams et al., 2003) indique deBé&ences importantes d’orientation des
résidus de la boucle B-C a l'entrée du canal, régiarticulierement mobile dans les
cytochromes P450. De plus, 'absence de molécuézaidlans notre modele limite la qualité
des prédictions d'interactions polaires au seif@eyme et ne permet pas de tenir compte
des réseaux de molécules d’eau au sein du site acti

La prédiction du positionnement des boucles fleegbtles protéines et des réseaux de
molécules d’eau est une difficulté générale a laldétisation des cytochromes P450 a I'heure
actuelle. Malgré certains progrés, il n‘existe pagore de méthode suffisamment robuste
pour modéliser avec exactitude ces structuresiaudss sites actifs.

D’autres études de mutagenese ont montré I'impoetaie deux résidus polaires, Arg108
(Ridderstrom et al., 2000; Dickmann et al., 2008).ys241 (Marques-Soares, 2002) dans
I’hydroxylation spécifique de certains substrates@eux acides aminés se situent a I'entrée
du canal d’acces des substrats, d’'aprés la steu&®dr du CYP2C9 (Williams et al., 2003).
Dans le complexe CYP2C9-flurbiproféne, Argl08 iatgr par liaisons hydrogénes avec le
carboxylate du substrat (cf. Figure 41). Par coméredle de Lys241 reste plus ambigué. Dans
la structure RX du complexe CYP2C9-warfarine (Valitis et al., 2003), ce résidu établit des
liaisons hydrogenes entre sa fonction guanidinitine €arbonyle de Arg108. Il referme de
fait le canal d’acces au site actif, empéchanti dierstrée d’autres molécules de substrats. Ce
résidu semble donc jouer un réle dans le contréldatcés des substrats au site actif. En
revanche, aucune interaction directe ou indiretdstrvisible avec la warfarine. Sa mutation
en acide glutamique (le résidu correspondant du ZtYP) diminue I'affinité du CYP2C9
envers deux substrats spécifiques, I'acide tiamdigt du diclofénac (Marques-Soares, 2002),
ce qui suggere un rbéle de Lys241 dans des interactdirecte ou indirecte avec ces
molécules. En supposant I'existence d’'une intesactiirecte, nous pouvons imaginer qu’en
fonction des substrats, soit Arg108 soit Lys24Ingedans le site actif pour interagir avec les
fonctions anioniques ou polaires de ces ligandsisDa cas d’une interaction indirecte, ce
résidu pourrait contribuer a accommoder les fomstipolaires des ligands via des réseaux de
molécules d’eau, comme dans le complexe CYP2C®Hfdicac (Wester et al., 2003b), ou
influencer indirectement la reconnaissance de cel@aules en jouant sur l'orientation de
Argl08. Seules d’autres structures RX de compl€RE82C9-substrats pourrait permettre de
trancher entre ces différentes interprétations.

Avec I'ensemble des résultats de mutagenese 0¥ R2C9 (cf. Annexe E), dont notre
étude, et les structures RX résolues de I'enzyroas rpouvons proposer un modele partiel
d’interaction du CYP2C9 avec le pharmacophore idgesitls :

« Phe 114 (SRS1) etPhe476 (SRS6) forment des interactiomsTt avec les cycles
aromatiques de molécules reconnues par le CYP2C9

* Argl08 (SRS1) et éventuellemeAtg241, interagissent avec les groupements anioniques
ou polaires de certaines molécules

Les trois premiers résidus, appartenant a des ésuad la protéine, interagissent avec des
motifs structuraux identifiés dans le pharmacophdes ligands du CYP2C9. lls sont a
I'évidence d’'importants déterminants de la recosseice de molécules par le CYP2C9 mais
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ilIs ne sont pas suffisants a eux seuls pour fixesubstrat. En effet, les structures RX des
CYP2C5 et CYP2C9 en présence de substrats morgrentd’autres résidus interagissent
avec les ligands du CYP2C9. L'existence de cegdnt®ns et leur importance relative

varient en fonction du type de substrat complekénayme.

Enfin, les structures des complexes CYP2C9-fludigme et CYP2C9-warfarine révelent
I'existence de deux sites de fixation des substnatsein du site actif :
- un site « productif » qui place la molécule a pnuixé de I'héme pour la catalyse
- un deuxiéme site éloigné de I'heme qui pourraiejaun role allostérique
L’existence de ces deux sites offre une possibdiér la fixation simultanée de plusieurs
molécules dans le site actif de 'enzyme. Cetteplerité supplémentaire devra étre prise en
compte dans les études futures de cette isoforme.
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CHAPITRE Ill : Etude de la topologie d
site actif du CYP2C8 par analyse «|
silico» des residus responsables des
specificités de substrats de cette isofornme
et mutagenese dirigée de ces résidus
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Le CYP2CS8 a été trés peu étudié jusqu’a la déateivécente de nouveaux substrats et de son
réle dans le domaine cardiovasculaire (cf. 1.D.3U&s connaissances acquises sur le CYP2C9 et
le CYP2C5 ont été mises a profit pour I'étude deecesoforme. Aucun pharmacophore des
substrats et aucun modéle 3D du CYP2C8 n'avapétéié au début de ma thése. En I'absence de
ces éléments, jai commencé a étudier la spédfidd substrats du CYP2C8 en construisant des
chiméres CYP2C8/CYP2C9. Ce travail a été abandpaonédes raisons expliquées en Annexe F.

En parallele, au laboratoire, C. Marques a coitstrin silico » un modéle d’interaction de la
protéine avec ses substrats. L’'analyse de ce modeédefois construit, m’'a permis d’envisager
plusieurs mutations pour vérifierin vitro » I'importance fonctionnelle de certains résidussda
actif.

LA ANALYSE DU MODELE D'INTERACTION DU CYP2C8 AVEC SES
SUBSTRATS

[1ILA.1 Présentation du pharmacophore des substrats

[1l.LA.1.a Substrats utilisés

Un pharmacophore des substrats du CYP2C8 a étéruibraal laboratoire afin de mettre en
evidence les motifs structuraux communs reconnusl’'@azyme (Marques-Soares, 2002). Les
molécules sélectionnées pour cette étude sonsuestrats connus en 2001 de trés bonne
affinité pour le CYP2C8 (Km=2 a 10 uM d’apres la littératur&t ne possédant qu'un site
majeur d’oxydation. Au départ de ce travail, seules 5 molécules ressgibent ces critéres.
L’amodiaquine (Km=1,2 uM) (Li et al., 2002) et lide tazaroténique (Attar et al., 2003) n’ont
pas été pris en compte car ces substrats n’étpEntonnus au moment de la construction du
pharmacophore. Les conformations des substratstisélees (Figure 44) ont été déduites de leur
structure RX disponible a la Cambridge StructuralttdDase ou par modélisation a l'aide du
logiciel Insightll (cf. Matériel et Méthodes).

Taxol (deux conformations possibles) Fluvastatine

Figure 44 : Conformations des substrats utilisés po ur la construction du pharmacophore.
La structure 3D de la fluvastatine a été modélisée. Les conformations des autres molécules ont
été déduites des structures RX de la PDB.
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IlLA.1.b Construction du pharmacophore

Le pharmacophore a ensuite été construit par sapign successive des différents
substrats, en s’appuyant au départ sur la moléaydéus rigide, I'acide rétinoique. Les sites
d’oxydation des substrats par le CYP2C8 et deureayioints de superposition (le carbone
des fonctions carboxyliques par exemple) servenpalat d’ancrage pour superposer les
chaines carbonées (module Transform-Superimpossghtil). Des motifs structuraux
communs sont alors mis en évidence (Figure 45).

Fluvastatine/Taxol Fluvastatine/Troglitazone

Figure 45: Construction du pharmacophore par superp osition successive des
différents substrats du CYP2C8. L’acide rétinoique, substrat le plus rigide, est choisi
comme molécule de départ pour la superposition, puis la fluvastatine qui comporte
davantage de motifs structuraux, sert de base aux superpositions suivantes. Les motifs
structuraux communs sont entourés (vert: motif hydrophobe, bleu: site polaire (a),
magenta : site polaire (b), rouge : site acide ou polaire 1). Les sites d’oxydation superposés
sont indiqués par des fleches.

Les distances de ces motifs au site d’'oxydation sEmapitulées dans le Tableau 20.
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Substrat Longueur Motif Site acide ou | Site polaire | Site polaire
totale hydrophobe polaire 1 (a) (b)
Acide rétinoique 13,9 3,9 13,9 Non existant  Non exista
Fluvastatine 13,9 3,8 13,6 4,2 8,9
Troglitazone 15,5 2,5 13,3 4,2 7,6
Taxol
Structure 1 : 13,9 4,5 12,3 4,8 8,9
Structure 2 : 14,6 4.4 12,3 4,7 8,5
Amiodarone 15,7 4,2 12,1 4,2 8,9
moyennes 14,6+ 0,9 3,9+ 0,7 12,9+ 0,8 4,4+ 0,3 8,6+ 0,6

Tableau 20 : Caractéristiques structurales des subs
molécules et distances au site d’oxydation des diff

trats du CYP2CS8 : longueur des
érents motifs structuraux (en A)

Les distances ont été mesurées entre le site d’'oxydation et le point d’'attache sur la chaine
principale du motif hydrophobe, entre le site d’oxydation et I'hétéroatome des fonctions
acides ou polaires superposable aux sites polaires des autres molécules du pharmacophore.

llI.LA.1.c Bilan: Modéle de pharmacophore des substrats duR2C8

Un modéle de pharmacophore des substrats a ai@igoproposeé (Figure 46) :

Motif hydrophobe

Site d’oxydation
par le CYP2C8

¢

Chaine principalea

Fonction acide
ou polaire 1

Fonction
polaire (a

® 39+0,7 @
&— 44+ 0,3 —@

® 129+ 0,8

Fonction
polaire (b’

&—— 8606 —@

Figure 46: Modéle de pharmacophore pour les substra

(Margues-Soares, 2002).

ts du CYP2C8 d’apres

Les substrats trés affins du CYP2C8 ont au moins trois motifs

structuraux communs : une longue chaine principale, un motif hydrophobe et une fonction
acide ou polaire terminale. Tous ces substrats, excepté l'acide rétinoique, comportent
également deux fonctions polaires secondaires (a) et (b). Les distances moyennes entre le
site d’oxydation et les différents motifs structuraux sont indiquées en A.

107

nt



CHAPITRE lll : Etude de la topologie du site achif CYP2C8

Les substrats trés affins du CYP2C8 ont au moais tnotifs structuraux communs :
« Une longue chaine principalex d’environ 15 A de long.
« Un groupe acide ou polaire % 12,9+ 0,8 A du site d’oxydation.
« Une zone hydrophobe plus ou moins largelocalisée a 3,9+ 0,7 A du site
d’hydroxylation : un groupe alkyle (dans I'acideiméique, la troglitazone et le vérapamil) ou
aromatique (dans la fluvastatine et le taxol) oatome d’iode dans I'amiodarone.

Enfin, tous ces substrats excepté I'acide rétirmigossedent égalementeux fonctions
polaires secondaires (a) et (hsusceptibles de donner ou d’accepter des liaispiogenes
et situées 4 4,40,3 A et 8,6: 0,6 A du site d’oxydation.

Fluvastatine/DMZ Fluvastatine/Vérapamil

Figure 47 : Superpositions du DMZ et du vérapamil avec la flu vastatine.
Les sites d’oxydation du DMZ et du vérapamil sont indiqués par des fleches.

Le vérapamil (O-déméthylation, Km=50 uM) (Bussalet1995) et le DMZ, un dérivé du
sulfaphénazole (Km=40uM) (Marques-Soares et aD3PB8ont deux substrats, un peu moins
affins pour le CYP2C8. lIs ont été confrontés aarpiacophore pour tenter d’expliquer leur
moindre reconnaissance par cette enzyme (Figure 47)

Le vérapamil possede tous les motifs structurawxitdédans le pharmacophore et se
superpose assez bien a la fluvastatine. Touteteite molécule est plus longue que les
substrats les plus affins du CYP2C8 (18,9 A au lleu14,6+ 0,9 A ) ce qui pourrait
expliquer sa moins bonne reconnaissance par le C8Rm = 60-130 uM).

Le DMZ est une molécule plus courte (9 A au lieul8e}) qui ne recouvre qu’une partie
du pharmacophore (Figure 47). Son groupe phényiazple correspond au motif
hydrophobe du pharmacophore des substrats et séiciofSQNH se superpose au site
polaire (a). Par contre, sa chaine principale, ptuste, ne porte ni fonction acide ni fonction
polaire (b). Ceci expliquerait la moins bonne aféinde ce substrat par rapport aux autres
molécules (Km = 40uM).

Enfin, le modele de pharmacophore permet de proposeinterprétation des différences
d’inhibition du CYP2C8 par le sulfaphénazole et désvés. Lorsque le sulfaphénazole est
alkylé en R (Figure 48), son pouvoir inhibiteur augmente aaelongueur de RHa-Duong,
2001b). En examinant la superposition du DMZ aupla@ophore, on s’apercoit que si I'on
substitue le méthyle enzRBar une chaine latérale plus longue, celle-ciuperpose avec la
chainea du pharmacophore (Figure 47). Ceci est donc cahéreec I'augmentation du
pouvoir inhibiteur en fonction de la longueur detaine alkyle en R
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Sulfaphénazole RNH, R=phényle R=H
DMZ R,=CH; R2=phény|e R=CH;

Figure 48 : Structure chimique du sulfaphénazole,d  u DMZ et autres dérivés
En conclusion, les substrats moyennement affin€¥dB2C8 et les inhibiteurs dérivés du

sulfaphénazole ont une structure en adéquation lavpbharmacophore des substrats, ce qui
conforte ce modéle.

I1I.LA.2 Topologie du site actif modéle du CYP2C8

Pour préciser la topologie du CYP2C8, un modeledgDl’enzyme a été construit au
laboratoire par mutagenése virtuelle du CYP2CHagdml(Marques-Soares, 2002). Il peut étre
comparé a la structure RX du CYP2C5/3LVdH et au @émdlu CYP2C9 précédemment
décrit (cf. chapitre II).

Son allure générale est similaire a celles des datnes isoformes. Seule la boucle B-C et
I'hélice G ont des positions Iégérement modifiéés boucle B-C semble plus compacte et
I'hélice G est plus proche de I'hélice I. Examingoigs en détail deux éléments topologiques
importants pour notre étude : le site actif etdeat d’acces des substrats

[lILA.2.a Le site actif modéele du CYP2C8 (Figure 49)

Le site actif modele est délimité par les mémemeétds de structures secondaires que les
sites actifs du CYP2C5 et du CYP2C9: I'hélice |,blaucle B-C, la boucle 359-366 et la
boucle C-terminale forment les c6tés du site aatiidis que I'hélice F et une partie de la
boucle F-G constituent son toit. Les résidus qunieot dans le site actif et qui sont donc
susceptibles d’interagir avec les substrats (Tab2h), correspondent aux positions déja
décrites pour le CYP2C5 et dans les multiples nesdélu CYP2C9 (cf. chapitre Il). Les
résidus 293- 300 de I'hélice I, qui forment un cdtésite actif, sont tres conserves chez tous
les CYP2C. D’autres résidus sont spécifiqgues au Zo8par rapport aux autres CYP2C et
pourraient étre a l'origine de la spécificité déswats de cette isoforme ; il s’agit des résidus
lle113, Serl14, Phe205, Val362, Val366 et lle476.

Les résidus latéraux du site actif sont moins voluimeux que dans le CYP2C9 et le
CYP2C5; lle 113 pointe vers le site actif au lieu de PHedans le CYP2C9 ou le CYP2C5;
Val362, Val366, lle476 remplacent respectivementxdieucines et une phénylalanine. Ces
résidus moins encombrants contibuent a faire afipala site actif plus large que celui des
autres CYP2C Ceci est en accord avec I'aptitude du CYP2C8 tabudiser des substrats de
plus grande taille comme le taxol (de volume 672af lieu de 223Aou 258& pour le
diclofénac et le sulfaphénazole, reconnus par [@ZX9).
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CYP 2C5/3LVdH

Boucle 90-12/
CYP 2C8

Canal d’acces 1/ /7\\\

P / >

Canal d'acces 2

Figure 49 : Comparaison des sites actifs du modéle

du CYP2CS8 et de la structure RX

du CYP2C5/3LVdH (Williams et al., 2000a) (Vues de d essus).

n° des résidus CYP n° des résidus
des CYP 2C correspondants
humains 2c8 2C9 2c18 2c19 2c5 duCYP2C5
113 I \/ L V A 113
114 S F F F F 114
205 F I L I \/ 205
293 D D D D D 290
297 A A A A A 294
301 T T T S T 298
361 L L L L L 358
362 Vv L L L L 359
366 Vv L L L L 363
476 I F L F F 473

Tableau 21 : Principaux résidus du site actif des C

YP2C humains et du CYP2C5 de

lapin, susceptibles d’'interagir avec les substrats.
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En revanche, un résidu spécifique du CYP2C8, limaiteauteur du site actifPhe205 au
niveau du toit, est plus encombrant qu’une isoleicans le CYP2C9 ou une valine dans le
CYP2C5. Il s'agit du seul acide aminé aromatique gte actif du CYP2C8. Les
phénylalanines 114 et 476, interagissant avecubstsats du CYP2C9 et du CYP2C5 (cf.
chapitre Il), sont remplacées dans le CYP2C8 parrdsidus non aromatiques : Serll4 et
lled76.

Le site actif, globalement hydrophobe, posséd@anmoins deux résidus polaires,
Serll14 et Asn99situés sur la boucle B-C.

* Serll4 spécifiqgue du CYP2C8, est remplacée par desugdiydrophobes dans les
autres CYP2C. Elle se situe a I'entrée du sitd,aifonction OH étant a 13,4 A du fer.

* Asn99est un peu plus haut dans le site actif, 'atonaeMa fonction CONHise situant a
16,6 A du fer. Cette asparagine plus longue queséemes des CYP2C5 et 2C18 et plus
flexible pourrait plonger dans le site actif du CXI38 pour interagir avec les substrats.

Le CYP2C8 posseéde trois autres residus polaires qlui sont spécifiques Serl100,
Serl03 et Ser359Dans notre modéle, la chaine latérale de lasd@® ne pointe ni vers le
site actif ni vers le canal d’acces des substiassérine 103 forme une liaison hydrogene
interne avec le CO de Argl08. Enfin, la sérine 3Bfnble trop éloignée de I'hnéme pour
pouvoir interagir avec les substrats. Le role detoas sérines n’est pas évident a priori mais
il faut garder en mémoire la grande flexibilitélddoucle B-C et les imperfections inhérentes
au modeéle.

Résidus CYP
2C8 2C9 2C18 2C19 2C5
99 N I S H S
100 S F F F Vv
103 S A A A L
114 S F F F F
359 S I I I I

Tableau 22 : Quelques résidus polaires spécifiques du CYP2C8, compareés aux résidus
correspondants dans les CYP2C humains et le CYP2C5

I1I.LA.2.b Le canal d’accés des substrats

Le modéle du CYP 2C8 ne permet pas d'identifieiretaent uncanal d’'accés des
substrats Lesdeux acceslécrits dans les structures RX du R4k0et du CYP 2C5/3LVdH
sontpossibles Figure 49 ):

e un canal(canal 2) similaire a celui du P450BM-3 se situerait entre la boucle B-C et la
partie N-terminale de feuillet8. Son entrée, perpendiculaire au plan de 'hemmitse
contrdlée par la boucle F-G.

e un deuxieme canalcanal 1) similaire a celui du CYP 2C5/3LVdH se glisserait entre
I'hélice G et la boucle B-C, le long de I'héliceet sous sa boucle F-G. Par contre, son
entrée est fermée dans ce modele par des liaispdsodenesentre la fonction
guanidinium de Arg241 de I'hélice G et le carbonylele Arg105 sur la boucle B-C
L’interaction avec un substrat pourrait rompre li@sons et permettre a la boucle B-C de
s’écarter pour ouvrir le candktn I'absence de substrat, le canal a une entrée algée
positivement avec la présence d’'une arginine 241 eplein milieu. Ceci pourrait
expliquer la forte affinité du CYP 2C8 pour des corposés chargés négativement
(acide rétinoique, statines, troglitazone) ou peta{taxol, amiodarone).
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Il semble plus probable que les substrats atteigeesite actif du CYP 2C8 en passant par le
canal correspondant a celui du CYP2C5/3LVdH, c#edeémoprotéine de lapin présente une
forte homologie avec le CYP2C8. C’est ce canalmues considererons par la suite.

Hélice G

Figure 50: Superposition des entrées des canaux d  acces des substrats du
CYP2C5/3LVdH et du CYP2C8 (Marques-Soares, 2002). Les résidus communs sont
indiqués en noir, ceux qui different sont en jaune pour le CYP2C5/3LVdH et en orange pour
le CYP2C8. Arg241 établit des liaisons hydrogénes avec le carbonyle de Argl05, fermant
ainsi I'entrée du canal.

[lI.LA.2.c Bilan : les principales caractéristiques topologigs du CYP2C8

En conclusion, la comparaison du modele du CYP2C8nadele du CYP2C9 et a la
structure RX du CYP2C5 permet de définir plusiegesactéristiques particulieres au
CYP2C8 :

e Sonsite actif estplus large que celui des autres CYP2C humains et du CYP2Q&pie
avec des résidus latéraux moins encombrants. P#ecsa hauteur est limitée au niveau du
toit par la présence d’'une phénylalanine 205 sjgfau CYP2CS8.

» Cettephénylalanine 205 est leseul résidu aromatique du site actif Contrairement au
CYP2C9 et au CYP2C5, le CYP2C8 n’a pas de phémjtea en position 114 et 476.

« D’aprés notre modele, le CYP2C8 posseél@dex résidus polaires dans son site actif
Serll4 (a I'entrée du site actif) eéasn99 (située un peu plus haut dans le site actif mais
suffisamment flexible pour se rapprocher des satstr

« Le CYP2C8 comportdrois autres résidus polaires, spécifiques: Serl005erl03,
Ser359 Leur rble n'est pas évident a priori dans notredéte. Ces résidus pourraient
cependant se rapprocher du site actif en préseacgubstrats, compte tenu de la grande
flexibilité conformationnelle des cytochromes P40Oniveau des boucles (chapitres | et 11).

* Enfin, I'entrée du canal d'acces des substrats est chargémsitivement avec la
présence d’'une arginine 241 en plein milieuCeci pourrait expliquer la forte affinité du
CYP2C8 pour des composés chargés negativement (edlichoique, statines, troglitazone)
ou polaires (taxol, amiodarone).
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I1.A.3 Modeéle d’interaction du CYP2C8 avec ses substrats

Les résultats du pharmacophore des substrats etodiéle du CYP2C8 ont été mis a
profit pour la construction d’'un modéle d'interacti de I'enzyme avec ses substrats
(Marques-Soares, 2002).

[1I.A.3.a Docking de la fluvastatine dans le site actif mod&u CYP2C8

Un substrat représentatif du pharmacophore, lafitatine, a été inséré dans le site actif
modeéle du CYP2C8 en tenant compte des donnéesimigcies : son site d’oxydation a été
placé a proximité du fer de 'néme (6 A, valeur ghve de la distance classique fer-site
d’oxydation des substrats dans le CYP2C9; Polif8cai al., 1997) et sa longue chaine
latérale a été étendue dans le canal d’acces tstrats. L'énergie du complexe CYP2C8-
fluvastatine a alors été minimisée a partir deecptisition de départ, puis une procédure de
docking a été lancée afin de rechercher les pasitidinteractions optimales de la
fluvastatine dans le site actif (module Dockingndightll). Trois étapes sont répétées de
facon itérative au cours de la procédure de « ahgcki:

1) déplacement aléatoire de la molécule dans le sitede 'hémoprotéine (par translation
et rotation)

2) minimisation d'énergie du complexe enzyme/subspatr rechercher le minimum
d’énergie le plus proche

3) enregistrement de la position finale si elle dé#féuffisamment des positions précédentes
retenues

Apres la premiere minimisation (Figure 51 (a))fllavastatine a une position proche de
celle de départ : son site d’hydroxylation est @lacs A du fer et sa longue chaine carbonée
s’étend dans le canal d’acces des substrats. &iheef deux interactions majeures avec le
CYP2CS8:

* une interaction de type TeTt entre son groupement p-fluorophényle et la
phénylalanine 205.Les deux cycles aromatiques de la fluvastatindeeta phénylalanine
sont distants de 4,8 A et forment un angle d’emvi8®° ce qui est compatible avec une
interactionteTt selon les régles de Hunter et Sanders (Huntér, 41991).

» des interactions électrostatiques entre sa fonctioacide carboxylique, I'arginine 241

et 'aspartate 293.

Par contre, aucune interaction n’est visible en&greCYP2C8 et les fonctions polaires
secondaires de la fluvastatine. Cependant, cesidoscpolaires sont dirigées vers la boucle
B-C qui porte deux résidus polaires orientés versite actif : Asn99 et Serl14. Du fait de la
flexibilité de la boucle B-C, ces résidus pourraisa rapprocher du substrat pour former des
liaisons hydrogenes avec ses fonctions polairesnskires (a) et (b).

Au cours des itérations du «docking», la fluvasgts’enfonce dans le site actif en
glissant sous Phe205 et entraine avec elle I'argi@41 qui plonge progressivement dans le
canal d’acces des substrats. L'enzyme se compatbeiradu substrat jusqu’a la position
finale présentée Figure 51(b). Dans cette dersigoeture :

« le site d’hydroxylation de la fluvastatine se siéug,3 A du fer
* l'arginine 241 n’interagit plus avec la fonctionide carboxylique de la fluvastatine mais
forme des liaisons hydrogenes avec les deux groajgesls du substrat (dont la fonction
polaire (b) du pharmacophore)
* [linteraction Te1t entre le fluorophényle de la fluvastatine et la&mpfalanine 205 est
maintenue.
« Enfin, 'asparagine 99 pourrait former une liaiggmrogene faible avec le site polaire (a)
de la fluvastatine situé a 2,4 A.
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Figure 51(a)

Fluvastatine

Hélice |

Ser 114 4 -
Asn 99
N\

h,

Boucle B-C «ee: Interactions

Figure 51(b)

(\Q X % Fluvastatine

Hélicel .

Boucle B-C . '

*++ : |nteractions

Figure 51 : « Docking » de la fluvastatine dans le  site actif modéle du CYP2C8 d’aprés
(Marques-Soares, 2002) (a) premiére structure minimisée obtenue aprés insertion de la
fluvastatine dans le modéle du CYP2C8 (b) derniere structure obtenue aprés itérations
successives.
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I11.A.3.b Bilan : modele d’'interaction CYP2C8/substrats

Le docking de la fluvastatine dans le site actidégle du CYP2C8 permet de proposer un
modéle d’interaction de cette hémoprotéine avethermacophore des substrats (Figure 52).
Les substrats formeraient deux interactions mageavec le CYP2CS8 :

» Une interaction ionique ou polaire (liaisons hydrognes) entre leur fonction acide ou
polaire terminale et I'arginine 241 et I'aspartate293.

* Une interaction hydrophobe entre leur motif hydrophobe et la phénylalanine 205,
voire TeTTSi ce motif est aromatique.

Leur fonction polaire (a) et leur fonction pola{t® pourraient également établir dedsons
hydrogenes respectivement avec l'asparagine 99 (Figure Fidkéh)) et la sérine 114
(Figure 51(a)).

Phe205Phe201)
ﬁ Interaction hydrophobe oun-n
Motif hydrophobe
Interaction
. _ ionique ou
Site d’oxydation Fonction acide jiajson
par le CYP2C8\ ou polaire 1 hydrogéne
+ Chaine principale <——> Arg241,
Asp293
(Arg97, Arg105)
Fonction Fonction
polaire (a) polaire (b)
ﬁ ﬁ Liaisons hydrogenes
Asn99 Serll4

(Ser100) (Ser115, Ser103)

Figure 52: Modéle d'interaction du CYP2C8 avec ses substrats. Les résidus
interagissant avec les substrats d’aprés notre modele sont indiqués en gras. Les autres
résidus possibles, mais a priori moins probables, sont indiqués entre parentheses.

D’autres interactions, moins probables, sont inéleguFigure 52 :

* Argl05 est située a I'entrée du canal d’acces des stbsiaas notre modele. Des liaisons
hydrogenes entre son groupe carbonyle et la famgfimnidium de Arg241 ferment ce canal
(cf. Figure 50). Ces liaisons seraient rompues/parvée d'un substrat. La modélisation
nous propose alors un scénario au cours duquel4Arg2zcompagne la fluvastatine vers le
site actif. Nous pouvons imaginer le scénario isgerpar un mouvement de bascule, Arg105
pourrait se rabattre et plonger a la suite du satystejetant Arg241 a I'extérieur du canal.
Argl05 pourrait donc étre un candidat pour unerauon ionique ou polaire avec les
substrats, au méme titre que Arg241.
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* Arg97 est située, trés bas dans le site actif a progidet’heme, dans notre modéle. Elle
ne semble pas devoir interagir avec les subst@tpendant, I' étude de mutagenése de
Ridderstrom et al. (Ridderstrom et al.,, 2000) awvlieonduit les auteurs a postuler
'importance de cet acide aminé dans la reconmaissale molécules anioniques par le
CYP2C9. Nous n'avons donc pas exclu, au départplensimilaire de cette arginine dans le
CYP2CS8.

* Une autre phénylalanine du SR¥he201] est présente au niveau de I'hélice F, mais sa
chaine latérale ne semble pas orientée vers laditedans notre modele. Cet acide aminé
aromatique reste cependant un candidat potenti@l poe interaction hydrophobe aurt
avec les substrats du CYP2C8.

* Enfin Serl00, Ser 103 et Serll%ésidus polaires de la boucle B-C, pourraientedgant
interagir avec les fonction polaires secondairesgi#strats en raison de la grande flexibilité
de cette boucle.

I1I.LA.4 Choix des mutations

Afin de valider ces hypothéses d'interaction du Q¥B avec ses substrats, nous avons
décidé de muter tous les acides aminés cités Fiflifexcepté Asp293 dont le role avait déja
été étudié chez certains CYP2 (Domanski and Halpeftl)) :

* Arg241, Argl05 et Arg97 candidats pour une intecsicionique ou polaire avec les
substrats

* Phe205 et Phe201, potentiellement impliqués daasniaraction hydrophobe autt

e Asn99, Serl00, Serl03, Serll4, Serll5 candidatsbpess pour former des liaisons
hydrogenes avec les substrats.

Plusieurs mutations ont été envisagées pour étlieftat de la suppression de la charge
positive des arginines, de I'aromaticité des phalaylines et de la polarité des résidus de la
boucle B-C sur la reconnaissance de moléculesepayP2C8.

Les arginines ont d'abord été mutées en alanimedédistimer I'importance relative de ces
résidus chargés. Puis les acides aminés dont legtions avaient les effets les plus marqués,
ont été étudiés plus en détail en réalisant d’autratations. Arg97 a ainsi été mutée dans un
deuxieme temps en lysine pour conserver la chaogdt@ position et ainsi évaluer l'influence
de la nature de l'acide aminé 97 sur I'activité @¥P2C8. Arg241 a aussi été mutée en
leucine, pour supprimer la charge en conservantartain encombrement stérique, et en
acide glutamique afin d’ étudier I'effet d’'une img®n de charge a cette position.

Les phénylalanines 205 et 201 ont été remplacé&dspacides aminés correspondants du
CYP2C9 : isoleucine et leucine. Ces mutations p#ene de supprimer I'aromaticité en
conservant un certain volume hydrophobe a cettgiposPhe205 a également été mutée en
alanine pour examiner l'effet stérique a cette foamsiclé.

Enfin Asn99 et les sérines de la boucle B-C onsétistituées par des acides aminés non
polaires de structure proche : leucine et alariiaesérine 114 a aussi été remplacée par le
résidu correspondant du CYP2C9 et du CYP2C5, ugeysalanine, afin d’examiner I'effet
stérique a cette position.

Deux mutations supplémentaires ont également atiséés : S3591 et 1476F.

- Ser359u SRS5 est un résidu polaire spécifique du CYP2€8 autres CYP2C humains
et le CYP2C5 de lapin ont un acide aminé hydrophabe isoleucine, a cette position.
Bien que le rble de cette sérine ne soit pas évidiams notre modele, nous avons décidé
de la muter en isoleucine. 1le359 fait I'objet d'wolymorphisme génétique dans le
CYP2C9 a l'origine d'une baisse d’efficacité catamjye de I'enzyme (Tableau 7). Il est
donc intéressant d’étudier I'importance de I'acatainé 359 dans le CYP2C8 afin de
comparer les spécificités des deux isoformes.
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- 1lled76 du SRS6 est également spécifique du CYPJES autres CYP2C humains et le
CYP2C5 de lapin ont un acide aminé aromatique ehcombrant, une phénylalanine, a
cette position. De plus, nous avons montré par gem@se, le role de ce résidu pour la
reconnaissance des substrats et inhibiteurs du CYPidelet et al., 2003).

Enfin, le mutant F476]1 du CYP2C9 a des kcat trésvéds ; nous ne pouvons pas
expliquer clairement ce phénomeéne (cf. Annexe Dglé¥let al., 2003). Nous avons voulu
évaluer I'importance de la boucle C-terminale (eoaint le SRS6) pour le contrble des
vitesses d’hydroxylation dans le CYP2C8. Ainsi &sdes aminés de cette boucle, qui sont
spécifigues du CYP2C8 par rapport aux autres CYRA@ains, ont été mutés en leurs
résidus correspondants dans le CYP2C9. Les musagiovisagées sont résumeées ci-dessous.

Réle postulé Mutations réalisées

Interaction ionique ou polaire avec les substrats| R97A, R105A, R241A
R97K, R241L, R241E

Interaction hydrophobe outemavec les substrats F201L, F205I

Liaisons hydrogénes avec les fonctions polaire99L, S100A, S103A, S114A, S115A

secondaires des substrats S114F
Importance des résidus 359 et 476, spécifiques [&B59I, 1476F
CYP2CS8

Influence de la boucle C-terminale sur lesA471P, T473V, K474N, |1476F, S482F
vitesses d’hydroxylation

Tableau 23 : Liste des mutations du CYP2CS8 réalisée s au cours de cette thése.

Remarquons que tous les résidus sélectionnés (éxéag241, adjacent au SRS4, et
Ser482) appartiennent a des SRS, zones supposeegyinavec les substrats chez les CYP2
(Gotoh, 1992). L'étude de mutants ou de polymombkis des CYP2C9 et 2C19 ont permis
de montrer 'importance fonctionnelle des résiddgRidderstrom et al., 2000), 99 (Ibeanu et
al., 1996; Tsao et al., 2001), 114 (Haining etE99; Melet et al., 2003), 359 (Chang et al.,
1997; Haining et al., 1996; Lee et al., 2002; Vesmet al., 1993; Yamazaki et al., 1998) et
476 (Melet et al., 2003) chez ces isoformes pasen®ar ailleurs, la structure RX du
complexe CYP2C5-DMZ (Wester et al., 2003a) positetes résidus 103, 114, 201, 205 et
476 & moins de 5 A du substrat. Enfin, dans urclartie modélisation publié fin 2001,
Ridderstorm et al. ont analysé les différences @ectvité des CYP2Cs humains par une
méthode GRID/CPCA, qui permet de comparer une fardi# protéines (Ridderstrom et al.,
2001). Cette étude a identifie le CYP2C8 commeofdeme la plus distincte des autres
CYP2Cs, en particulier au niveau des résidus 108, & 476. Les acides aminés Asn99,
Serl03, Serll4, Phe201, Phe205, Arg241, Lys474e47d sont, entre autres, proposés
comme d’importants déterminants de la sélectivitéC¥P2C8. L'ensemble de ces données
confortent notre choix de mutations pour cette étud

.B ETUDE FONCTIONNELLE DE MUTANTS DU CYP2C8

I11.B.1 Construction et expression des mutants du CYP2C8

Les ADNc des mutants du CYP2C8 ont été constrwtense ceux du CYP2C9, par
double PCR, puis clonés dans le vecteur d'exprasgi¥eDP60 par recombinaison
homologue dans le levure W(N) (cf. Il.C.1 et paNMi$.1 du Matériel et Méthodes). lls ont
ensuite été exprimés dans la souche de levure W@iR)xprimant la réductase de levure.
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Mutation P450 Activité réductase [réductase]/[P450]
(pmol/mg) (nmol cyt. ¢ réduit/min/mg prot.)
2C8 60+ 30 800z 300 1,8t 0,5

R97A 60 1080 2,4
RI97K 20 240 1,6
N99L 70 890 1,7
S100A 30 300 1,3
S103A 30 790 3,5
R105A 77 850 1,5
S114A 60 980 2,2
S114F 20 560 3,7
S115A 22 501 3

F201L 25 400 2,1
F205A 50 1000 2,7
F205I 13 270 2,8
R241A 27 550 2,7
R241L 27 400 2

R241E 33 470 1,9
S359I 20 550 3,7
A4T71P 37 523 1,9
T473V 36 734 2,7
K474N 24 361 2

1476F 44 500 1,5
S482F 24 824 4,6

Tableau 24 : Caractérisation biochimique des micros  omes de levure exprimant le
CYP2CS8 et ses mutants : quantité de P450 (pmol/mg d e protéines), activité réductase
(nmol de cytochrome c réduit par minute et par mg d e protéines) et rapport de la
concentration en réductase sur la concentration en P450. Les valeurs indiquées pour le
CYP2C8 sont les moyennes #+ I'écart type de trois mesures effectuées sur différentes
préparations microsomales. Les valeurs indiquées pour les mutants correspondent aux
moyennes de deux mesures réalisées sur une méme préparation microsomale. Les
variations entre ces deux mesures sont inférieures a 10%.

Toutes les préparations microsomales de levureiecorgnt du P450 détectable en
immunoblot (résultats non présentés) et présentenpic de Soret a 450 nm sous forme
réduite en présence de CO et de dithionite. Lauteee P450 et l'activité réductase ont été
mesurées pour chacune des préparations (Tablea@r24uivant les protocoles usuels (cf.
partie V.C.3 du Matériel et Méthodes). La quandikéP450 réductase a ensuite été calculée a
partir de l'activité réductase en utilisant I'adtév spécifique de la P450 réductase de levure
dans nos conditions d’incubation (7500 nmol deccsgduit/min/nmol de réductase (Louerat-
Oriou et al., 1998). Les écarts types indigués peuLYP2C8 ont été évalués sur plusieurs
préparations microsomales. lls permettent de teoimpte des différences d’efficacité de
transformation de W(R) et de conditions de purtfaraentre préparations.

Dans nos conditions de culture, le CYP2C8 sauvage m@iveau d’expression de &30
pmol de P450 par mg de protéines microsomales €aal®24). Les microsomes contenant les
P450 mutés ont une teneur en P450 similaire, &djtion de cinqg mutants (R97K, S114F,
S115A, F205I et S359I) qui ont un niveau d’exprasplus faible. Le mutant F205I a le
niveau d’expression le plus bas (13 pmol/mg deémes au lieu de 6@ 30 pmol/mg de
protéines).
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L’activité réductase des microsomes contenant |[€ZY8 varie de 500 a 1100 nmol de
cytochrome c réduit par min et par mg de protéihes. microsomes contenant les P450
mutés ont, pour la plupart, une activité réductasaparable. Les microsomes correspondant
aux mutants R97K, S100A, F205I et K474N ont unévéétréductase plus faible, mais leur
rapport molaire réductase/P450 se situe aux alenti®i2, comme pour le CYP2C8 sauvage.

Tous les microsomes contenant les P450 mutés oratpport molaire réductase/P450 qui
vaut 1 a 2,5 fois le rapport molaire des prépanatimicrosomales de CYP2C8. La quantité de
réductase n’est donc pas un facteur limitant pawtiVvité des différents mutants.

I11.B.2  Substrats utilisés pour les tests d’activité

Les propriétés catalytiques des difféerents mutantseté comparées a celles du CYP2C8

sauvage a l'aide de six substrats:

* Le taxol, un marqueur d’activité du CYP2C8

« L’acide rétinoique, la fluvastatine, la troglitazgrbons substrats du CYP2C8, également
métabolisés par le CYP2C9 avec des efficacitésytigpzes distinctes.

* Le DMZ et le diclofénac, substrats communs aux G¥RRimains et au CYP2C5 de
lapin.

[1l.B.2.a Le Taxol, marqueur d’activité du CYP2C8

OH o QO
o~

Figure 53 : Les sites d’oxydation du taxol par les cytochromes P450 de foie humain.

Le taxol est un anticancéreux métabolisévivo en un métabolite majoritaire d6
hydroxytaxol) et un métabolite minoritaire (p-C3jdroxyphényl-taxol) (Harris et al., 1994;
Monsarrat et al., 1993)L’activité de 6a-hydroxylation du taxol est spécifique du
CYP2C8 (Rahman et al., 1994).

[11.B.2.b L’Acide rétinoique, la fluvastatine et la troglitmne, substrats communs aux
CYP2C8, 2C9 (et 3A4)

L’acide retinoique, dérivé de la vitamine A, est hydroxytevitro en position 4 par trois
CYP hépatiques (CYP2C8, CYP2C9 et CYP3A4), le CY®2@ant la meilleure efficacité
catalytique (Tableau 25).

Des études d'inhibition et des analyses de coro@lahontrent que le CYP2C8 est la
principale enzyme responsable de la 4-hydroxyladi®tiacide rétinoique dans le foie humain
(Nadin and Murray, 1999Le CYP2CS8 est donc la principale enzyme catalysana 4-
hydroxylation de I'acide rétinoiquein vitro etin vivo.
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4-hydroxylation de I'acide rétinoique

CYP Km (uM) kcat (min™) kcat/Km
CYP2C8 14+0,1 2,1+ 0,2 15
CYP2C9 1,1+0,7 0,02+0,01 0,18
CYP3A4 26+1 0,04 + 0,01 0,15
Tableau 25: Constantes cinétiques d’hydroxylation de l'acide rétinoique par des
microsomes de cellules lymphoblastiques exprimant | es CYP2C8, 2C9 et 3A4

(McSorley and Daly, 2000) .

Figure 54 : Les différents sites d’oxydation de la fluvastatine par les cytochromes
P450 de foie humain.

La fluvastatine est un antilipidémiant transformié@ vivo en trois métabolites, les 5-
hydroxy-, 6-hydroxy- et N-déisopropyl-fluvastatiiBain et al., 1993) (Figure 54). Trois
enzymes hépatiques sont impliquées dans ce mémateli les CYP2C8, CYP2C9 et
CYP3A4. La 6-hydroxylation et la N-déalkylation $ocatalysées principalement par le
CYP2C9, la 5-hydroxylation par le CYP3A4 et le CYJ®(Tableau 26).

5-hydroxylation 6-hydroxylation N-déisopropylation
CYP Km (pM) kcat (W) Km(pMm) kecat(h’)  Km (uM) kcat (h™)
CYP2C8 2,8 7,9 - - - -
CYP2C9 1 2,3 0,9 4,7 1,8 2,3
CYP3A4 7,1 120 - - - -
Tableau 26: Constantes cinétiques d’hydroxylation de la fluvastatine par des

microsomes de cellules d’insectes exprimant les CYP 2C8, 2C9 et 3A4 (Fischer et al.,
1999).

La troglitazone est un antidiabétique qui est éliminé chez I'honpae conjugaison et
dans une moindre mesure par oxydation catalyséalgmrcytochromes P45 vitro, la
troglitazone est transformée en métabolite quinami¢Figure 55) par les CYP2C8, 2C9,
2C19 et 3A4 (Yamazaki et al., 1999). Les CYP2Cuwne meilleure affinité (Km divisées par
40) pour la troglitazone que le CYP3A4 mais unetkida 10 a 80 fois plus faible. La
fluvoxamine, un inhibiteur du CYP2C19 et le sulfaphzole, inhibiteur du CYP2C9,
n'affectent pas la formation de ce métabolite pes chicrosomes hépatiquése CYP3A4 et
le CYP2C8 seraient donc les principaux cytochromesP450 impligués dans le
métabolisme de la troglitazone dans le foie humairl.'importance relative de ces deux
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P450 dans le métabolisme de la troglitazionévo, varierait en fonction de la composition en
CYP2C8 et CYP3A4 du foie humain et de la conceiatnag¢n troglitazone (Yamazaki et al.,
1999).

0
@) OmNH P450 )
O —_ H,C._OH
HO O 0 s>‘
0
o ~NH

Figure 55 : Oxydation de la troglitazone en métabol ite quinonique catalysée par les
cytochromes P450 hépatiques (CYP2C8 et CYP3A4 princ  ipalement).

CYP Km (uM) kcat (min™) kcat/Km
CYP2C8 2,7+ 25 42+1 1,6
CYP2C9 3,6+ 29 0,6+0,1 0,2
CYP2C19 3,1+ 1,8 2,8+0,3 0,9
CYP3A4 120+ 5 47 +1 0,4
Tableau 27 : Constantes cinétiques d’oxydation de |  a troglitazone par des microsomes

de cellules d'insectes exprimant les CYP2CS8, 2C9, 2 C19 et 3A4 (Supersomes, Gentest)
(Yamazaki et al., 1999).

[11.B.2.c Le DMZ et le diclofénac, substrats communs au CYPBR@nains et au CYP2C5
de lapin

L’ analogue du sufaphénazole, DMZ, est un bon sabde tous les CYP2C humains et
du CYP2C5 de lapin (Marques-Soares et al., 200&stl hydroxylé majoritairement sur le
groupe 4-méthyl-phényle (cf. Figure 16) et portegraupe phényle-pyrazole qui pourrait
former une interactiom-1tavec les phénylalanines du CYP2CS8.

L’antiinflammatoire diclofénac est métabolisé paug les CYP2C humains et par le
CYP2CS5 de lapin mais avec des régiosélectivitderdifites (cf. Tableau 15). Le CYP2C9 et
le CYP2C5 hydroxylent ce substrat sélectivemenpesition 4’ avec des Km inférieures a
100 uM tandis que les CYP2C8, 2C18 et 2C19 prodtisa mélange de métabolites 4'-
hydroxy et 5-hydroxy- diclofénac avec des Km pllevées (Mancy et al., 1999). Ce substrat,
bien que moyennement affin pour le CYP2C8 (Km dedre de 100 puM), est intéressant
pour examiner I'effet des mutations du CYP2C8 awuébiosélectivité d’hydroxylation.

En conclusion, le taxol, I'acide rétinoique, lavihstatine, la troglitazone et le DMZ sont
de bons substrats du CYP2C8. lls comportent cartaiatifs structuraux communs étudiés
lors de la construction du pharmacophore mais lstnsctures sont suffisamment variées
pour nous permettre d’étudier plusieurs aspects idsactions du CYP2C8 avec ses
substrats. Ce sont des molécules:

* de taille variable; le taxol est un substrat volueoix alors que le DMZ est une petite
molécule et I' acide rétinoique un substrat a lengoaine hydrophobe.
* anioniques a pH physiologique (fluvastatine, adiéienoique, troglitazone) ou neutres

(taxol, DMZ)

« comportant un phényle a 4 A du site d’hydroxylatitexol, fluvastatine, DMZ) ou un
groupe alkyle (troglitazone, acide rétinoique).
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« comportant deux (taxol, fluvastatine, troglitazqne)e (DMZ) ou aucune fonction polaire
secondaire (acide rétinoique)

Figure 56 : Les substrats du CYP2CS8 utilisés pour ¢ ette étude et les motifs structuraux
mis en évidence lors de la construction du pharmaco phore (représentation a pH
physiologique). Les motifs hydrophobes sont entourés en vert, les sites polaires (a) en
bleu, les sites polaires (b) en orange et les sites anioniques ou polaires terminaux en rouge.
Les sites d’oxydation majoritaire par le CYP2C8 sont indiqués par des fleches.

Ces molécules variées devraient permettre d’évdaseeffets stériques au sein du site
actif et de tester nos hypothéses d’interactionCP2C8 avec ses substrats (interaction
ionique ou polaire, interaction hydrophobe owrt, liaisons hydrogenes....). Enfin, le
diclofénac, moins affin pour le CYP2CS8, sera udilefin d’examiner I'effet des mutations sur
la régiosélectivité d’hydroxylation.
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11.B.3 Etude de I'effet des mutations sur 'activité du CYP2C8

Avant de tester ces substrats sur les mutants, agaes déterminé les conditions
d’incubation et d’analyse HPLC avec le CYP2C8 sgavaes gradients d’'HPLC séparant les
substrats de leurs métabolites ont été mis au painpréalable avec l'aide de Patrick
Dansette. Puis nous avons déterminé le domainéndarité de la formation des produits
majoritaires en fonction de la quantité de proteieedu temps. Un criblage d’activité des 21
mutants du CYP2C8 a alors été réalisé avec quatbstrats, taxol, acide rétinoique,
fluvastatine et diclofénac, dans les conditionaaibation suivantes :

e P450 0,05uM, taxol 50 uM, 3 minutes

e P450 0,05uM, acide rétinoique 200 uM, 2 minutes
e P450 0,05 uM, fluvastatine 100 uM, 10 minutes

* P450 0,05 uM, diclofénac 800 uM, 10 minutes

Taxol 50 puM Acide rétinoique 200 uM
14 - 10
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Figure 57 : Activités d’hydroxylation du taxol 50 p M, de I'acide rétinoique 200 pM, et de
la fluvastatine 100 uM par le CYP2C8 et ses mutants  (moyenne # I'écart type sur trois

mesures). La zone grisée permet de visualiser les valeurs non significativement différentes
de celles du CYP2C8; nd = métabolite non détecté.
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Les temps choisis se situent dans la zone de liéahas cinétiques d’hydroxylation par le
CYP2C8. Les concentrations en substrat sont au sndirfois supérieures a la Km du
CYP2C8 sauvage pour avoir des vitesses éleveesfiannla détection de faibles activités.
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Figure 58 : Activités d’hydroxylation du diclofénac
mutants et rapport de produits formés 50H/4'OH.
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R97A
N9O9L
S100A
S103A
R105A
S114A
S114F
S115A
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F205A
F205I

R241A
R241L
R241E
S359I

A471P
T473V
K474N
1476F

S482F

800 pM par le CYP2C8 et ses

Les valeurs indiquées correspondent a
la moyenne de deux mesures, I'écart entre ces deux mesures n'excédant pas 10%.

Plusieurs mutations de la boucle B-C (SRS1) induiskes effets trées marqués sur les
activités d’hydroxylation du CYP2C8 :

* R97A et R97K sont considérablement moins actifs quie CYP2C8 pour les quatre
substrats testéslLes activités d’hydroxylation sont divisées parfaoteur 4 a 8 avec I
acide rétinoique et le diclofénac, et par un facsegérieur a 10 avec les autres substrats
(cf. ci-dessous).

CYP | 6a-hydroxylation | 4-hydroxylation de | 5-hydroxylation de la Hydroxylation du
du taxol 50 uM I'acide rétinoique fluvastatine 100 uM diclofénac 800 uM
200 uM 4'0OH 50H
2C8 7,4+0,8 5+ 0,4 5,2+0,4 0,8+0,1 1,9+ 0,2
RI7A 0,08+ 0,01 0,6+ 0,06 0,2+ 0,04 0,2 0,03 | 0,3+ 0,04
RI97K 0,8+ 0,08 1,4 0,3 0,16+ 0,01 nm nm

Tableau 28 : Comparaison des activités du CYP2CS8 et
envers le taxol 50 uM, l'acide rétinoique 200 uM, |
800 pM; nm= non mesuré.

des mutants R97A et R97K

a fluvastatine 100 pM et le diclofénac

e S114F n’ hydroxyle plus le taxol aucun métabolite n'est détecté méme apres 30
minutes d’incubation. Ce mutanta aussi uaetivité de 5-hydroxylation de la
fluvastatine divisée par 4 alors que la 4-hydroxylation de l'acide rétinoigee du
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diclofénac ne semblent pas affectées. A lI'inve8EL4A a des activités d’hydroxylation
de I'acide rétinoique et de la fluvastatine légegstraugmentées par rapport au CYP2C8
sauvageles mutations en position 114 induisent donc desfefs modulés en fonction
des substrats pris en charge et de I'acide aminésstitué en position 114.

Les mutations de la phénylalanine 205 de I'hélice (SRS2) entrainent également des
modifications d’activité modulées.F205A et F205I ont une activité de 4-hydroxylatibm
I'acide rétinoique similaire a celle du CYP2C8. Bantre, ils sont plus actifs que I'enzyme
sauvage vis-a-vis de la 5-hydroxylation de la fetasine. F2051 a une activité de G-
hydroxylation du taxol divisée par 10alors que F205A a une activité qui n’est pas meédifi
pour ce substrat. Enfifs205A est la seule mutation qui modifie de facon gnificative la
régioseélectivité d’hydroxylation du diclofénac: le rapport de métabolites produits
50H/4’0OH est de 0,5 au lieu de 3 pour le CYP2C8aga.

Les autres mutations ont des effets globalement nms prononcés :

 Le mutantS100A a une activité de 5-hydroxylation de la fluvastatigui est 4 fois
inférieure a celle du CYP2C8 mais les autres déBvine sont pas significativement
modifiées.

* Les mutations R241A, R241L, R241E ont desffets globalement similaires Elles
induisent une diminution de I'activité de 5-hydréajon de la fluvastatine d’ un facteur 3
mais n’affectent pas les activités d’hydroxylatentaxol et de I'acide rétinoique.

* Les mutant$-201L et 1476Font des activités de 5-hydroxylation de la fluatise et de
4-hydroxylation de I'acide rétinoique divisées parfacteur de I'ordre de 2.

* Les mutantsT473V et K474N du SRS6 ont des vitesses d’hydroxylation de la
fluvastatine environ 2 fois plus faibles que celle CYP2C8. Inversemen99L a une
activité multipliée par deux avec ce substrat.

e Enfin, les mutations S103A, R105A, S359I, A471P S#82F n’apportent pas de
modifications significatives d’activité quel queitde substrat testé.

Ces tests préliminaires mettent en évidence l'itgmme fonctionnelle de trois résidus en
particulier : les acides aminés 97, 114 et 205.e@dant, ils ne portent que sur une activité a
concentration de substrat donnée. Pour complétide @&ude préliminaire, nous avons
déterminé les constantes cinétiques de la plupatnadutants vis-a-vis du taxol, de l'acide
rétinoigue et de la fluvastatine. Les constantaéticjues d’hydroxylation du diclofénac ont
étée calculées uniquement pour les mutations eniog05 car c’est en mutant cette position
gue nous avons constaté les changements de régibgéd les plus importantes.

Afin d’ étudier plus en détail les interactions diiYP2C8 avec les motifs du
pharmacophore des substrats, nous avons utilisésidstrats supplémentaires, le DMZ et la
troglitazone. D’aprés notre modéle de pharmacopherBMZ possede une fonction polaire
(a) et un motif hydrophobe phényle. La troglitaggossede tous les motifs structuraux du
pharmacophore mais son motif hydrophobe n’est pamatique : il s’agit d’'un méthyle.
Nous avons mesuré les constantes cinétiques d’kyldton du DMZ par les mutants des
résidus 97 a 241, proposés dans le modele d'itenadu CYP2C8 avec ses substrats. Dans
le cas particulier du mutant R241A, nous avonsidast I'inhibition de la @-hydroxylation
du taxol par la troglitazone. Nous avons préféréurer une CI50 plutét qu’'une Km par souci
d’économie en enzyme et en temps (la mesure ddacas cinétiques aurait nécessité de
mettre au point un nouveau gradient d’HPLC).

Pour simplifier la discussion, les résultats sorgéspntés par type de résidus mutés
(Tableau 29).
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N° Titre du paragraphe : objectif de Résidus considérésLocalisation des
paragraphe | I'étude de mutagenese résidus dans notre
modele
Boucle B-C
1.B.4 Recherche du résidu interagissant aveg Arg97 (SRS1) prés de 'heme
fonction anionique ou polaire terminale
des substrats Argl05 (SRS1) et |a I'entrée du canal
Arg241 (SRS2) d’acces des substrat
.B.5 Recherche du résidu interagissant aveg Rhe201, Phe205 | Toit du site actif
zone hydrophobe des substrats (SRS2) (hélice F)
[11.B.6 Recherche des résidus interagissant aVetsn99, Ser100, Boucle BC
les fonctions polaires secondaires des | Serl03, Serll4 et
substrats Serll5 (SRS1)
Ser359 (SRS5) Boucle 359-366
1.B.7 Influence des résidus de la boucle C- |Ala471, Thr473, |Boucle C-terminale

terminale sur la spécificité de substrat €
les vitesses d’hydroxylation du CYP2C¢

tLys474, lle476
3(SRS6), Ser4s82

Tableau 29: Les quatre groupes de résidus sélectio

mutagenese.

1.B.4

nnés pour cette étude de

Recherche du résidu interagissant avec la fonctiomnionique ou polaire

terminale des substrats

Site d’oxydation

par le CYPZCB\

Figure 59: Représentation schématique des interact
fonctions acides ou polaires terminales des substra

i

Chaine principalea

Fonction acide
ou polaire 1
?
. <—p Arg241
Arg97
Arg105

ions potentielles entre les
ts et trois arginines du CYP2CS8.

Les résidus cationiques Arg241, Argl05 et éversosdint Arg97 pourraient interagir
avec les fonctions acides ou polaires terminalessiéstrats du CYP2C8 (cf. Figure 52 et

Figure 59).

Ces trois arginines ont été mutées dans un preieaps en alanine, pour examiner
'importance relative de ces résidus chargés pauetonnaissance de substrats anioniques
(acide rétinoique, fluvastatine) ou polaires (taxde DMZ ne comporte aucune fonction
acide ou polaire terminale d’aprés le pharmacoph®es constantes cinétiques ne devraient
pas étre modifiées a priori; nous avons donc atitie substrat au départ comme témoin

négatif.
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I11.B.4.a Résultats

6a-hydroxylation du taxol

4-hydroxylation du DMZ

CYP Km (uM) kcat (min™) kcat/Km Km (uM) kcat (min™) kcat/Km
2C8 10+ 2 9+ 2 0,9 374 16+ 6 0,4
R97A 40+ 5 0,1+ 0,03 0,003 402+ 31 3,8+ 0,5 0,009
R97K 94+ 12 2+ 04 0,02 455+ 68 3,3 0,6 0,007
R105A 19+ 3 16z 2 0,8 49+ 7 24+ 4 0,5
R241A 15+ 1 11+ 1 0,7 94+ 14 19+ 4 0,2
R241L 13+1 8x1 0,6 37+6 52+ 6 1,4
R241E 13+1 10+ 2 0,8 43+ 4 13z 1 0,3

Tableau 30 : Constantes cinétiques d’hydroxylation

chargés) par le CYP2CS8 et ses mutants en positions

du taxol et du DMZ (substrats non
97, 105 et 241 (moyenne # I'écart

type de 3 a 4 mesures indépendantes) . Les mesures ont été réalisées dans les conditions
décrites au chapitre Matériel et Méthodes; kcat/Km en min™.uM™.

4-hydroxylation de I'acide rétinoique

5-hydroxylation de la fluvastatine

CYP Km (M)  kcat (min™ kcat/Km Km (uM)  kcat (min ™) kcat/Km
2C8 32+ 4 6+1 0,2 20+ 4 7+2 0,24
R97A 121+ 11 0,9£0,1 0,007 709 0,3+ 0,1 0,004
R97K 64+ 6 18£04 0,03 105+ 10 0,3t 0,1 0,003
R105A 33+4 9+ 2 0,3 56+ 6 8+x15 0,14
R241A 66+ 7 7,6£1 0,1 113+ 11 4+ 0,7 0,03
R241L 57+5 9+ 1 0,2 102+ 14 2,2+ 0,6 0,02
R241E 61+4 5+ 0,6 0,08 126+ 11 2,2+ 04 0,02

Tableau 31: Constantes cinétiques d’hydroxylation
fluvastatine (substrats anioniques a pH physiologiq

de l'acide rétinoique et de la
ue) par le CYP2CS8 et ses mutants

en positions 97, 105 et 241 (moyenne # I'écart type de 3 a 4 mesures indépendantes) . Les
mesures ont été réalisées dans les conditions décrites au chapitre Matériel et Méthodes;

kcat/Km en min™.uM™.

127



CHAPITRE 1l : Etude de la topologie du site achif CYP2C8
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Figure 60 : Histogrammes permettant de visualiser |
le CYP2CS8 et ses mutants en positions 97, 105 et 24 1 (données des tableaux 30 et 31).
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D’aprés les tests préliminaires d’activité (cf..BlI3), nous pouvons effectuer un premier
classement des trois arginines en fonction de Hiobpde leurs mutations sur l'activité de
'enzyme : la mutation R97A conduit a une chutectkaté quelque soit le substrat, la
substitution de R241A réduit I'activité d’hydroxyilen de la fluvastatine alors que la mutation
R105A semble sans effet. Les mesures de constamésgues confirment et complétent ces
données préliminaires :

» La mutation R97A induit un effondrement des effités catalytiques (d’un facteur 30 a 300)
guel que soit le substrat métabolisé. Cette chiaffiahcité catalytique est due a des
augmentations de Km (d’un facteur 2,5 a 10) cougpéédes diminutions de kcat (d’un facteur
4 3 25).

» Contrairement a R97A, la mutation R241A conduinpipalement a des modifications de
Km, les constantes kcat étant similaires a celleG¥P2C8 sauvage (excepté pour la
fluvastatine ou la kcat est divisée par environ@s effets sont dépendants du substrat pris
en charge (Tableau 32). On observe ainsi une augtiendes Km, non significative avec le
taxol, substrat polaire, (Kri,5)et plus marquée avec le DMZ (kK@,5) et I'acide rétinoique
et la fluvastatine, deux substrats anioniques @ydiblogique (Km multipliées par un facteur
2,5 a 4). L'impact de cette mutation sur la recissance des substrats anioiniques est
confirmée par la perte importante du pouvoir inieibi de la troglitazone sur I'activité da-6
hydroxylation du taxol (C15€6, Tableau 32).

Substrats Km ou CI50 (uM)
(fonction terminale polaire ou
anionique a pH physiologique) 2C8 R241A
Taxol (CONH) 10+ 2 15+ 1 (x1,5)
Acide rétinoigue (COOQO) 32+4 86+ 9 (x2,5)
Fluvastatine (COQ) 2914 113+ 11 (x4)
Troglitazone (CO-N-CO) 8+1 48+ 7 (x6)

Tableau 32 : Comparaison des Km ou CI50 du CYP2C8 e t du mutant R241A vis-a-vis de
quatres substrats (le taxol a fonction terminale po laire (amide) - l'acide rétinoique, le
fluvastatine et la troglitazone a fonction terminal e anionique a pH physiologique). Les Km
sont celles des tableaux 30 et 31. L'effet inhibiteur de la troglitazone sur l'activité de 6a-
hydroxylation du taxol a été mesuré a la Km de I'enzyme pour le taxol. Les facteurs multiplicatifs
entre les Km ou CI50 du mutant R241A et les constantes correspondantes du CYP2C8 sont
indiqués en rouge entre parenthéses.

» Enfin, la mutation R105A a peu d’effet sur les danges cinétiques de I'enzyme pour tous
les substrats testés (taxol, DMZ, acide rétinoiguBuvastatine). L'efficacité catalytique de
'enzyme est globalement conservée. Les Km du nmusamt comparables a celles du
CYP2C8 sauvage avec l'acide rétinoique et le DMmeltipliées par environ deux dans le
cas du taxol et de la fluvastatine. De méme les &ohissent des modifications mineures
(augmentations d’ un facteur 1,5 a 1,8).

Deux arginines du CYP2C8 semblent donc importastesle plan fonctionnel : Arg97 et
Arg241. D’autres mutants ont été construits a aesitipns (R97K, R241L, R241E) pour faciliter
linterprétation des résultats. Le mutant R97K a denstantes cinétiques similaires a celles de
R97A vis-a-vis du DMZ et de la fluvastatine. Avexthxol et I'acide rétinoique, R97K a des
efficacités catalytigues meilleures que R97A maiisrgstent tres inférieures a celles du CYP2C8
sauvage (0,02 au lieu de 0,9 pour le taxol et @@3ieu de 0,2 pour I'acide rétinoique). Les
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mutations R241L et R241E ont les mémes effets Q4 R, sauf avec le DMZ. Elles n’affectent
pas significativement la Km d’hydroxylation du DM#ors que la mutation R241A provoque I
augmentation de cette Km par un facteur 2,5.

[11.B.4.b Discussion

Ces résultats de mutagenése nous permettent degévahuportance de trois arginines pour la
reconnaissance des substrats et I'activité cagaigtdu CYP2CS.

Arg105 du CYP2C8 semble avoir un réle mineurcar sa mutation en alanine a peu d’effets
sur les constantes cinétigues de lI'enzyme. Ce uésigst pas non plus essentiel au
fonctionnement catalytique du CYP2C9. En effetna#ation en alanine dans le CYP2C9 ne
modifie pas significativement la Km de 4’-hydroxyten du diclofénac par cette isoforme
(Ridderstrom et al., 2000). Ses mutations en histicdbu phénylalanine induisent une baisse
d’activité modérée et indépendante de la naturesuhstrat (warfarine, diclofénac ou pyrene)
(Dickmann et al., 2003). Enfin, la structure RX@YP2C9 (Williams et al., 2003) positionne ce
résidu a I'extérieur de la protéine, au contactsdlvant. Argl05 n’est pas dirigée pas vers le
canal d’acces des substrats et ne semble pas d&aidle particulier; Cet acide aminé 105
pourrait avoir un positionnement relativement saind dans le CYP2CS.

Deux autres résidus, Arg241 et Arg97, sont importas pour le fonctionnement du
CYP2Cs8.

Les modifications de charge (E, L) et de polaritg €n position241 ont les mémes effets
catalytiques, dépendants de la nature du subk&atmutations R241L et R241E n’affectent pas
significativement la reconnaissance du DMZ, substépourvu de fonction terminale acide ou
polaire, ou du taxol, substrat polaire (Tableau 8@ contre, elles induisent une augmentation
des Km d’hydroxylation de I'acide rétinoique2| et de la fluvastatinex§), deux substrats a
fonction terminale acide (pK<7), anioniques a pH/giblogique (Tableau 31). Ces résultats
pourraient concorder avec notre hypothese d’intenagonique ou polaire (liaisons hydrogenes)
entre le résidu Arg241 du CYP2CS8 et les foncticarsninales acides du pharmacophore des
substrats. Cette interaction devrait étre a pfteoplus forte avec la troglitazone, le substratajui
la chaine principale la plus longue et qui deviisi positionner sa fonction terminale
(anionique a pH physiologique) le plus proche dg24d. Les différences de reconnaissance les
plus marquées entre le CYP2C8 et les mutants datiqno241 sont effectivement constatées en
mesurant l'inhibition de ces enzymes par cette oude (Tableau 32). Nous pouvons alors
proposer une interprétation de ces résultats, séggpar la modélisation du CYP2C8 (cf.
[11.A.3.b). Au départ, Arg241 reliee a Argl05 paisons hydrogéenes ferme le canal d’acces des
substrats au site actif. L’entrée d’un substrasegst ces liaisons labiles, en formant une liaison
substrat COOH/CO®Arg241 qui rejetterait Argl05 hors du site actf. (paragraphe précédent
sur les effets mineurs de la mutation R105A). CdHeson ne serait pas rompue par la
progression du substrat dans le canal d’accestawasiif. Comme observé au cours de notre
procédure de docking, le substrat entraineraisat@g241 vers 'héme a cause de cette liaison.
Enfin, avec les substrats polaires qui n’ont pasfaretion terminale acide, la liaison avec
Arg241 ne serait pas suffisamment forte pour emdrate résidu a la suite du substrat : dans ce
cas, Arg241 aurait uniguement un réle de fermeduregrture du canal et ne serait plus impliquée
dans l'interaction avec les substrats fixés dansite actif. Une hypothése alternative a ce
scénario est que Arg241 pourrait interagir indeeatnt avec les substrats a fonction acide du
CYP2C8 en servant de point d'ancrage a un réseanotirules d’eau comme dans le complexe
CYP2C5-diclofénac (Wester et al., 2003bpos résultats suggerent donc un réle du résidu
Arg241 de I'hélice G dans la reconnaissance des siitats acides (pK<7) par le CYP2C8
mais ils ne permettent pas de dire si cette argiétablit des interactions directes et/ou indirecte
avec ces substrats (via des molécules d’eau). fiets eomparables des mutations R241X (X=E,
L, A) (avec tous les substrats excepté le DMZ) sogigt que la structure particuliere de la
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fonction guanidinium de Arg241 est essentielle teceeconnaissance. L’augmentation de la Km

d’hydroxylation du DMZ observée uniquement avemigtant R241A pourrait étre due a la plus

petite taille du DMZ et a des interactions plusoiables dans les sites actifs du CYP2C8 et des
mutants R241E et R241L par rapport au site actR8¢1A (du fait du vide crée par la mutation

R241A dans la partie du site actif proche de I'éatiu canal d’acces des substrats).

Une autre arginine de la boucle BA¥g97, ressort de cette étude. Début 2000, Ridderstrom
et al. postulaient I'implication de ce résidlans des interactions électrostatiques avec les
substrats anioniques du CYP2C9 (Ridderstrom eR@00Q). Nous avons alors souhaité examiner
son réle dans le CYP2C8. Les mutations de Arg97 deroin celles qui ont le plus d’impact sur
l'activité catalytique du CYP2C8. La mutation R9dA CYP2C8 induit une baisse systématique
des activités quel que soit le substrat. Ceci astageur d’'un réle de l'arginine 97 dans (1)
I'interaction avec réductase ou (2) la structuratio site actif. Nous pouvons exclure la premiere
hypothése grace a I'étude du mutant R97K. En effeist peu probable que Arg97 interagisse
avec la réductase car le mutation R97K, qui comseme charge positive en position 97,
n‘améliore pas considérablement les kcat d’hydratkyh des substrats testés. Concernant le réle
structural de Arg97, nous remarquons que les nmnstde Arg97 dans le CYP2C9 ont les
mémes conséquences catalytiques que dans le CYRRGSHfet, I'activité d’hydroxylation des
mutants R97F et R97H chute de 98% par rapport aRAC¥® sauvage, indépendemment du
substrat meétabolisé (warfarine polaire, dicloféreadonique ou pyrene molécule apolaire)
(Dickmann et al., 2003). Le mutant R97H, a unecaffité catalytique d’hydroxylation du
diclofénac divisée par 90, avec une Km multipliée 45 et une kcat divisée par deux. De plus,
des modifications structurales observées en distm®icirculaire sur le mutant R97F ainsi que
l'instabilité thermique de R97H sont en faveur dhdte de Arg97 dans le maintien de I'intégrité
structurale du CYP2C9 (Dickmann et al., 2003). ArgSst un résidu de la boucle B-C, trés
conservé chez tous les membres des familles CYRP2CCYP17 et CYP21 humains. Nous
pouvons donc supposer que cet acide aminé rempédt fanction structurale essentielle a
I'activité catalytique de nombreux P450 tels que @&YP2C9 et CYP2C8. Cette hypothese est
confirmée par les structures RX du CYP2C5 (avestsat) (Wester et al., 2003a; Wester et al.,
2003b) et du CYP2C9 (Williams et al., 2003) (avacsans substrat) (cf. chapitre II), qui révelent
l'interaction de Arg97 avec les propionates de riee(cf. Figure 38). D’'aprés Wester et al. et
Williams et al., le role principal de Arg97 serditnc la fixation de I'héme et non l'interaction
avec les substrats comme proposé initialement @Raticbm et al., 2000). Pourtant, Arg97 ne
semble pas si indispensable a la fixation de I'hpmisque :

1) Arg97 dans le CYP2C5 sans substrat ne senalslénperagir avec I'héme

2) la mutation R97A n’est pas suffisante pour nuidéiacorporation de I’'hneme au sein de
'apoprotéine, les mutants R97A du CYP2C9 (Ridderstet al., 2000) et du CYP2C8
(notre étude) exprimés dans la levure ayant un tHexpression similaire a celui de
'enzyme sauvage (sans formation excessive de P420)

3) dans la structure RX du CYP2C9 (Williams et al.020) I'hnéme est fixé au cceur de la
protéine par des liaisons hydrogenes avec Arg9s massi Trpl20, Argl24, His368 et
Arg433.

Outre ses interactions avec I'héme, Arg97 forme lilssons hydrogénes avec les groupes

carbonyles de deux résidus, Valll3 (SRS1) et Pr¢SBRE5), appartenant a des boucles du site

actif. Ainsi, en plus de la fixation de I'héme, téle principal de Arg97 pourrait étre la
structuration et le positionnement de boucles fiiles de la protéine, dont la boucle B-C, par
rapport a 'heme. Sa substitution en alanine emdrait un changement de conformation du site
actif néfaste au bon fonctionnement de I'enzyme.

Pour conclure, nous avons muté trois argininesarwass, situées au niveau du canal d’acceés
des substrats des CYP2C. Parmi ces trois résiduse sArg241 semble interagir avec les
fonctions acides terminales du pharmacophore. Meuysouvons pas présumer du pH au sein du
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site actif de 'enzyme, aussi les substrats adjdEs7) pourraient étre reconnus par le CYP2C8
sous forme R-COOH neutre comme dans le complexe2C8Rliclofénac (Wester et al., 2003b)
ou sous forme anioniqgue R-CO@omme dans le complexe CYP2C9-flurbiproféne (Johret

al., 2003). Nous privilégions cette derniere hypst) en raison des modifications de Km
induites par la mutation R241A, uniquement avecsldsstrats anioniques. Dans la structure RX
CYP2C9-flurbiproféne (Johnson et al., 2003), lact@n carboxylate du substrat interagit par
liaisons hydrogenes avec une autre arginine co@éserrgl08. Compte tenu de ces données
publiées au moment de la rédaction de cette tilésarait intéressant de muter ce résidu 108 afin
d’explorer son role dans la reconnaissance dedratdbpar le CYP2CS8.

[11.B.5 Recherche du ou des résidus interagissant avec l®tif hydrophobe des substrats

Phe205,
Phe201

7

Site d’oxydation

par le CYPZCB\
+ Chaine principalea .

Figure 61: Représentation schématique des interact ions possibles entre le motif
hydrophobe du pharmacophore et le toit du site acti f (résidus Phe201 et Phe205).

Le motif hydrophobe mis en évidence dans le phapptamre des substrats pourrait former
une interaction hydrophobe aumt avec deux phénylalanines du toit du site actiheZ®1 et
surtout Phe 205 (spécifique du CYP2CS8).

Pour tester cette hypothése, nous avons compapédpaétés catalytiques des trois mutants
F201L, F205I et F205A, a celles du CYP2C8 pour dgpes de substrats :

« le taxol, la fluvastatine et le DMZ qui comportemt groupe phényle situé & environ 4 A de
leur site d’hydroxylation (cf. Figure 56).

* l'acide rétinoique qui possede deux méthyles ifiésticomme motif hydrophobe non
aromatique dans le pharmacophore des substratsdafe 56).

[11.B.5.a Résultats

Les mutations en positions 201 et 205 ont un effedulé en fonction de la nature de I'acide
aminé substitué et du substrat pris en charge éaakl 33, 34 et 35). Ainsi, le mutation F205A
induit des effets plus marqués que F205| ou F2@taminons les effets des mutations en
fonction des substrats.

La reconnaissance de la fluvastatine n’est affeptFeaucune mutation : les constantes Km
mesurées ne sont pas significativement différemieeselles du CYP2C8 sauvage (Tableau 34).

Dans le cas du DMZ, les Km de F201L et F205I somitipliées par 2 par rapport a I'enzyme
sauvage et par 4 pour le mutant F205A. La supmmesse I'aromaticité en position 201 et 205
augmente les Km d’hydroxylation du DMZ et cette raegtation est encore plus marquée (Km
multipliée par 4) lorsque I'on réduit I'hnydrophobét la taille du résidu hydrophobe en position
205 par la substitution F205A (Tableau 33).
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Les mutations ont des effets contrastés dans ldwcéaxol et de I'acide rétinoique (Tableaux
33 et 34); F201L et F205I conduisent a de légengmentations de Knx(,5 a 2) avec le taxol
alors que leurs Km sont divisées par deux par napno CYP2C8 avec l'acide rétinoique. Des
effets essentiellement stériques sont observéslavactant F205A : ce mutant a une meilleure
affinité que le CYP2C8 pour le taxol, un substratumineux, (Km divisée par 2,5) mais
reconnait moins bien l'acide rétinoique, un sulbdtemucoup moins encombrant (Km multipliée
par 4).

Seule la mutation F205A modifie fortement la réglestivité d’hydroxylation du diclofénac
d’apres les tests préliminaires d’activité. Les nmes des constantes cinétigues des mutants en
position 205 confirment cette observation (Tabl@gu F205] a des constantes cinétiques qui ne
différent pas significativement de celles de 'emeysauvage alors que F205A a des Km et kcat
fortement augmentées avec un changement de réggts#e. F205A a une légere préférence
pour la 4’-hydroxylation avec un rapport keat/kcaton de 1,4 au lieu de 0,3 pour le CYP2CS8.

6a-hydroxylation du taxol 4-hydroxylation du DMZ
CYP Km @uM)  kcat (min™ kcat/Km Km (uM)  kecat (min ™) kcat/Km
2C8 10+ 2 9+ 2 0,9 37+ 4 16+ 6 0,4
F201L 24+5 10x1 0,4 799 16+ 3 0,2
F205A 411 8x1 2 158+ 30 56+ 10 0,35
F205I 14+ 1 0,9+0,1 0,06 73+ 5 26+ 4 0,35

Tableau 33 : Constantes cinétiques d’hydroxylation du taxol et du DMZ par le CYP2CS8 et
ses mutants en positions 201 et 205 (moyenne =+ l'écart type de 3 a 4 mesures

indépendantes). Le mode opératoire est détaillé dans le chapitre Matériel et Méthodes; kcat/Km
P -1
enmin~.uM—.

4-hydroxylation de I'acide rétinoique 5-hydroxylation de la fluvastatine
CYP Km (uM) kcat (min™) kcat/Km Km (uM) kcat (min™) kcat/Km
2C8 32+ 4 6+1 0,2 29+ 4 7+2 0,25
F201L 17+ 2 2,6£0,5 0,15 29+ 3 3+0,5 0,1
F205A 119+ 19 9+ 2 0,08 29+1,5 18+ 3 0,6
F205I 17+ 3 7+1 0,4 38+5 18+ 4 0,5
Tableau 34: Constantes cinétiques d’hydroxylation de l'acide rétinoique et de la

fluvastatine par le CYP2C8 et ses mutants en positi  ons 201 et 205. (moyenne # I'écart type

de 3 a 4 mesures indépendantes). Le mode opératoire est détaillé dans le chapitre Matériel et
Méthodes; kcat/Km en min™.uM™.

5-hydroxylation du diclofénac 4'hydroxylation du diclofénac
CYP Km (uM) kcat (min™) kcat/Km Km (uM) kcat (min™) kcat/Km
2C8 83+ 11 3+ 0,5 0,04 109+ 8 0,%0,1 0,008
F205A 661+ 152 7,6+ 2 0,01 463+ 66 11+ 1 0,02
F205I 46+ 16 71 0,15 101+5 1,3+ 0,3 0,01
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Tableau 35 : Constantes cinétiqgues d’hydroxylation du diclofénac par le CYP2C8 et ses
mutants F205A et F2051 (moyenne # |'écart type de 3 & 4 mesures indépendantes). Le mode
opératoire est détaillé dans le chapitre Matériel et Méthodes; kcat/Km en min™.uM™.
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Figure 62 : Histogrammes permettant de visualiser |  es différences de Km et kcat entre
le CYP2CS8 et ses mutants en positions 201 et 205 po ur 4 substrats : taxol, DMZ, acide
rétinoique et fluvastatine (données des tableaux 33 et 34).
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I11.B.5.b Discussion

Les résidus 201 (Leu) et 205 (Val) ont un réle mapans le CYP2C5 de lapin: ils sont
impliqués dans des interactions hydrophobes avdaiige substrats (Wester et al., 2003a;
Wester et al., 2003b) et sont nécessaires a ligetRl-hydroxylase de la progestérone du
CYP2C5/3LVdH (Cosme and Johnson, 2000).

Dans cette étude, nous avons évalué I'importand@ematicité en positions 201 et 205
et de la taille du résidu 205 dans une isoforme dinenparente, le CYP2C8. Les résultats
obtenus nous permettent de formuler les hypothstseantes :

1) Les deux résidus aromatiques, Phe 201 et Phe208;apmt former des interactions de
type et avec le DMZ et peut-étre également avec le td&at.contre, ils ne semblent pas
impliqués dans la reconnaissance des noyaux amumestde la fluvastatine.

2) Phe 201 et Phe205 seraient impliqués dans uneadatiteam hydrophobe avec Il'acide
rétinoique.

3) L’encombrement stérique en position 205 est uretacimportant pour la reconnaissance
du taxol, de I'acide rétinoique et du diclofénad’'@tientation du diclofénac dans le site
actif du CYP2C8.

Nous allons discuter successivement ces diffémitds.

Le DMZ, le taxol et la fluvastatine sont trois sbts du CYP2C8 qui comportent un
motif aromatique (phényle ou fluorophényle), supsegble dans le pharmacophore des
substrats, pouvant interagir avec Phe201 et Phd2@6.mutations F201L et F2051 qui
suppriment I'aromaticité a ces positions, tout emservant une taille et une hydrophobie
comparables, augmentent les Km d’hydroxylation dMZDd’ un facteur 2 par rapport au
CYP2C8. Cette augmentation est plus marquée avemutation F205A qui diminue
I'hydrophobie et la taille du résidu 205 (Km mulige par 4). Dans le cas du taxol, la
mutation F205] augmente aussi la Km d’hydroxylatote ce substrat d’'un facteur 2. Ces
résultats sont en faveur texistence d’interactionstert (de faibleAG) :

- entre Phe201, Phe205 et le DMZ

- entre Phe205 et le taxol

Par contreles deux phénylalanines 201 et 205 semblent jouen réle mineur dans la
reconnaissance des noyaux aromatiques de la fluvashe. En effet, leur mutation ne
modifie pas significativement les Km de I'enzymaipce substrat. Ces résultats ne sont pas
en accord avec notre modele d'interaction de leafitatine avec le CYP2CS8; le groupement
fluoro-phényle pourrait ne pas étre orienté vertoiedu site actif comme supposé dans ce
modele. Une autre explication possible est suggpatda superposition fluvastatine/taxol
(Figure 45). Le groupement fluorophényle de la dlstatine a une position légéerement
décalée vers le bas par rapport au phényle du. thyaurrait donc étre orienté vers le toit du
site actif du CYP2C8 mais il ne serait pas posit@suffisamment haut pour interagir avec
Phe205.

Contrairement au DMZ, au taxol et a la fluvaswtitacide rétinoique ne possede pas de
motif aromatique identifiable dans le pharmacophdres phénylalanines 201 et 205
semblent interagir avec cette molécule par contattydrophobe. En effet, leur substitution
par des acides aminés hydrophobes non-aromatitgeesol lle) cause une diminution des
Km d'un facteur 2. Une interaction purement hydmipdh semble donc favoriser la
reconnaissance de ce substrat.

Enfin, les effets de la mutation F205A sur I'hydytation du taxol, de I'acide rétinoique
et du diclofénac illustrertimportance du facteur stérique au niveau du toitdu site actif.
Une phénylalanine a un volume de Van der Waals 3% A au lieu de 67 Apour une
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alanine (Annexe B)En diminuant I'encombrement stérique au niveau at la mutation
F205A favorise la reconnaissance du taxol, substwhimineux (Km divisée par 2). Par
contre, elle défavorise la reconnaissance de kaciétinoique, substrat mobile, moins
encombrant que le taxol et qui a besoin d’étre teainpar diverses interactions hydrophobes
dans le site actif (Km multipliée par 4). Cette atign engendre également une modification
importante des Km, kcat et de la régiosélectivitgydroxylation du diclofénac alors que la
substitution de Phe205 par lle (qui conserve utacevolume hydrophobe) n'a pas d’effet
significatif sur les propriétés catalytiques den¥gme. L'importance de la taille de ce résidu
205 est confirmée par mutagenése des résidus éspiivachez d’autres membres de la
famille CYP2 comme le CYP2A5 (Lindberg and Negidl989; Juvonen et al., 1991; Szklarz
et al., 1995; Pelkonen et al., 1996) et le CYP2B& ét al., 1994; Luo et al., 2002). Dans le
CYP2AD5, l'affinité de I'enzyme pour des ligands ararines dépend de la taille du résidu 209
(équivalent a 205 du CYP2CS8) et la nature de dduatetermine les kcat. Dans le CYP2B1,
la taille du résidu 206 (équivalent a 205) influerla régiosélectivité et stéréosélectivité
d’hydroxylation des stéroides. Le volume stériquerésidu 205 serait donc un élément clé
des spécificités de reconnaissance des substrate ktur hydroxylation régiosélective et
stéréosélective chez plusieurs CYP2.

En conclusion, la taille du résidu 205 est un facieportant de la reconnaissance des
substrats par le CYP2C8. En fonction de I'encomlemnstérique a cette position, nous
observons des interactions favorables ou défavesablec le taxol et I'acide rétinoique, deux
substrats tres différents en taille. Ces résuffatablent témoigner de la proximité du résidu
205 vis-a-vis des substrats. En accord avec cesnai®ons, Phe205 mais aussi Phe201
semblent impliquées dans des interactions hydragghdbcide rétinoique) voirett (DMZ,
taxol) avec certains substrats du CYP2C8. Cependamime la substitution de Phe en lle ou
Leu induit des augmentations de Km modérées, nousgms supposer que ces interactions
TETT sont moins essentielles a la reconnaissance destrais que dans le CYP2C9 (cf.
chapitre 1l : fortes augmentations de Km ou Ks e€®s a une perte des interactions
substrats-Phel14 ou Phe476). Enfin, I'importancéhyelrophobie a ces positions (illustrée
par la meilleure affinité des mutants F205L et R2@bur l'acide rétinoique) devrait étre
confirmée en substituant les phénylalanines eneac@minés hydrophiles (par exemple
F205T, F201T).

11.B.6 Recherche des résidus interagissant avec les fomcts polaires secondaires des
substrats

Site d’oxydation

par le CYP2C
8\+ Chaine principalea .
@ O
.

Asn99, Serl00, Serl03,
Serl14, Ser 115, Ser359

Figure 63: Représentation schématique des interact ions potentielles entre les
fonctions polaires secondaires présentes dans certa ins substrats et 6 résidus polaires
du CYP2CS.
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Les substrats du CYP2C8 comportent des fonctiootairps qui doivent étre
accommodées au sein d'un site actif globalementdpywbe. La plupart de ces fonctions
polaires sont superposables et constituent troisifsndu pharmacophore des substrats
(Fonction acide ou polaire terminale, et deux fams polaires secondaires (a) et (b) cf.
[11.A.3). Nous avons muté six résidus polaires, @sparagine et cing sérines, supposées
interagir avec les fonctions polaires secondaiteplthrmacophore des substrats (directement
ou indirectement via un réseau de molécules d’é@uatre sérines (Serl100, Serl03, Serll4
et Ser359) sont des résidus polaires spécifiqueSYR2C8, par rapport aux autres CYP2C
humains : elles pourraient jouer un réle importdamns la reconnaissance des substrats par
cette isoforme.

I11.B.6.a Résultats

4-hydroxylation de I'acide rétinoique 4-hydroxylaion du DMZ

CYP Km (uM)  kcat (min™) kcat/Km Km (uM)  kcat (min ™) kcat/Km
2C8 32+4 61 0,2 37t4 16+ 6 0,4
N99L 30+3 71 0,2 32+3 38+ 5 1,2
S100A 28+ 6 6+ 0,4 0,2 123+ 10 11+ 1 0,09
S103A 45+ 6 6+ 0,7 0,13 26+ 3 32+ 5 1,2
S114A 52+ 11 11+ 2 0,2 18+ 5 20+ 3 11
S114F 4+1 4,5+ 0,8 1 38+ 8 45+ 7 1,2
S115A 45+ 2 50,6 0,09 59+ 9 18+ 6 0,3
S359I 44 + 3 66+1 0,15 nm nm nm

Tableau 36 : Constantes cinétiques d’hydroxylation de l'acide rétinoique et du DMZ

par le CYP2C8 et ses mutants en positions 99, 100, 103, 114, 115 et 359 (moyenne #
I'écart type de 3 & 4 mesures indépendantes). Le mode opératoire est détaillé dans le
chapitre Matériel et Méthodes; kcat/Km en min™®.uM™; nm : non mesuré.

6a hydroxylation du taxol 5-hydroxylation de la fluvastatine
CYP Km (uM)  kcat (min™) kcat/Km Km (uM)  kcat (min ™) kcat/Km
2C8 10+ 2 9+ 2 0,9 20+ 4 7+2 0,25
N99L 23+ 2 13+ 2 0,6 25+ 4 13+ 3 0,5
S100A 44+ 5 9+1 0,2 38+7 1,3+ 0,2 0,03
S103A 14+ 1 71 0,5 374 9+ 2 0,2
S114A 9+2 7,7£1,5 0,8 29+ 5 13+ 2 0,4
S114F - <0,1 - 40+ 6 1,7£0,5 0,04
S115A 18+ 2 11+£1,5 0,6 53+8 6x1 0,11
S359I 8+1 10+ 2 1,2 34+ 4 7+ 1 0,2

Tableau 37 : Constantes cinétiques d’hydroxylation du taxol et de la fluvastatine par le
CYP2C8 et ses mutants en positions 99, 100, 103, 11 4, 115 et 359 (moyenne # |'écart
type de 3 a 4 mesures indépendantes). Le mode opératoire est détaillé dans le chapitre
Matériel et Méthodes; kcat/Km en min™.uM™.
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Figure 64 : Histogrammes permettant de visualiser |  es différences de Km et kcat entre
le CYP2C8 et ses mutants en positions 99, 100, 103, 114, 115 et 359 (données des
tableaux 36 et 37); nd : métabolite non détecté, nm : non mesuré.

139






CHAPITRE 1l : Etude de la topologie du site achif CYP2C8

Les mutations N99L, S103A, S114A et S115A ont peeahséquences sur les propriétés
catalytiques du CYP2C8. On peut cependant remarquerle mutant N99L a une Km
d’hydroxylation du taxol multipliée par deux et g8215A a des Km augmentées d’un facteur
1,4 a 1,8 quel que soit le substrat.

Les mutations S100A et S114F induisent au contoeeeeffets trés différenciés selon les
substrats. La mutation S100A n’affecte pas les Kmydioxylation de I'acide rétinoique et de
la fluvastatine. Par contre, elle induit une augraton des Km d’hydroxylation du taxol et
du DMZ d'un facteur 4 et 3 respectivement. La sitlttsbn de Ser114 par une phénylalanine
beaucoup plus encombrante, a des effets encorephisastés. Les Km d’hydroxylation de
la fluvastatine et du DMZ par le mutant S114F smwhparables aux valeurs obtenues pour le
CYP2C8 sauvage. Par contre, la kcat d’hydroxylatena fluvastatine est divisée par 4 et
celle du DMZ multipliée par 3. Les changements pass importants sont observés avec
I'acide rétinoique et le taxol. Le mutant S114F ree bbien meilleure affinité pour l'acide
rétinoigue que le CYP2C8 (Km divisée par 8) maisdlsemble plus métaboliser le taxol
(activité indétectable).

I11.B.6.b Discussion

Notre étude de mutagenése sur le CYP2C9 (Melek,e2@03) et celle d’'Haining et al.
(Haining et al., 1999) ont montré I'importance dehénylalanine 114 dans la reconnaissance
des substrats par cette enzyme. Les structureseRXamplexes CYP2C5-DMZ (Wester et
al., 2003a) ou CYP2C5-diclofénac (Wester et alQ3R) et celle encore plus récente du
complexe CYP2C9-warfarine (Williams et al., 2008pfirment I'existence d’une interaction
TE-TT entre cette phénylalanine et les noyaux aromagiges substratke résidu 114 est une
phénylalanine chez tous les CYP2C excepté le CYP2@8& il s’agit d’'une sérine. La
substitution d’'une phénylalanine par une sérinaedadra des différences importantes tant au
niveau de la taille de I'acide aminé que de sarfiéld_a sérine 114, spécifique du CYP2CS,
devrait donc avoir un impact non négligeable swwpkcificité de reconnaissance des substrats
par cette isoforme.

Nos résultats montrent que c’est effectivementds, enais seul léacteur stérique (et
non la polarité) semble important a cette posittin En effet, la mutation S114A, quasi-
conservative sur le plan stérique, a un effet éaghlr les propriétés catalytiques de I'enzyme.
Par contre, la substitution de la sérine 114 parphénylalanine plus encombrante modifie de
fagcon importante la reconnaissance du taxol etatgde rétinoique. Le mutant S114F n’
hydroxyle plus le taxol, un substrat volumineux quia sans doute plus suffisamment de
place pour se positionner dans le site actif. Aotreare, 'augmentation de la contrainte
stérique (et de I'hydrophobie) en position 114 @ime un gain d’affinité vis-a-vis de l'acide
rétinoique, molécule plus hydrophobe, moins encamter et plus flexible que le taxdla
présence d’ une sérine peu encombrante en positidri4 est donc un élément clé de la
spécificité de substrats du CYP2C8 cette isoforme est ainsi le seul CYP2C humain a
métaboliser le taxol car, entre autres, les phéamyildes 114 présentes dans les autres CYP2C
ne laisseraient plus un espace suffisant pouxkddidin de ce substrat de grande taille.

Une autre sérine de la boucle B-C ressort de cetétude de mutagenéseil s’agit dela
sérine 100qui semble impliquée dans la reconnaissance deainersubstrats du CYP2CS8.
Dans notre modele d’interaction, nous proposion®98set Serl00 comme candidats
potentiels pour une interaction avec les fonctipokires (a) des substrats du CYP2C8 (cf.
[11.A.3). Nos résultats suggerent que la sérine f60rrait bien étre le résidu recherché. En
effet, I'acide rétinoique n’a pas de fonction pada{a) identifiable par superposition et la
mutation S100A n’affecte pas sa reconnaissanceucesf cohérent avec notre hypothése
d’interaction. Les substrats taxol et DMZ compottehacun une fonctions polaire (a)
susceptible de former des liaisons hydrogenes :hynroxyle et une fonction sulfone
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respectivement. Or la substitution de Serl00 parrésidu non polaire provoque des
augmentations de Km d’un facteur 4 avec le taxal'eh facteur 3 avec le DMZ. Le seul
élément qui pourrait remettre en cause notre hgsetisur le role de la sérine 100 est la Km
d’hydroxylation de la fluvastatine du mutant S10Q@omparable a celle du CYP2CS8).
Toutefois, la fluvastatine comporte une fonctiotape (a) qui est un atome d’azote conjugué
avec un grand nombre d’insaturations et dont leblidibre est donc peu disponible pour
accepter une liaison hydrogene (cf. Figure 56).aQaburrait ainsi expliquer I'absence
d’augmentation de Km du mutant S100A vis-a-vis elsubstrat.

Asn99, l'autre résidu proposé pour interagir avecfbnctions polaires (a) des substrats,
n'est apparemment pas un bon candidat (sauf dacaslelu taxol). Cet acide aminé a une
influence beaucoup plus réduite sur les propriéaéslytiques du CYP2C8, sa mutation N99L
ne modifiant que la Km d’hydroxylation du taxol (Hipliée par 2) et la kcat d’hydroxylation
du DMZ. D’aprés nos résultats, le résidu 99 a eraislablement un réle moins important
dans le CYP2C8 que dans le CYP2C19 ou il est impliglans la spécificité de
reconnaissance de 'oméprazole (Ibeanu et al.,)1896@e la (S)-méphénytoine (Tsao et al.,
2001).

La polarité des autres résidus mutés, Serl03, SesflSer359, semble jouer un role
mineur dans la reconnaissance des substrats divit@ccatalytigue du CYP2C8. Les
mutations S103A et S115A ont des effets faibleslsarconstantes cinétigues mesureées.
Enfin, la mutation S3591 qui modifie a la fois lalarité et 'encombrement stérique a cette
position n'affecte pas significativement les prépés catalytiques du CYP2C8 envers le
taxol, I'acide rétinoique ou la fluvastatine. Csidél ne semble donc pas impligué dans la
spécificité de substrat du CYP2CS8.

Nos résultats révelent I'importance de deux résidusle la boucle B-C, Serll4 et
Serl00, pour la spécificité de substrats du CYP2C&a sérine 114 est un €lément clé de
cette spécificité. Sa substitution en phénylalar(ieerésidu correspondant dans les autres
CYP2C) modifie fortement les propriétés catalytgjael CYP2C8, surtout avec des substrats
encombrants comme le taxol. Cet impact stériqupasition 114 nous indigue que ce résidu
se situe vraisemblablement a proximité des subsstrat groupe -OH du résidu 114 ne parait
pas essentiel a la fixation des substrats (S11dé&)néme que la fonction —OH des sérines
103 et 359 pourtant spécifiques du CYP2C8 par napgpax autres CYP2C. Toutefois, la
perte de polarité en position 114 dans le mutarit48]1 pourrait étre compensée par la
présence d’'une seérine voisine Serll5. Il serait dotéressant de compléter ces résultats en
étudiant les effets de la double mutation (S114K153\). D’aprés nos résultats actuels, la
chaine latérale de la sérine 100 serait le meittandidat pour former des liaisons hydrogenes
avec les fonctions polaires (a) du pharmacophosesdéstrats. Le résidu pouvant interagir
avec les fonctions polaires (b) reste a découvrir.

11.B.7 Influence des résidus de la boucle C-terminale sua spécificité de substrats et
les vitesses d’hydroxylation du CYP2C8

I11.B.7.a Résultats

Les mutants A471P et S482F ayant des activitésdddxylation similaires a celles du
CYP2C8 pour tous les substrats testés, nous n’aypassjugé utile de mesurer leurs
constantes cinétiques.

Les autres mutations ont peu d’effet sur les cossacinétiques de I'enzyme. Les kcat
d’hydroxylation du taxol sont similaires a celle @YP2C8 sauvage. Les mutants T473V,
1476F et K474N ont des kcat d’hydroxylation de lavéstatine plus faibles que celle du
CYP2C8 mais cette différence n’est pas trés sigatifte compte tenu des écarts types.
Concernant les Km, quelques différences, faibleist sbservées :
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« La mutation 1476F augmente trés légerement la Kinydtoxylation du taxol (15 uM au

lieu de 10 uM). Elle multiplie par 2 la Km d’hydrglation de la fluvastatine.

e La mutation K474N multiplie par 1,7 les Km d’hydggation de I'acide rétinoique et de
la fluvastatine.

Les autres constantes cinétigues ne sont pas isgiiément modifiées par rapport au
CYP2C8 sauvage.

6a-hydroxylation du taxol

CYP Km M)  kcat (min™) kcat/Km
2C8 10+ 2 9+ 2 0,9
T473V 11+ 1 8+ 1 0,7
K474N 11+£1 11+ 2 1
1476F 15+1 10+ 1 0,6
Tableau 38 : Constantes cinétiques d’hydroxylation du taxol par le CYP2C8 et ses

mutants T473V, K474N et 1476F (moyenne #I'écart type de 3 a 4 mesures indépendantes).
Le mode opératoire est détaillé dans le chapitre Matériel et Méthodes; kcat/Km en min™.uM’
1

4-hydroxylation de I'acide rétinoique 5-hydroxylaion de la fluvastatine

CYP Km (uM) kcat (min™) kcat/Km Km (uUM) kcat (min™) kcat/Km
2C8 32+ 4 6+1 0,2 29+ 4 7+2 0,25
T473V nm nm nm 34+ 4 3,7+ 0,4 0,1
K474N 52+ 6 8+15 0,15 49+ 4 4+ 0,5 0,08
1476F 26+ 6 3+0,4 0,1 58+ 7 4,5+ 0,6 0,08
Tableau 39 : Constantes cinétiques d’hydroxylation de l'acide rétinoique et de la

fluvastatine par le CYP2CS8 et ses mutants T473V, K4 74N et 1476F (moyenne # I'écart
type de 3 a 4 mesures indépendantes). Le mode opératoire est détaillé dans le chapitre
Matériel et Méthodes; kcat/Km en min™.uM™.

I11.B.7.b Discussion

Les mutations des résidus de la boucle C-terminatepeu d’effet sur les constantes
cinétiques, kcat et Km, de 'enzyme vis-a-vis déeknts substrats testes.

Les kcat mesurées sont proches de celles du CYPBRGEI maximum divisées par 2.
Dans le CYP2C9, la mutation F476I induisait unenaegtation de kcat d’hydroxylation de
trois substrats (kcat multipliée par 10 pour '&cii€nilique, par 2 pour le diclofénac et le
DMZ). Dans le CYP2CS8, la mutation inverse 1476F es ckffets moins prononcés : elle
n'affecte pas la vitesse d’hydroxylation du dicludé ou du taxol et divise par 2 les kcat
d’hydroxylation de I'acide rétinoique et de la fastatine. D’apres ces résultats, il semble peu
probable que les résidus du SRS6 aient un rble unajans le contrble des vitesses
d’hydroxylation du CYP2CS8.

Comme les kcat, les constantes Km des mutants seutipeu de modifications par
rapport a celles du CYP2C8. Les augmentations nmalgBnde Km observées sont d’un
facteur 2 (mutants K474N et 1476F). Les structtRés du CYP2C5 (Wester et al., 2003a;
Wester et al., 2003b) et du CYP2C9 (Williams et 2003) montrent que le résidu 474 (471
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dans le CYP2C5) est orienté vers |'extérieur dertaéine, en contact avec le solvant. Les
résidus polaires en position 474 (une lysine daiBZL8 et une asparagine dans les autres
CYP2C) ne seraient donc pas impliqués dans desaatiens avec les substrats mais plutot
dans des interactions externes avec le solvanaus semble donc peu probable que Lys474
intervienne dans la reconnaissance de substrd@ativité catalytique du CYP2C8.

D’apres les structures RX publiées, le résidu 4t&iué dans le site actif du CYP2CS5 et
du CYP2C9 et interagit avec les substrats de cex a@mzymes. Plusieurs études de
mutagenese ont montré l'importance des résidustta pesition pour les spécificités de
substrats et l'activité catalytique de plusieur&®4le la famille 2 (CYP2C9 (Melet et al.,
2003), CYP2B1 (Szklarz et al., 1995), CYP2D6 (Sreittal., 1998), CYP2E1 (Spatzenegger
et al., 2003)).Le résidu 476 semble jouer un rdle moins importantpour la
reconnaissance des substrats du CYP2C8a mutation de 1le476 en Phe, I'acide aminé
correspondant du CYP2C9, a peu d'effet sur lestaotes cinétiques d’hydroxylation du
taxol, de l'acide rétinoiqgue ou de la fluvastatines travaux de modélisation de M.
Ridderstorm et al. (Ridderstrom et al., 2001) swvgge 'importance du résidu 476 pour
I'orientation du diclofénac dans le site actif d@¥P2C. Or, nos résultats montrent que la
mutation de ce seul résidu n’est pas suffisant péfecter la régiosélectivité d’hydroxylation
du diclofénac par le CYP2CS8 (cf. 111.B.3).

D’aprés notre modele du CYP2C8, lle 476 pointe \ersite actif et établit des contacts

hydrophobes avec la fluvastatine. Pour évaluerpintance d’une interaction hydrophobe a
cette position, il faudrait réduire I'hydrophobia désidu 476 en construisant par exemple le
mutant 1476T.

.C  CONCLUSION

L'étude de mutagenése réalisée sur le CYP2C8 aipatimbtenir plusieurs résultats
majeurs.

Nos données de mutagenese semblent confirmer l'impance du résidu conservé
Arg97 (SRS1), pour l'intégrité structurale et par mnséquent, I'activité catalytique du
CYP2C8. Sa mutation a les mémes effets que dans le CYP2{S entraine une chute trés
forte de I'efficacité catalytique de 'enzyme, imaddante du substrat métabolisé.

Nous avons identifié plusieurs résidus susceptibledinteragir avec les motifs du
pharmacophore des substrats :

* Arg241 pourrait interagir avec les fonctions acideserminales des substrats, qui sont
anioniques a pH physiologique soit directement, soit indirectement via un résda
molécules d’eau.

* Phe201 (SRS2) et Phe205 (SRS2) sont probablemenpligués dans des interactions
hydrophobes (acide rétinoique) voirgeTtavec certains substrats (DMZ, taxol)

e Serl00 (SRS1) joue un role dans la reconnaissanae tdxol et du DMZ. Elle pourrait
interagir avec les fonctions polaires (a) de ceslsstrats.

» Enfin, nous avons mis en évidence deux résidus au rolergi@e important : Phe205
(SRS2) et Serll1l4 (SRS1Rarmi ces deux résidus, Serll4 jouerait un r@edahs les
différences de sélectivité entre CYP2C humaingtailke de ce résidu (et non sa polarité)
serait I'élément déterminant : sa mutation en uhénglalanine plus encombrante, ne
permet plus I'hydroxylation du taxol alors que laitation S114A est sans effet sur les
constantes cinétiques de I'enzyme. La présenceeddénylalanine en position 114 chez
les autres CYP2C expliquerait en partie leur inca@a métaboliser ce substrat de grande
taille.
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Ces résultats vont dans le sens de certaines deypotheses (interaction entre Arg241 et la
fonction terminale acide/anioinique des substiateraction hydrophobe voire-1t de Phe205
ou Phe201 avec certains substrats). lls nous mmintaessi les limites de notre modele
d’interaction du CYP2C8 avec ses ligands. Nous ariavpas pu identifier de résidu polaire
pouvant interagir avec les fonctions polaires @jrdes dans le pharmacophore des substrats.
Le docking de la fluvastatine dans le site actifdégle du CYP2C8 semble en partie inexact :
Nnous avons suppose, a tort, I'existence diustacking entre Phe205 et le groupe fluoro-
phényle de la fluvastatine. Les mutations F2051F205A ayant peu d' effet sur la
reconnaissance de la fluvastatine, ce résidu rat ggs impliqgué dans la reconnaissance des
noyaux aromatiques de ce substrat.

Par ailleurs, deux nouveaux substrats du CYP2C8étimtdécouverts au cours de cette
étude : 'amodiaquine (Km=1,2 uM) (Li et al., 200&) I'acide tazaroténique (Figure 65).
L'acide tazaroténique se superpose bien a notrematmphore (Figure 66), par contre la
superposition de 'amodiaquine ne semble pas éteden

Une analysein silico des sélectivités des CYP2C humains a été publi¢e2001
(Ridderstrom et al., 2001). Les interactions sélestdes CYP2C avec leurs substrats ont été
étudiées par une méthode GRID-CPGA qui permet depacer une famille de protéines.
L’analyse de champs d’interaction moléculaire aduinles auteurs a proposer I'existence de
deux poches de fixation des substrats reliées pardégion intermédiaire. D’apres cette étude,
les déterminants de sélectivité les plus importaast la géométrie du site actif (facteur
stérique) et les interactions hydrophobes avesuéstrats, les interactions polaires ayant une
contribution plus réduite. Le CYP2CS8 serait I'isofee la plus différente des 4 CYP2C humains
en raison de résidus aux propriétés tres difféserae particulier a quatre positions clés : 114,
205, 366 et 476. Les quatre résidus correspondantSYP2C8, Serll4, Phe205, Val366 et
lle476 auraient un effet stérique. Serl14 et Phe20fribueraient a la forme du site actif du
fait de leur localisation entre les deux pochedixigion des substrats. Par ailleurs, Serll1l4
pourrait former des liaisons hydrogenes avec lbstsats alors que Phe205, Val366 et 1le476
seraient impliqués dans des interactions hydrophobe
Nos résultats de mutagenése confirment I'importancestérique du résidu 114 dans la
spécificité de substrats du CYP2C8 mais semblent ftder son réle dans la formation de
liaisons hydrogenes,du moins avec les ligands que nous avons .t€3tétrairement aux
conclusions de Ridderstorm et al., Phe205 et lles€fgblent jouer un réle moins important que
prévu dans les différences de sélectivités entreCY®P2C8 et le CYP2C9. En effet, la
substitution d’'un seul de ces résidus par l'acidena correspondant du CYP2C9 n’est pas
suffisante pour modifier fortement les propriétégatytigues de I'enzyme. Il est cependant
possible que I'association de ces deux résidusibaetsignificativement a la forme du site actif
et donc la reconnaissance des substrats par le C¥F2our conclure sur leur rbéle dans la
spécificité de substrats de cette isoforme, ilisénééressant d’étudier les effets de la double
mutation (F205I, 1476F).

A la fin de ma thése, I'équipe d’EF. Johnson (Johnst al., 2003) a réussi a cristalliser le
CYP2C8. Des données structurales préliminairessegmau congres de I'lSSX montrent que le
CYP2C8 a un site actif deux fois plus grand qu€Ye?2C5 (Figure 67). La grande taille de ce
site actif déja appréciable dans notre modélegddiux substrats des possibilités accrues de
mobilité et d’interactions au sein du site actieoCimplique vraisemblablement que I'ensemble
des substrats (actuels et a venir) ne puissentépasdécrit que dans le cadre d'un seul
pharmacophore. A l'instar du CYP3A4 et du CYP2G8,dYP2C8 pourrait accommoder
plusieurs molécules simultanément ce qui rajouterse complexité supplémentaire a I'étude de
cette isoforme. La publication prochaine des stmeast RX de complexes CYP2C8-substrat
devrait nous permettre de mieux comprendre la Bpgé€ide substrats de cette enzyme.
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Acide tazaroténique Amodiaquine
Figure 65: Structures de [l'acide tazaroténique et de l'amodiaquine. Les sites

d’hydroxylation par le CYP2C8 sont indiqués par des fleches.

Acide tazaroténique /Acide rétinoique Acide tazaratnique/Fluvastatine

Figure 66 : Superpositions de l'acide tazaroténique avec l'acide rétinoique et la
fluvastatine. Les sites d’oxydation sont indiqués par des fleches.

Figure 67 : Volumes des sites actifs des CYP2C8 (en marron) et CYP2C5 (en bleu)
d’apres EF. Johnson et al. (Johnson et al., 2003).

.D  ARTICLE EN COURS DE SOUMISSION

Les résultats présentés dans ce chapitre sons rgums I'article joint, actuellement en cours
de soumission (cf. page suivante).
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Les CYP2C constituent une importante sous-familée cytochromes P450 localisés
principalement dans le foie mais aussi dans d'auties extrahépatiques, dont le systéeme
cardiovasculaire (chapitre 1). Quatre membres de&e cus-famille ont été identifiés chez
'homme : les CYP2C8, 2C9, 2C18 et 2C19. Malgré faiele homologie de séquence, ces
isoformes ont des spécificités de substrats relatent distinctes. Pour comprendre I'origine
de ces différences, le laboratoire dirigé par Da¥i@nsuy étudie depuis plusieurs années la
topologie de leurs sites actifs et les spécificdéssubstrats et d’inhibiteurs de ces enzymes.
En I'absence de structures RX de P450 humaingawait a été effectué jusqu’a présent en
combinant plusieurs approches a la fimissilico (pharmacophore de substrats, modeles de
protéines et de complexes enzyme-ligandinetitro (recherche de substrats et inhibiteurs
spécifiqgues, RMN, RPE et mutagenése dirigée).

Au début de ma thése a été publiée la premiaunetate RX d’'un P450 de mammifére, le
CYP2C5 de lapin (Williams et al., 2000b), qui pritseenviron 80% d’identité de séquence
avec les CYP2C humains. Cristina Marques a utdisiée structure RX pour construire un
nouveau modele du CYP2C9 (Marques-Soares, 20q#)pa plus fiable que les précédents
modéles bétis au laboratoire a partir des strustRd¢ de P450 bactériens (Ha Duong, 2001,
Jean, 1997; Minoletti, 1998). Un premier modéleGiP2C8 et un premier pharmacophore
des substrats ont également été proposés (MaragaessS 2002).

Ma thése s’est insérée dans la continuité deasaitr mon objectif étant d'utiliser les
outils de la biologie moléculaire (mutagenése @gig construction de chiméres) pour
identifier certains résidus clés de ces hémopresiet au final valider ou infirmer les
prédictions d’interaction enzyme-ligand de nos reaunx modéles.

9 mutants du CYP2C9, 21 mutants du CYP2C8 et 4 @@s2C8/2C9 ont été construits
au cours de cette thése et exprimés dans la saécheyure W(R). Les principaux résultats
obtenus sont exposés ci-dessous dans leur chra@olog

La premiere partie de mon travail a été consacrée #étude de la spécificité de
reconnaissance de molécules par le CYP2C9, par mgenese dirigéeLe CYP2C9 a fait
I'objet de nombreuses publications au laboratomenme dans la littérature mais peu de
mutants de cette enzyme avait été construits attaisés au début de ma these (cf. chapitre
). Cette isoforme a trois particularités par rappax autres CYP2C humains qui ont servi de
point de départ a notre étude: elle est inactipée I'acide tiénilique, elle hydroxyle
régiosélectivement le diclofénac en position 4’ @le a une forte affinité pour le
sulfaphénazole, un inhibiteur spécifique. Le dogkile ces trois molécules dans le site actif
modele du CYP2C9 a mis en évidence des interacpotsntielles avec plusieurs acides
aminés de l'apoprotéine. Ces résidus ont alorsmattes afin d’évaluer la fiabilité de ces
prédictions.Cette étude de mutagenése a donné trois résultatsaajeurs exposés dans le
chapitre Il et dans l'article joint :

* Nous avons identifié Ser365 (SRS5) comme le résidesponsable de l'inactivation
suicide du CYP2C9 par l'acide tiénilique (Melet etal., 2003). Ce résidu nucléophile,
spécifigue du CYP2C9, fixerait de maniere covaldetenétabolite électrophile de I'acide
tienilique, inactivant ainsi I'enzyme irréversiblent. Notons que cet acide aminé avait été
également recherché par des techniques de radinaggqlu site actif mais que toutes les
tentatives avaient échoué en raison de linstébdigs adduits formés (Koenigs et al.,1999 +
une étude effectuée au laboratoire).

* Nous avons confirmé le réle clé du résidu aromaticqa Phell4 dans des interactions
de type TeTt avec les noyaux aromatiques de ligands classiques €YP2C9 tels que
I'acide tiénilique, le diclofénac et le sulfaphéokz (Melet et al., 2003). En effet, la
suppression de I'aromaticité de ce résidu (par ldaation F1141) ou de l'aromaticité des
ligands (en substituant le groupe phényle du sh#apzole par un cyclohexyle) causait une

169



CHAPITRE IV : Conclusion générale

perte d’affinité importante de 'enzyme envers peslécules. Les données obtenues avec le
mutant F1141 ont corroboré des résultats antéridars$iaining et al. sur le mutant F114L
(Haining et al., 1999). Elles ont en plus prouvéilande proximité du résidu 114 vis-a-vis
des ligands (affinité du mutant F1141 pour le déridu sulfaphénazole a groupement
cylohexyle), ce qui réfute les résultats de modébs de De Groot et al. (De Groot et al.,
2002), postulant un réle indirect de Phell4 dansetmnnaissance de molécules par le
CYP2Co9.

 Enfin, en étudiant le mutant F476hous avons apporté la premiére preuve
expérimentale du réle clé d'un autre résidu aromatjue, Phe476 (SRS6), dans la
reconnaissance de ligands par le CYP2C9 (probableme par interaction Tem) et la
régiosélectivité d’hydroxylation du diclofénac(Melet et al., 2003)L’étude complémentaire
d’'une série de mutants F476X (X=A, E, R, H, W) afomné 'importance du résidu Phe476
pour la fixation de l'acide tiénilique et du dicfwfac dans le site actif du CYP2C9 (Annexe
D). Cependant la tres forte augmentation des kdagdbxylation de I'acide tiénilique
constatée avec les mutants F4761 et FA476A redieildifa expliquer a I'heure actuelle. Dans
la mesure ou le résidu 476 se trouve dans le céaades du solvant, cet effet pourrait étre lié
a une vitesse accrue d’acces des protons au sitd@atenzyme.

La deuxieme partie de ma these a été consacrée étlide de chimeres et de mutants
du CYP2C8 (chapitre Il de cette thése). L'intérét de nomixréaboratoires pour le CYP2C8
était récent et dd, d’'une part a la mise en évidelgcson role dans le métabolisme d’un grand
nombre croissant de médicaments, et d’autre partdacouverte de son réle probable dans la
régulation de la vasodilatation. Aussi, un seul eledBD de CYP2C8 avait été publié au
début de ce travail; de plus, aucun pharmacophesesdbstrats ou étude de mutagenese
n’était rapporté dans la littérature.

Le CYP2C8 a la particularité de métaboliser desssats de tailles trés diverses, des
petites molécules comme le DMZ ou des substratsmvioleux comme le taxol. Pour étudier
les modes de reconnaissance des substrats parR2C3Y nous avons d’abord utilisé une
stratégie indépendante des modeles, en constraisarthimeres CYP2C8/CYP2C9 (Annexe
F). Une étude préliminaire sur 4 chiméres a réVatgportance de la séquence 360-431
(contenant les résidus 360-370 du SRS5) pour tmrexissance du taxol alors que ces mémes
résidus 360-431 semblent moins essentiels a lddixale la fluvastatine ou du diclofénac.
D’aprées nos résultats, la partie C-terminale du 28® (résidus 388-490 contenant le SRS6)
pourrait jouer un réle dans I'hydroxylation de llaviastatine.

Parallélement, Cristina Marques a abouti fin 2001a aconstruction d’'une premiére
ébauche de pharmacophore des substrats et d'unepreradele 3D de CYP2C8 (Marques-
Soares, 2002). Cing substrats tres affins €K6uM) et ne possédant qu’'un site majeur
d’oxydation ont été sélectionnés pour construire gigarmacophore. Ces molécules
comportent une fonction terminale acide ou pol&ré2,9+ 0,8 A du site d’ oxydation), un
motif hydrophobe (& 3,2 0,4 A) et également deux fonctions polaires seavesd (a) et (b),
présentes dans tous les substrats sauf l'acideorétie. Ces résultats me permettaient
d’envisager a ce stade une approche de mutagen@sged plus rationnelle. La
caractérisation des chimeres a alors été arrééegburément au profit de I'étude de mutants
ponctuels, dont les propriétés catalytiques étaikrs faciles a interpréter.

Le choix des mutations s’est appuyé sur les résuita docking de la fluvastatine (une
des molécules du pharmacophore) dans le siteraotitle du CYP2C8 et sur I'alignement de
séquence entre CYP2C humains (permettant d’identidis résidus des SRS spécifiques du
CYP2C8).L’étude des propriétés catalytiques d’une vingtainede mutants, vis-a-vis de
cing substrats du CYP2C8 de taille et de structuredifférentes, a permis d’identifier six
résidus, impliqués dans la reconnaissance et I'’hydrylation de ces molécules ( Arg97,
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Serl00, Serll4, Phe201, Phe205, Arg24lgs effets des mutations a ces positions nous
permettent d’énoncer les conclusions suivantes :

* Arg97 (SRS1) joue un rdle clé dans la fixation déheme et la structuration du site
actif des CYP2C8 et CYP2C9En effet, la mutation de ce résidu conservé taa¥P2C8 a
les mémes effets que dans le CYP2C9 (Ridderstroah.,e2000) : elle provoque une chute
dramatique d’efficacité catalytique avec tous l@sstrats testés.

* Quatre résidus semblent interagir avec les motifs ud pharmacophore des substrats.
Arg241, située a I'entrée du canal d’acces des substeats notre modeél@teragirait avec

les fonctions terminales acides des substrats (aniques a pH physiologique),
directement ou indirectement via un réseau de ratdéa’eauSerl00 (SRS1) semble étre
impliguée dans des liaisons hydrogenes avec les étions polaires secondaires du taxol
et du DMZ (fonctions polaires (a) du pharmacophore) Enfin, Phe201 (SRS2) et Phe205
(SRS2) pourraient établir des interactions hydrophbes (acide rétinoique) voireteT
(taxol, DMZ) avec les motifs hydrophobes de certagisubstrats .

 Phe205 (SRS2) et Serll4 (SRS1) semblent tres pragltes substrats dans le site
actif. En fonction de la taille des résidus 205 et 11duetype de substrat, nous observdas
effets stériques favorables (S114F et acide rétimpie, F205A et taxol) ou défavorables
(S114F et taxol, F205A et acide rétinoiquel.e faible encombrement stérique du résidu
Serll4 est capital pour la reconnaissance d’untrstib®lumineux comme le taxol. Il n'est
donc pas étonnant que les autres CYP2C qui pogsadenphénylalanine encombrante en
position 114 ne puissent pas métaboliser ce subStEL14 serait donc un élément clé de la
spécificité de substrats du CYP2C8.

* Enfin, les résidus de la boucle C-terminale ne denttpas jouer un réle majeur dans la
fixation de substrats par le CYP2C8, leur mutaagant peu d’effets sur les Km. Par contre,
la mutation des résidus Lys474 (SRS6) et lle476 S@Rinduit une baisse de la kcat
d’hydroxylation de la fluvastatine ce qui rejoims| résultats que nous avions obtenus par
I'étude de chimeres CYP2C8/CYP2C9 (Annexe F).

L'importance clé des acides aminés Phe205 et Sefddu la reconnaissance et
I’hydroxylation des substrats par le CYP2C8 estiretaent illustrée par I'amélioration des
propriétés catalytiques du CYP2CS8 :

* vis-a-vis de I'hydroxylation du taxol et de la fastatine, apres la mutation F205A ; le
mutant F205A est le plus efficace de tous les mststés; il a une kcat/Km 2 & 3 fois plus
grande que celle du CYP2C8 pour ces deux hydragyiat

» vis-a-vis de I'hydroxylation de l'acide rétinoigupres la mutation S114F; le mutant
S114F est plus efficace pour cette hydroxylatiargcaune kcat/Km 5 fois plus élevée que
celle du CYP2C8.

Tout a la fin de ma théese, les structures RX dexdsamplexes CYP2C5-substrat
(Williams et al., 2000a), CYP2C5-DMZ (Wester et 2D03a) et CYP2C5-diclofénac (Wester
et al., 2003b), ainsi que les structures du CYPR®@8Bliams et al., 2003) et du complexe
CYP2C9-warfarine (Williams et al., 2003) ont étébjiees. De plus, les structures RX du
complexe CYP2CO9-flurbiprofene et du CYP2C8 ont ptésentées a plusieurs congrés
(Johnson et al., 2003). Les données corresponddigpsnibles sont, en grande partie, en
accord avec les interprétations que nous avonséd@npour nos résultats de mutagenése.
Ceci indique que les caractéristigues des comple&xX¥P2C-substrat révélées par leur
structure cristalline se retrouvent en solutions lpgincipales données en accord avec nos
interprétations sont les suivantes :

* Arg97 interagit avec les propionates de I'heme dEnLCYP2C9 et les complexes
CYP2C5-substrat. Il jouerait un réle dans la figatde I’heme et la structuration des boucles
du site actif autour de la protoporphyrine 1X de fe
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* La sérine 365 est bien localisée dans le site aktifCYP2C9, dans une orientation
favorable a la fixation du métabolite électrophitel'acide tiénilique.

* Daprés les structures RX des complexes CYP2C9taibs(Williams et al., 2003)
(Johnson et al., 2003), les phénylalanines 11476tfdrment des interactions1t avec les
noyaux aromatiques du flurbiprofene et de la waréarrespectivement. Ces mémes
phénylalanines interagissent avec les noyaux aiques du diclofénac dans la structure RX
du complexe CYP2C5-diclofénac (Wester et al., B)Q@® qui conforte nos résultats sur le
CYP2C9.

e Le résidu 241 (Lys241) du CYP2C5 sert de point cfage a un réseau de molécules
d’eau interagissant avec la fonction acide carbiqugl du diclofénac (Wester et al., 2003b).
Son réle pourrait étre similaire dans le CYP2C8.

Enfin, les structures RX des complexes CYP2C9-satssét nos résultats de mutagenése
nous permettent d’apprécier la qualité prédictigends modéles de CYP2C9 et CYP2CS.

Notre modele de CYP2C9 construit a partir de lacstre RX du CYP2C5 de lapin, est
meilleur que le précédent modele construit a pddistructures RX de cing P450 bactériens
(Ha Duong, 2001). En effet ce dernier ne positignpas la boucle C-terminale contenant le
SRS6 (et donc Phe476) dans le site actif de I'eezyWotre nouveau modéle semble assez
prédictif des interactions avec les résidus duasitd (Ser365, Phell4, Phe476), par contre il
offre une représentation beaucoup moins fiable dsitipnnement des acides aminés a
I'entrée du canal d’accés des substrats, zonecphg¢tiement mobile dans les cytochromes
P450, en particulier au niveau de la boucle B-8 figxible (la position de Arg108 constatée
dans la structure RX du complexe CYP2C9-flurbipnef€Johnson et al., 2003) aurait été
difficile & prévoir par modélisation).

En ce qui concerne notre modele de CYP2C8, la gicdvid’une taille trés grande du site
actif par rapport aux autres CYP2C est en accoed s données disponibles sur la structure
RX du CYP2C8 (Johnson et al., 2003). La taille ide: actif du CYP2C8 permet la fixation de
gros substrats comme le taxol. Elle devrait aussimpttre une mobilité accrue et des
possibilités d’'interactions multiples des substidgsplus petite taille dans le site actif. Ceci
explique les effets tres différents de certainesatians pour I'’hydroxylation de substrats de
structures variées. Cette grande taille du sitié iagplique vraisemblablement que 'ensemble
des substrats du CYP2C8 ne puissent pas étredéarit le cadre d’'un seul pharmacophore.
Malgré tout, nos résultats de mutagenese confirplesieurs prédictions du modéle, comme
'importance de Phe205 dans la fixation des sutsst@u I'interaction de Arg241 avec les
sites anioniques de certains substrats. lls ermefit d’autres, comme I'existence de liaisons
hydrogenes entre Asn99 et Serll14 et les sitesrpsl@) et (b) des substrats (les résultats de
mutagenese ne seraient en accord qu’'avec undiagien entre Asn99 et le taxol). En outre,
I'interaction CYP2CB8-fluvastatine indiquée par motmodéle n’est pas en accord avec
I'absence d’effet de la mutation F205I sur I'hydytation de ce substrat.

Les différences de comportement du CYP2C9 et du ZD8Pvis-a-vis des substrats
semblent donc liées, entre autres :

» A une taille tres différente de leur site actifympettant 'acces de plus gros substrats

comme le taxol dans le cas du CYP2C8, et vraisdstdstzent, une plus grande mobilité

des substrats dans le site actif du CYP2CS.

* Ala nature tres différente de certains résidus di¢site actif : c’est le cas des résidus

114 et 476 qui sont des phénylalanines dans le C9R& une sérine et une isoleucine

dans le CYP2C8. Phell4 et Phe476 permettent dietid liaisons de typamt avec les

substrats du CYP2C9, qui portent trés souvent uplasieurs cycles aromatiques. C’est
aussi le cas du résidu 205, une phénylalanine l@aG¥P2C8 qui semble restreindre la
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hauteur du toit du site actif et peut établir uaesbnTeTtavec les substrats aromatiques et
qui est une isoleucine dans le CYP2CO9.

Cette thése souligne ainsi la complémentarité demlaagenése dirigée et de la
modélisation moléculaire pour I'étude topologiques dCYP2C. La modélisation permet de
visualiser les sites actifs, de prédire certaingsractions ou d’interpréter certains résultats de
mutagenese. La mutagenese dirigée permet par abatcerriger ces modeéles et de générer
parfois de nouvelles enzymes plus efficaces queyme sauvage.

Les données de mutagenese obtenues au cours deseaont permis d’améliorer notre
connaissance de la topologie des sites actifs ¥&2C9 et CYP2CS8 et des résidus impliqués
dans la fixation de molécules par ces enzymes. rigigme, certains résultats restent difficiles
a interpréter. La publication prochaine de nougeBuctures RX de complexes CYP2C9-
substrat et de complexes CYP2CB8-substrat devrag fournir quelques éléments de réponse.
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V.A PRODUITS ET ENZYMES EMPLOYES

V.A.l Produits commerciaux

Les produits utilisés pour les milieux de culturégast Nitogen Base w/o Amino Acids,
Bactocasaminoacids, Yeast Extract, Bactopepton@yvignnent de Difco (fournisseur
COGER, Paris, France). Le glucose et le galactosest® achetés chez Sigma-Aldrich (St
Quentin Fallavier, France). Le dithionite de sodjlaBSA et le cytochrome c sont fournis
respectivement par Merck, Sigma-Aldrich (St Queriadlavier, France) et New England
Biolabs (fournisseur OZYME, St quentin en YvelinEsance). Les réactifs utilisés pour les
mesures d’activité NADPH, NADP, le glucose-6-phaspeh et la glucose-6-phosphate
désyhdrogénase proviennent de Roche Diagnosticg/ldéNe France). Le diclofénac, le
sulfaphénazole, le taxol, I'acide rétinoique, I'aatéarone proviennent de chez Sigma-Aldrich
(St Quentin Fallavier, France). L'acide tiéniliqua,fluvastatine et la cérivastatine sont des
dons d’Anphar-Rolland (Chilly-Mazarin, France), d®lerck Lipha et de Bayer,
respectivement. La troglitazone est un produit dsuCayman Chemicals (fournisseur SPI-
BIO, Massy, France). Les oligonucléotides ont étbetés a la société Genome Express
(Paris, France) ou Eurogentec (Seraing, Belgique).

V.A.2 Produits synthétisés : dérivés du sulfaphénazole

Tous les dérivés du sulfaphénazole utilisés auscdarma these ont été synthétisés au
laboratoire par Sylvie Dijols. Les protocoles detegse des moléculésa 3 sont décrits dans
plusieurs publications (Ha-Duong et al., 2001a;D{eng et al., 2001b; Melet et al., 2003).

V.A.3 Milieux de culture et tampons

Les compositions des milieux de culture et des tampsont indiquées respectivement
dans les tableaux 1 et 2.

Milieux nutritifs pour E. coli

LB 10g tryptone
5g Yeast Extract
5g NaCl
1ml NaOH 1N
LBA LB+50ug/ml  d’ampicilline rajoutée gu

moment de I'emploi

Milieux nutritifs pour S. cerevisiae

SGl 79 Yeast Nitrogen Base
1g casaminoacides

30 mg de tryptophane au moment de I'emg
5g glucose

Oi

YE2X 209 Yeast Extract
20g bactopeptone

Tableau 40 : Composition des milieux de culture (pa r litre de milieu). Les milieux solides
ont la méme composition que les milieux liquides avec en plus 15g d’agar.
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STET Sucrose 8%
Tris 50mM
EDTA 50mM
pH=8

TE Tris 50 mM
EDTA 50mM
pH=7,4

TES Tris 50mM
EDTA 1-2mM
Sorbitol 0,6M
pH=7,4

TEG Tris 50mM
EDTA 50mM
Glycérol 20%
pH=7,4

Tampon phosphate Phosphate 0,1M
EDTA 0,1mM
pH=7,4

Tableau 41 : Composition des solutions tampons util isées (a 25°C).

V.A.4 Matériel biologigue : souches et vecteurs

V.A.4.a Souches bactériennes d’Escherichia coli

TG1l: D(lac pro) supge thi hsdD5 F  traD35 proAB Laclqg 1Z2M15
Xl1blue : recAl, end Al, gyrA96thi-lhsd R17, supE44, rellst [F proAB lacPZAM15Tn10 (T€)]°

V.A.4.b Souches de levures Saccharomyces cerevisiae

Les souches W(N), W(R) et W(hR) ont été constrypiasl’équipe de Denis Pompon au
Centre de Génétique moléculaire (Gif/Yvette, France

W(303-1B) ou W(N) :souche sauvage exprimant la P450 réductase ettdehcome b5
endogenes (Thomas and Rothsthein, 1989) de géenbtygea; ade2-1; his3-11,-15;leu2-3,-
112;ura3-1; trpl-1.

W(R) : souche dérivée de W(303-1B) surexprimant la P480Qatase de levure (Truan et al., 1993)
de génotype MATa; ade2-1; his311,-15; leu2-3,-112; ura3-1; trpl-1 ; YRED : : ura3-GAL10-
CYCL-YRED. Cette souche a été obtenue par introduction ghamoteur inductible fort en amont
de la P450 rédutase de levure de W(303-1B).

W(hR) : souche dérivée de W(303-1B) surexprimant la P480atése humaine (Urban et al.,
1993) de génotype MA®R; ade2-1; his3-11,-15;leu23,-112;ura3-1; trpl-1; YRED : : jura3™-
GAL10-CYCL- HRED|. Le géene de la P450 réductase de levure a éatéptiiset remplace par le
géne de la P450 réductase humaine sous le codtrgdeomoteur inductible fort GAL10-CYCL1.
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V.A.4.c Vecteurs

pYeDP60: vecteur navett&. Coli/ Saccharomyces cerevisiamllticopie dont la cassette
d’expression est sous le contréle du promoteurdtiblie fort GALLO-CYCL et du terminateur
de la PGK. Une origine de réplication bactérie@id et un marqueur de sélection bactérien
AMPR (gene de résistance a I'ampicilline) permaettanilisation d’ E. coli comme héte de
clonage. Une origine de réplication de levure ORd#2deux marqueurs de sélection URA3 et
ADE2 (génes essentiels a la biosynthese de nudémtpermettent 'utilisation de la levuse
cerevisiaecomme hote d’expression du CYP.

p2C9DP60 (ou p2C8DP60) vecteur navett&. coli / Saccharomyces cerevisialilticopie
portant la phase ouverte de lecture du CYP2C9 (@8pZUrban et al., 1990). L'ADNc du
CYP2C9 (CYP2CS8) a été cloné par recombinaison hogua dans le vecteur pYeDP60.

i ORI 2.

10731 base pairs

Figure 68: Vecteur d’expression pYeDP60 portantl’ ORF du CYP2C9.

V.B CONSTRUCTION DES MUTANTS

V.B.1 Mutageneése dirigée et clonage

V.B.1l.a Essai de mutagenése avec le kit Quick Change (Syahe)

Le kit Quick Change a été mis au point par la &eéciStratagene pour amplifier la
totalité d’un vecteur matrice (taille 10kb) a partir de deux amorces antiparallélegro€luit
de PCR est un plasmide muté ouvert a ses extrérhggégecteur matrice méthylé est ensuite
digéré par I'endonucléase Dpnl pendant 1h a 37tCaliguot de 1ul est prélevé et transfecté
par choc thermique dans des bactéries XL1-Blue reapwétentes (Stratagéne). Apres
transformation, les bactéries referment le plasmidé (Figure 69).

Les protocoles d’incubation, de PCR et de transédion figurent sur la notice du Kkit.
Plusieurs parameétres doivent étre optimisés potgnabla mutation désirée : le choix des
amorces, la quantité d’ADN matrice (de 5 a 50 rnd¢® conditions de PCR.

Nous n’avons pas reussi a muter le vecteur p2CO0Ha6 cette méthode, en raison de
la taille de notre vecteur (sur un nombre d’exp@res limite).
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plasmide a muter

Dénaturation du plasmide
et hybridation des amorces
sens et antisens, porteuses
la mutation

Elongation par action de la
Pfu polymérase sur la totalité
du plasmide matrice
Obtention de brins circulaires
ouverts

Digestion de ' ADN matrice
méthylé par Dpnl

Apres transformation, les cellules
électrocompétentes X1.1-Blue
réparent les plamides mutés par
recombinaison

= ADN matrice
/ Amorce de mutagenése

—— ADN plasmide muté

Figure 69 : Principe du kit Quick Change (Stratagen e). Etape 1: PCR, Etape 2:
digestion de 'ADN matrice, Etape 3 : Transformatio  n.

V.B.1.b Mutagenése par double PCR

La mutagenése dirigée des CYP2C9 et 2C8 a étisgégbar deux PCR successives
d’aprés le mode opératoire indiqué dans le Tab#gau_es oligonucléotides comportant les
mutations sont répertories dans les tableaux 3. @edix autres oligonucléotides ont été
utilisés : Pro(5-ACGACACATGATCATATGGCATGCATGTGCTCTGTATGTATATAA-3) et
Ter (5-TCACACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTTTCGAZ) qui
s’hybrident respectivement avec le promoteur (négi®36 a —181 en amont de I'ATG) et le
terminateur du vecteur d’expression (amorce argisdmydridant entre +1900 a +1855). La
premiéere PCR (PCR1) s’effectue entre 'amorce metééamorce Pro ( pour les mutations
des acides aminés de 97 a 241A) ou Ter (pour ldations des acides aminés de 241L a
482). Le produit de PCR obtenu et Pro ou Ter sérd&amorces pour la deuxieme PCR
(PCR2) qui amplifie la totalité du gene.
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Amorce M

—p

Amorce Pro

%

*

C ] Séquence du vecteur YeDP60

l Premiére PCR

.

. HETSTRErREENTETDOEENEE 000

I Séquence du CYP2C8 ou du CYP2C9

*

Amorce Ter
g

l Deuxiéme PCR

Figure 70 : Stratégie générale de construction des

premiére PCR utilise 'amorce M contenant la m
utilise le fragment amplifié a la premiére PCR et
par /7.

mutants des CYP2C8 et CYP2C9. La
utation et I'amocre Pro (ou Ter). La deuxieme PCR
I'amorce Ter (ou Pro). La base mutée est désignée

Composition du mélange de PCR

Programmation de la@R sur un minicycler™
a effet peltier

PCR1
39,5ul HO stérile
1 pl matrice p2C9YeDP60 (5ng/ul) 1) prédénaturation 94°C 2 min
1 pl amorce mutée 15uM 2) dénaturation 92°C  40s
1pl amorce Ter ou Pro 15uM 3) hybridation 50°C 2 min
1ul MgSQ 100mM 4) élongation 72°C  1min30
1ul dNTPs 25mM 5) terminaison 72°C 4 min
5ul tampon Pfu 10X
3 gouttes huile minérale nombre de cycles de 2) a 4) : 26
0,5ul Pfu polymérase

PCR2
19,75ulH,0 stérile
1l matrice p2C9YeDP60 (5ng/ul) 1) prédénaturation 94°C 2 min
20ul PCR1 2) dénaturation 92°C 30s
2ul amorce Pro ou Ter 15uM 3) hybridation 50°C 1 min
1,25pul MgSQ 100mM 4) élongation 68°C  3min
1ul dNTPs 25mM 5) terminaison 72°C 4 min

5ul tampon Pfu 10X
3 gouttes huile minérale
1ul Pfu polymérase

nombre de cycles de 2) & 4) : 24

Tableau 42 : Composition des mélanges de PCR et pro

grammes utilisés.
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Mutation Séquence de l'oligonucléotide
Fo4L 5-GCCTCTTCCAGATAACTCCTCCTCTCCAAG-3
F110I 5-GAAAACAATTCCAATTCCTCTGTTAG-3
F114l 5-CTTTCCATTGCTGATAACAATTCCAAATCC-3
FAT6A 5- AGTTGTCAATGGAGCTGCCTCTGTGCCGC-3’
FA76E 5- CTCCAGTTGTCAATGGAGAGGCCTCTGTGCCGC-3
FA76H 5'- CTCCAGTTGTCAATGGACATGCCTCTGTGCCGC-3'
F476l 5-AGTTGTCAATGGATTGCCTCTGTGC-3
FA76R 5'- CAGTTGTCAATGGACGTGCCTCTGTCC-3'
FA76W 5- AGTTGTCAATGGATGGATGGGCCTCTGTGC-3'

Tableau 43 : Oligonucléotides de synthése utilisés pour réaliser la mutagenése dirigée
du CYP2C9 par PCR. Les mutations ponctuelles sont indiquées en gras, les codons
correspondants sont soulignés. Les oligonucléotides F94L, F110I et F114l sont des amorces
antisens.

Mutation Séquence de l'oligonucléotide

R97A 5-TGGGGAATTGCCIGCTCCAGAAAACTC-3

RI97K 5-TGGGGAATTGCCITTTCCAGAAAACTC-3

N99L 5-GATATTGGGGAAAGGCCTCTTCCAG-3’

S100A 5-TGAGATATTGGGGCATTGCCTCTTCCAG-3

S103A S5-GTAATTCTTTGAGCTATTGGGGAATTG-3'

R105A 5-CAAGTCCTTTAGTAATTIGCTTGAGATATTGGGGAATTGC-3’
S114A S5-CTTTCCATTGCTGGECAATGATTCCAAGTC-3

S114F 5-TCCATTGCTGAAAATGATTCCAAGTCC-3

S115A S5-CATCTCTTTCCATTGGCGGAAATGATC-3’

F201L S5-CTGAGTTTTCATTCAATCTTTTCATC-3

F205A 5-CATGGGGAGTTCAGAATCCTGSCGTTTTCATTGAATC-3’
F2051 5-CTGGATCCACGGGGAGTTCAGAATCCTGAGTTTTCATTGAATC-3’
R241A 5-CTAATGTAACTIGCTGTAAGAGCA-3’

R241L 5-GTTGCTCTTACACTAAGTTACATTAGGGAG-3

R241E 5-GTTGCTCTTACAGAAAGTTACATTAGGGAG-3’

S3591 5-CAGAGATACATTGACCTCGTCCCCAC-3

A471P 5- GAACCTCAATACTACTCCAGTTACCAAAG-3

T473V  5-CTACTGCAGTIGTCAAAGGGATTGTTTC-3’

K474N 5- CTGCAGTTACCAATGGGATTGTTTC-3’

[476F 5-GTTACCAAAGGGITTGTTTCTCTG-3

S482F 5-CTCTGCCACCCITCTACCAGATCTGCTTC-3

Tableau 44 : Oligonucléotides de synthése utilisés pour réaliser la mutagenése dirigée
du CYP2C8 par PCR. Les mutations ponctuelles sont indiquées en gras, les codons
correspondants sont soulignés. Les oligonucléotides R97A a R241A sont des amorces
antisens.
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V.B.1.c Clonage par recombinaison homologue dans la levure

Digestions
Le produit de la double PCR est purifié selon leotgrole usuel (extraction au

phénol/chloroforme puis précipitation dans deuxuwwds d’éthanol) et repris dans 10 pl

d’eau stérile. Parallelement, le vecteur pYeDP@&Q&gré par EcoRI et BamHI une heure a
37°C, purifié et repris dans 20 pl d’eau stérileslconcentrations de vecteur linéarisé et de
produit de PCR purifié sont alors estimées sudggéctrophorese.

Transformation de levure par choc thermique

Des levures compétentes sont préparées selontlecpl® décrit par Gietz et al (Gietz et al.,

1992). 50 pl de cellules compétentes sont mélaray@d$ pl de PEG 50%, 36 pl de LIOAc

1 M, 50 ul d’ADN de sperme de hareng (1 mg/ml) BoRiminutes a 90°C et quelques pl de

vecteur linéarisé et de produit de double PCR emtiés €gales (environ 10 ng) dilués dans
un volume total de 34 pl. Les cellules sont incgb&® minutes a 28°C sous agitation avant
de subir un choc thermique de 30 minutes a 42°Ce#\f minute de centrifugation a 10000

rpm, elles sont reprises dans 100 pl de liquidgenirstérilisé (NaCl 0.9%) puis étalées sur
milieu minimum SGI. Les boites de Pétri sont in@$H& jours a 28°C. Les colonies sont
ensuite repiquées sur milieu SGI afin d’éliminer édones abortifs.

Transformation d’'une souche B:coli TG1 par 'ADN plasmidique de levures recombinantes
L’ADN plasmidique de levure contient des élémentsonnus qui inhibent la transformation.
D. Gietz propose le protocole d’extraction suivafih de limiter cet effet inhibiteur. Les
transformants sont repris dans 10 ml de milieuidigu5GI et incubés une nuit a 28°C sous
agitation. Le lendemain, les cellules sont cenggfes 5 minutes a 3000 rpm et reprises dans
200 pl de STET stérile. Des billes de verre de O sont ajoutées jusqu’a affleurement de
la surface du mélange. Les tubes sont vortexésostina pendant 10 minutes, plongés 3
minutes a 100°C puis brievement dans la glace. Apdéminutes de centrifugation a 4°C, les
surnageants sont repris dans un demi-volume d@céammonium 7,5M et incubés au
moins 20 minutes a —20°C. Le mélange est alorgifiagd a 4°C pendant 20 minutes puis le
surnageant est précipité pendant 30 minutes a —@8A€ deux volumes d’éthanol 95% glace.
Apres avoir été culotté, ’ADN est rincé a I'éth&id0% et repris dans 50 pl d’eau stérile. 1 pul
de la solution d’ADN est utilisé pour transformed @l de cellules bactériennes TG1 par
électroporation.

V.B.2  Analyse des transformants

L’ADN des transformants est purifié en grandes d¢tes (Maxiprep) a l'aide du kit
Biorad et envoyé a la société Génome Express pauesncage (5 ug d’ADN par séquence).
Si aucune mutation indésirable n'a été détect@)N du CYP2C muté est utilisé pour
transformer la souche de levure W(R) en suivaptdeocole décrit en V.B.1.c.

V.C PREPARATIONS MICROSOMALES (Bellamine et al., 1994)

V.C.1 Culture cellulaire

Les souches de levure transformées sont cultiveé8S@ sous agitation continue :

JO: Une préculture est réalisée a 28°C dans 20 nmidileu SGI + 5g/l de glucose et 30
mg/I de tryptophane.

J1: La préculture est ensemencée au 1 :100 dansR@6 milieu SGI + 5¢g/l de glucose.

183



CHAPITRE V : Matériel et Méthodes

J2: A h+24hrs, la culture est supplémentée parr@D@e milieu YE2X + 2-3% d’éthanol

J3: A h+48 hrs, I'induction du CYP et de la rédsetaest amorcée par addition de galactose
209/l final.

J4: La culture est arrétée par réfrigération ragigees une induction de 12 a 15 heures puis
centrifugée a 4°C, 5 minutes a 6000 rpm (centrifisgeBeckmann J2-21). Les culots
sont repris et rassemblés dans un minimum de TES.cellules peuvent alors étre
congelées a —80°C ou fractionnées directement @sdptention des microsomes.

V.C.2 Préparation des microsomes

La fraction microsomale est obtenue par centrifiogatdifférentielle. Toutes les
manipulations sont réalisées a 4°C.

Les cellules sont d’abord cassées mécaniguementegabilles de verre (0,45-0,50 mm ;
Braun Biotech International) en agitant manuelleimEh minutes a 4°C ou a l'aide d’un
broyeur (4-5 broyages de 30 secondes espacés dmcdhdes). Les billes sont ensuite
éliminées par filtration sur fritté. Le broyat edbrs centrifugé a 10000 rpm, 10 minutes, a
4°C afin de séparer les débris cellulaires (culdtskytosol et des microsomes (surnageant).
Le surnageant est centrifugé a 35000 rpm (100 Opégyant 1h30 a 4°C puis le culot de
microsomes est homogénéisé dans un tampon TrisMy0OEDRTA 1 mM, glycérol 20%, pH=
7,4. La suspension microsomale est ensuite aliguaténgelée dans l'azote liquide et
conservée a —80°C jusqu’a utilisation.

V.C.3 Caractérisation des préparations microsomales

V.C.3.a Dosage de la concentration en cytochrome P450

La concentration en CYP est mesurée par spectrigsdifférentielle (Uvikon 860 muni
d’une sphére de diffusion) selon la méthode demufa et R. Sato (Omura and Sato, 1964).
Les microsomes sont dilués dans du tampon TE d&fagéduire la turbidité (dilution 1/20 a
1/40) puis répartis entre deux cuves de 500 ul cma tle trajet optique. Apres enregistrement
de la ligne de base (entre 400 et 550 nm), le & @/tochromes est réduit par ajout de
guelques grains de dithionite de sodium dans lasx drives. La solution de la cuve
échantillon est alors saturée en CO par barbotade spectre d’absorption est mesuré. La
concentration en CYP est calculée en mesurantdipbien a 450 nm, caractéristiqgue du
complexe F&CO (€ = 91000 crit M™Y. Il se forme parfois une espéce absorbant & 420 n
(e = 183000 crit M™Y) qui correspond & une population hétérogéne wede CYP.

V.C.3.b Dosage des protéines microsomales

La concentration en protéines des microsomes estnée par la méthode de Bradford
(Bradford, 1976), en utilisant de I'albumine dews®arde boeuf comme étalon.

V.C.3.c Dosage de l'activité de la NADPH-cytochrome P45@uétase

L'activité de la NADPH-cytochrome P450-réductasd asesurée par spectroscopie
différentielle en suivant I'absorption du cytochmro réduit par les électrons transférés du
NADPH par la réductase.

40ul de cytochrome ¢ a 4mM (80 pM final) et 4ul mMerosomes dilués (1/20) sont
mélangés dans 2mL de tampon TE puis répartis dauns clives. Aprés mesure de l'autozéro
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a 550nm, la réaction est amorcée par 5ul de NADPHNnM dans la cuve de mesure. La
cinétique de réduction du cytochrome c est suigierpesure de I'absorbance a 550 nm de la
forme réduite€ = 21 000 critM™). L'activité réductasique est calculée & partitalpente de

la droite obtenue, et est exprimée en nmol de bytwae c réduit / min / mg de protéines.

V.C.3.d Immunodétection des CYP2C par Western Blot

Cette analyse a été réalisée selon le méthodete@@en Laemmli (Laemmli, 1970) (par
Maryse Jaouen dans le cas des mutants du CYP2CQ)g 5le microsomes sont déposeés sur
gel de polyacrylamide 10% SDS (gel readygel Biorad) condition dénaturante. Les
protéines sont séparées apres dénaturation sousnsien de 200V et une intensité de 80mA
pendant 30 minutes. Les protéines sont alors tedess sur feuille de nitocellulose (Trans-
Blot® transmedium Biorad) par transfert semi-segssone intensité de 400 mA en courant
constant pendant 1 heure (transblot semi-Dry celids!).

L’'immunodétection est réalisée en plusieurs étapass un premier temps, la feuille de
nitocellulose est incubée 1h a température ambaarte du lait PBS Tween 5% puis une nuit
a 4°C en présence d’anticorps primaires anti-2Cagm dilués au 1/1000 dans du lait PBS
Tween 0,5%. Aprés plusieurs lavages (6 fois 10am@c une solution PBS Tween 0,5% et 10
min avec du PBS seul), la feuille est incubée lkerapérature ambiante en présence
d’anticorps anti-lapin couplés a la peroxydaseddilau 1/1000 dans du PBS. Apres plusieurs
lavages au PBS (6 fois 10 min), les protéines sar#élées a la diaminobenzidine (10 mg/ml
PBS, HO, 30%). La coloration apparait en quelques secorideséaction est alors arrétée
par plusieurs lavages au PBS.

V.D MESURE DE CONSTANTES DE DISSOCIATION KS

Les constantes de dissociation Ks permettent detifjea |'affinité d’'une molécule pour
un P450. Elles sont mesurées selon la méthode Re J&fcoate (Jefcoate, 1978) par
spectroscopie UV-différentielle.

Les spectres UV-visibles différentiels sont enrg§sssur un spectrophotométre Aminco,
equipé d’'un systeme d’exploitation Olis-DW2 ou uontron Uvicon 860, entre 350 et 500
nm. Les P450 microsomaux sont dilués dans du tangbmsphate 0,1M pH=7,4 a une
concentration entre 0,1 - O puis la solution est également répartie entrexdmives en
quartz de 50QuL. Aprés enregistrement de la ligne de base, ont@jdes aliquots de 0,5 a 5
pl d’'une molécule dissoute dans du DMSO, en conagatrs croissantes (entre UM et 1
mM) dans la cuve échantillon. Des volumes équivalée solvant sont ajoutés dans la cuve
de référence (volume final de solvant organiquetaj& 6 % du volume total).

Pour chaque concentration en molécule est mesarmdifférence de densité optigd®O
entre le minimum et le maximum du spectre obsekeésque ces molécules sont en fort
exces pas rapport au cytochrome P450, la différelecdensité optiquADO dépend de la
concentration de la molécule C, en suivant la iaiat

ADOmax *C
ADO= ——
Ks +C
avec ADOmax : différence de densité optigue maximale

Ks : constante d’interaction spectrale
La constante de dissociation est calculée par ségne non linéaire de la courbe ABO en
fonction de la concentration en molécule C enadili cette équation.
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V.E MESURES D’ACTIVITES HYDROXYLASES

V.E.1 Conditions générales d’'incubation des cytochromes4B0

Les incubations sont réalisées a 28°C ou 37°Cvftxtiaxol) dans des tubes a hémolyse
en verre, sous agitation, a I'air.

Les cytochromes P450 microsomaux sont dilués danardpon Tris 50 mM contenant de
'EDTA (1 mM) et du glycérol (8 % v/v), a pH = 7gbur atteindre une concentration finale
de 0,03 a 0,2M. Dans le cas particulier des mutants S365A e6&3@n tampon phosphate
50mM pH=7,4 contenant 0,5mM d’EDTA a été utilisdards une préincubation de 3 minutes,
le substrat et/ou I'inhibiteur dilué dans du méthlaou du DMSO est additionné (1% final en
solvant organique). La réaction est amorcée pdditeon de systéme générateur de NADPH
(NADP 1 mM, glucose-6-phosphate 10 mM, glucose-6sphate déshydrogénase 2 U/mL).
Des prélevements de V=140 pour analyse par spectroscopie UV ou de V =RGQour
I'analyse par HPLC, sont transférés et vortexéstamps voulus dans des tubes eppendorfs
contenant une solution d’ arrét (volume V/2 d’ acdrile/acide acétique (10 :1) en général,
volume V/2 de méthanol pour lactivit¢ d’hydroxgtm du DMZ, volume V d
aceétonitrile/acide acétique (10 :1) pour l'activitéaydroxylation de I'acide rétinoique). Les
échantillons sont conservés dans la glace justufia de I'expérience puis centrifugés 5 min
a 10 000g, pour précipiter les protéines.

La quantité de produits formeés est analysée parGi®Lspectroscopie UV :

- pour une analyse par HPLC, le surnageant est direxit injecté; un standard interne est
en général ajouté dans la solution précipitante.

- pour une analyse par spectroscopie UV, le surnagesarincubé 2 h a 28°C, de facon a
éliminer le NADPH qui absorbe fortement a 340 nmispl est a nouveau centrifugé
avant d’étre analysé.

V.E.2 5-hydroxylation des dérivés 2-aroylthiophénes pards CYP 2C et cinétique
d’inactivation du CYP2C9 et du mutant S365A par I'aide tiénilique

V.E.2.a 5-hydroxylation des dérivés 2-aroylthiophénes

Les dérivés 2-aroylthiophenes sont hydroxylés eaidYP2C de foie humain en position
5 du noyau thiophéne et les produits formés saritefaent détectés par spectroscopie UV-
visible vers 390 nm (Neau et al., 1990) (Figure 71)

En effet, les composés non hydroxylés absorberg 280-310 nm avec un coefficient
d’extinction molairee inférieur & 16000 citM™. Par contre, & pH > pKa (d’environ 2,5), les
produits 5-hydroxylés ont une charge négative 'suygene qui se délocalise sur I'ensemble
de la molécule. Cette forte résonance expliquestgttion intense vers 390 nm des composés
hydroxylés avec ui compris entre 27000 et 30000 t™. L'absorbance dépend peu des
substituants sur le noyau benzénique. Pour cetemnale coefficient d’absorption molaire
e sera considéré comme égal & 28000l pour tous les produits des dérivés 2-
aroylthiophenes.

Cette méthode de dosage par spectroscopie UViaildté adaptée aux microsomes de
levures exprimant les CYP2Cs par M.P. Lopez-Gaetial. (Lopez-Garcia et al., 1993). Le
produit hydroxylé est dosé sur un spectrométre Kontlvicon 860, dans des cuves en verre
de 150pl.
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Figure 71: Métabolisme de l'acide tiénilique et de ses dérives par les CYP 2C
humains. AT : acide tiénilique.

V.E.2.b Cinétiques d’inactivation par I'acide tiénilique activité résiduelle en fonction du
temps de préincubation en présence d’inhibiteur gde

La cinétigue d’inactivation mesure I'activité résalle d’'une enzyme lorsque celle-ci est
préincubée dans une premier temps en présencmkibiteur suicide dans des conditions de
catalyse. Classiquement, l'activité résiduelle @uanzyme apres préincubation avec un
inhibiteur de type substrat suicide est détermiagec un substrat différent. Le substrat
suicide est alors éliminé par dilution ou lavagescsssifs de la fraction microsomale avant
les mesures d’activité. Les particularités destibas microsomales de levure exprimant le
CYP2C9 (instabilité dans des conditions de lavagecessifs et faible concentration en
P450/mg de protéines) et la forte affinité de Hectiénilique pour ce P450 n'ont pas permis
d’applique les procédures classiques pour suiwmadtivation du CYP2C9 exprimé dans la
levure par I'acide tiénilique.

Le protocole utilisé pour mesurer l'inactivation owtant S365A reprend celui décrit par
Lopez-Garcia et al. dans le cas du CYP2C9 expriarés da levure (Lopez-Garcia et al.,
1994).

0,2 uM en P450 sont préincubés selon les conditgdreérales détaillées en V.E.1, en
présence de 10uM d’acide tiénilique et d’'un syst@&@eéerateur de NADPH. A différents
temps de la préincubation (entre 0 et 45 min),aliggiots de 300 ul sont prélevés et 100uM
d’acide tiénilique sont alors ajoutés. Un aliquetXO pl est immédiatement prélevé (t0) et
arrété dans un demi-volume de solution précipita@id;CN/CH;COOH. Le milieu
d’incubation restant est incubé pendant 5 min &2&%is un deuxieme aliquot de 140 ul (t5)
est prélevé. La formation du métabolite 5-hydroxdéél’acide tiénilique entre les temps t0 et
t5 permet de mesurer I'activité résiduelle du P4&Qrimée en % par rapport a l'activité
initiale au début de la cinétique d’inactivation amps t=0 de la préincubation).

V.E.3  Hydroxylation du diclofénac

Le diclofénac peut étre hydroxylé en deux positiofiset 5, par les CYP2C
humains (Mancy et al., 1999).
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COOH
cl H
N

el cl N

Les métabolites formés sont séparés par HPLC :

Standard interne 5 pM d’acide tiénilique

100 T

Colonne XTerra MS C18
(250% 4,6 mm, pm)

80 [ .

60 [

Phase mobile Débit : 1 mL / min

% solvant B

Solvant A : NH4COs (25 mM) pH=8 N
Solvant B : CH;CN i

ol v
Détection absorption UV a 280 nm ’ . * ” *

temps (min)

Pour avoir une meilleure séparation entre le 3' ett’-OH diclofénac, nous pouvons augmenter
le pH du solvant A & 10.

Gamme étalon
Pour une aire correspondant pM d’AT de 199565, la concentration en dérivé 4'OH-
diclofénac du milieu d’incubation est de : [4’OH]Aire (4'OH) + 224) [ 21492)

Pour une aire correspondant pM d’AT de 193312, la concentration initiale en déri
50H-diclofénac est de : [5 OH] = (Aire (5 OH) — D31 24256.

V.E.4 Hydroxylation du DMZ par les CYP 2C

Le dérivé du sulphafénazole, DMZ, est oxydé parQ&¥$2C en deux métabolites, I'un
majoritaire (hydroxylation du méthyle benzyliquEdutre tres minoritaire (hydroxylation du

N-phényle). La formation du produit d’oxydation ro@afaire est suivie par HPLC (Marques-
Soares et al., 2003):

188



CHAPITRE V : Matériel et Méthodes

Standard interne| -

Colonne C8 Hypersil MOS
(250% 4,6 mm, Bm)
Phase mobile Débit : 1 mL / min

Solvant A : H.O 2 1
Solvant B : CH3;CN/MeOH/HO S

(71211) ]
Détection absorption UV a 230 nm NI I

0 5 10 15 20 25 30 35

temps (min)

Le DMZ et son métabolite ayant le mémeious n’avons pas utilisé de standard interne.
La concentration en métabolite est alors calculgartir de la relation suivante :

[métabolite]= Aire métabolite/(Aire métabolite +r&iDMZ) x [DMZ] o

V.E.5 6a-hydroxylation du taxol par le CYP 2C8

La formation du métabolite o6hydroxylé du taxol est suivie par HPLC a 230 nm

(Rahman et al., 1994). Le taxol et son métabolimale méme, nous n'avons pas utilisé de
standard interne.

Pour la mesure d’activité sans inhibiteur :

Standard interne| -

Colonne XTerra MS C18
(250% 4,6 mm, pm)

Phase mobile Débit : 1 mL / min

Solvant A : HsPOy (5 mM) :
Solvant B : CH3CN 8 ¢ -
20 r ]
0 v b e b e b b e b e
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Détection absorption UV & 230 nm temps (min)
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Pour la mesure d’activité avec inhibiteur : onisgilun gradient identique mais la phase de
100% en acétonitrile est étendue a 5 minutes &fibnieh éluer les inhibiteurs qui sont parfois
tres hydrophobes. Un standard interne est utilsé [es cas ou un métabolite de I'inhibiteur
a le méme temps de rétention que le taxol.

Standard interne

5 uM d’acide tiénilique

Colonne

XTerra MS C18
(250% 4,6 mm, Hm)

Phase mobile

Débit : 1 mL / min

% solvant B

Solvant A : H3PO, (5 mM) 20 ]

Solvant B : CH:CN o ‘

Détection absorption UV a 230 nm 0 10 20 % 40
temps (min)

V.E.6  5-hydroxylation de la fluvastatine par le CYP 2C8

Le CYP 2C8 hydroxyle la fluvastatine en positiofFtscher et al., 1999).

Cette activité est suivie par HPLC a 250 nm :

Standard interne

5 UM cérivatatine

Colonne

C8 Hypersil MOS
(250% 4,6 mm, Hm)

Phase mobile

Débit : 1 mL / min

Solvant A : Acétate d’ammonium
(0,1M, pH=4,6)

Solvant B : CH3CN/MeOH/HO
(7/12/1)

Détection absorption UV a 250 nm

% solvant B

15 20

temps (min)

25 30 35 40

Gamme étalon

Pour une aire correspondant &M de cérivastatine de 122768, la concentration é&mvé
50H-fluvastatine du milieu d’incubation est de : O] = (Aire (50H) + 207) / 34826.
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V.E.7  4-hydroxylation de I'acide rétinoique par le CYP 28

Le CYP2C8 hydroxyle I'acide rétinoique en positibnNadin and Murray, 1999). La
réaction est arrétée par un volume de solutionigitante froide d’acétonitrile / acide
acétique (10 :1) contenantud/l de molécule E1 (standard interne) et 1 mg/ml &8 Bpour
protéger les produits d’'une suroxydation) puisgu@antité de produit formé est analysée par

HPLC.
N \§/L\/COOH

Acide rétinoique Standard interne E1

Standard interne| 5 uM molécule E1

Colonne C8 Hypersil MOS
(250x% 4,6 mm, pm) @
Phase mobile | Débit : 1 mL/ min g
Solvant A : Acétate d’'ammonium €
(0,1M, pH=4,6)
Solvant B : CH3CN/MeOH/H,0O o F
(7/2/1) 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Détection absorption visible a 350 temps (min)
nm

V.E.8 Mesure des constantes cinétiques des activités dyabation catalysées par les
cytochromes P450

Les vitesses initiales (v) d’oxydation des substrpar les cytochromes P450 sont
mesurées pour des concentrations croissantes straulpS]). Nous obtenons en général des
courbes de v en fonction de [S] qui peuvent étrelétisées par I'équation ddichaelis —
Menten, selon laquelle :

kcat x [S]

Km + [S]

avec deux constantes cinétiques kcat : vitesse d’oxydation maximale
Km : constante de Michaelis —&hten

Ces relations sont valables en milieu dilué, oadacentration en enzyme est nettement
inférieure a celle en substrat, et lorsqu’il y aimsade 10% de produits formés. Les CYP étant
dans un environnement membranaire, les constargearges sont des constantes cinétiques
apparentes.
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Les constantes cinétiques, kcat et Km, sont carsiitgies de I'oxydation d’un substrat
donné par un cytochrome P450 donné. Elles sontléals a I'aide du logiciel Kaleidagraph
3.0 par régression non linéaire a partir de I'égmatie Michaelis-Menten. On peut aussi les
déterminer en tracant la droite de Lineweaver -kBigr 1/v en fonction de 1/[S] :

1/v = Km/kcatx 1/[S] + 1/kcat

V.F MESURE DU POUVOIR INHIBITEUR D'UNE MOLECULE

Le pouvoir inhibiteur d’'une molécule sur l'activi@oxydation d’'un substrat par un
cytochrome P450 peut étre quantifié par la mesargedix grandeurs (Segel, 1993).

V.F.1 Mesure de CI50

La CI50 est la concentration en inhibiteur nécesspour inhiber 50% de I'activité
d’oxydation d’'un substrat par un cytochrome P45@n@ concentration en substrat donnée.
Elle est obtenue en mesurant I'activité résiduetieprésence de concentrations croissantes
d’inhibiteur. Elle dépend de la concentration ebssrat.

V.F.2 Mesure de constantes d’inhibition compétitive Ki

Un inhibiteur compétitif est une molécule qui seefde fagon réversible dans le site actif
de I'enzyme, a la place du substrat. La constatéqudibre entre le complexe enzyme-
inhibiteur et I'enzyme libre est appelée constatitehibition compétitive Ki.

En présence d’inhibiteur, la vitesse instantan@xytiation du substrat v est diminuée et est
liée a la concentration en inhibiteur [I] et & tmstante Ki par la relation :

1/v = Km/(kcak[S]) x (1+[I}/Ki) + 1/kcat

avec kcat : vitesse maximale d’oxydation du sabstr
Km : constante cinétiqgue michaélienne [S]: cotiegion en substrat

La constante Ki est déterminée en mesurant, lemtians des vitesses initiales en
fonction des concentrations en substrat, a diftésenoncentrations en inhibiteur. En tracant
le graphe 1/v=f([I]) on obtient plusieurs droitas ge coupent en un méme point d’abscisse -
Ki. Pour un inhibiteur compétitif, CI50 et Ki solites par la relation :

Ki = CI50 xKm/(Km + [S])

L’IC50 dépend de la nature et de la concentratiosubstrat, contrairement a la Ki. Pour
comparer le pouvoir inhibiteur d’'une molécule sluspeurs enzymes, indépendamment des
substrats utilisés, il faut donc comparer ses emss d’inhibition Ki, ou ses CI50 mesurées
pour chague enzyme a la concentration Km en subdérd'activité suivie (alors CI50 =
2*Ki).

Remarqgue : impact de la fixation non-spécifigue _desnicrosomes sur_les mesures de
constantes Km (Kalvass et al., 2001) et Ki (Margdaiand Obach, 2003)

Les microsomes exprimant les cytochromes P450 sontposés de protéines et de
phospholipides. Lors des mesures d’activité, ldssiats et inhibiteurs ajoutés au milieu
réactionnel peuvent se fixer de fagcon non spéafigux microsomes. Cette fixation non
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spécifiqgue a un impact sur les mesures de corst&rh et Ki car elle réduit la concentration
en molécule effectivement accessible au P450.délieend de la nature physico-chimique des
substrats et inhibiteurs (caractére lipophile, ghastc...). Ainsi, pour les composés qui ont un
taux de fixation non spécifique élevé (Kalvasslet2®01) (Margolis and Obach, 2003) :

» Les valeurs de Km et Ki apparents augmentent aveoricentration en microsomes

» Par contre, les valeurs corrigées par la mesura di&ction non liée sont relativement
indépendante de cette concentration microsomale.

D’aprés Margolis et al., cette fixation non spépie serait due principalement aux
phospholipides. Elle permet d’expliquer en parie differences de Km et Ki constatées dans
la littérature entre différents laboratoires trédaat avec des systémes d’expression et des
concentrations microsomales variées.

Au laboratoire, nous utilisons un systeme d’expogsdans la levure et nous mesurons les
Km et CI50 a des concentrations microsomales diren\l,5 mg de protéines/ml. Les P450
exprimés dans des cellules d’insectes infectéesbpaulovirus ont en général des taux
d’expression en P450/mg de protéines et des atigpécifiques plus élevées qui permettent
de travailler a des concentrations microsomales phasses (0,1 a 0,4 mg de protéines/ml).
Par conséquent, les valeurs de Km dans ces syssemeen général plus faibles que les Km
équivalentes mesurées au laboratoire.

V.G METHODES DE MODELISATION MOLECULAIRE

Tous les calculs de modélisation ont été réaliggsQristina Marques en utilisant les
modules du logiciel Insightll fourni par MSI (Molelar Simulation Inc., San Diego, CA).
Les grandes lignes des méthodes suivies sont egciitlessous.

V.G.1 Minimisation de I'énergie d’'une structure 3D

Ceci consiste a rechercher une conformation repta@seun minimum d’énergie d’'une
molécule ou d’'une protéine. Les calculs sont réaligrace au module Discover 3, en
utilisant :

- le champ de force esff (il contient les paragetui permettent de calculer les potentiels
des atomes d’une protéine ou d’'une molécules chieyigtilisés dans les calculs d’énergie).

- deux méthodes de calcul successives :minimisajiossiere par la méthode « Steepest
Descent » (10 itérations), puis affinement par &thade du « Gradient Conjugé » (le calcul

s'arréte apres 600 itérations, ou quand le gradishinférieur a 0,1).

Remarque : le champ de force utilisé ne permetipasodéliser le fer des cytochromes P450.
C’est pourquoi dans tous les modéles de ces héméames construits, le fer est supprimé, et
I’'héme est fixé dans une structure plane (commdgindait le fer).

V.G.2 Construction de modéles des CYP 2C9 et 2C8 par muanése virtuelle du
CYP 2C5/3LVdH

Le fichier contenant les données sur la structfed® CYP 2C5/3LVdH est extrait d'une
base de donnée PDB qui regroupe toutes les stesctler protéines et d’acides nucléiques
publiées, gérée par « The Brookhaven National Llatboy » et disponible sur internet
(http://www.rcsb.org).

Cette structure RX du CYP 2C5/3LVdH est minimisée §uivant la méthode décrite au
paragraphe précédent) pour la détendre et suppteémarontraintes dues a une organisation

193



CHAPITRE V : Matériel et Méthodes

cristalline. Ses résidus qui different de ceux ddochrome a modéliser sont ensuite
remplacés par ceux du cytochrome en question, #sant le module Biopolymer. La
structure est ensuite a nouveau minimisée pounshia modele du CYP 2C09.

V.G.3 Modélisation de la structure 3D de molécules

Des modeles de structures 3D de molécules dontdetgre RX ne figurent pas dans la
« Cambridge Structural Database » peuvent étrertitssen suivant la méthode :
1. construction de la molécule en utilisant le mMed&uilder ;
2. calcul de ses charges partielles en utilisantdemules d’Ampac ;
3. minimisation de la structure de la moléculedseh méthode décrite chap. V.G.1).

V.G.4 « Docking » de substrats et inhibiteurs dans les rdeles de structures 3D des
CYP 2C9 et 2C8

Les substrats et inhibiteurs dont la structure 3Deatraite de la « Cambridge Structural
Database » ou construite (selon la méthode déaut@aragraphe précédent) sont insérées
manuellement dans le site actif du modéle 3D doatybme, en tenant compte des données
biochimiques (site d’oxydation proche de 'hémenad dont la distance au fer est connue).
Une zone des résidus de I'hnémoprotéine & moins5dé He la molécule est définie. Le
complexe molécule — cytochrome est minimisé (mé&hoécrite en V.G.1) en ne bougeant
que les résidus dans cette zone (les autres résidieme sont fixés). Une méthode permet
ensuite de rechercher des positions d’interactiapgimales de la molécule avec
I'némoprotéine (des minima d’énergie), en répétdat fagon itérative les trois étapes
suivantes :

1. déplacement aléatoire de la molécule dansdeastif de I’hémoprotéine (par translation et

rotation).

2. minimisation du complexe molécule — cytochromenime ci-dessus), pour rechercher le

minimum d’énergie le plus proche.

3. enregistrement de la position finale si elldédd suffisamment des positions précédentes
retenues.

V.G.5 Construction d’'un « pharmacophore »

Un pharmacophore de substrats de cytochromes P4%@ressemble des motifs communs
a ces substrats qui interagiraient avec I'hnémopretéCes motifs sont déterminés en
superposant les substrats, selon des points définoieme les sites d’oxydation connus),
grace a la fonction «Transform - Superimpose »sitjint11.

V.G.6 Réalisation des images de modélisation

Les images de modélisation ont été réalisées suodgciels de visualisation RasTop 2.0
ou ViewerLite 4.2 (MSI), a partir de fichiers pdb.
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Annexe A : Expression hétérologue de P450 humains

Les P450 sont présents dans tous les tissus, doest extrémement complexe d’étudier
des formes individuelles sur organes entiers. L'impinhibition est la seule méthode simple
et efficace pour déterminer le role de chaque rsadodans le métabolisme in situ d’'un
médicament. Or, pour produire des anticorps spg@8, il faut disposer de P450 purifiés en
grandes quantités.

Les techniques classiques de purification de P45pa@ir de tissus humains ont
rapidement posé probleme. En effet, elles sontrpptoductibles et le matériel de départ ,
(les tissus humains) est disponible en quantitééden De plus, I'isolement des différentes
isoenzymes est difficile en raison des similitudedeurs caractéristiques physicochimiques.
Enfin, certaines isoformes peu exprimémsvivo ne peuvent pas étre purifiées avec des
rendements suffisants, méme apres induction. L'¢erme de la biologie moléculaire a
permis de s’affranchir de ces problemes avec leldppement de systemes d’expression
hétérologue.

Aujourd’hui, il existe des systémes d’expressianés stables ou transitoires; le vecteur
porteur de 'ADNc du P450 est transfecté dans uelkule héte qui peut étre procaryote
(bactéries), eucaryote inférieur (levures), ou egata supérieur (cellules d’insectes ou de
mammiféres). Dans ces cellules hétes, le niveaprdéuction de P450 endogénes doit étre
négligeable par rapport a la production hétérologue

Unité d'expression du P450 Vecteur Hote
I I I I
Episomaux Bactérie
. marqueur de Levure
origine de sélection
réplication Eucaryotes
. supérieurs
}aromoteur terminateur
Intégratifs\ marqueur de
sélection
Em— -
Levure
ADNc de P450 \/
. Eucaryotes
séquences permettant supérieurs
l'intégration au sein
des chromosomes

Figure 72 : Les principes de I'expression hétérolog ue de cytochromes P450.

Les avantages respectifs des différents systenmsdgterminés a partir de deux criteres
principaux (tableau 1):
- la technique de purification (facilit¢ de manipulation, temps et colt des ceku
rendement de purification).
- I'expression du P450 dans le systeme choisi par fagrt aux conditions humaines.
L’expression d’'un ADNc de P450 de mammifere fonutiel passe par des étapes critiques.
L’heme non lié de maniére covalente a la protéster@s en place en cours de synthese. Les
P450 humains sont membranaires et nécessitent wirommement lipidique propice a leur
stabilité¢ et leur activité -catalytique. Les P450ndiionnent avec un partenaire
d’oxydoréduction, comme la cytochrome P450 rédegtégalement membranaire.
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Le choix du systéme d’expression s’effectuera arction du type d’étude a réaliser :
cristallographique, biochimique, pharmacologiquegadicologique.

Les systémes qui produisent de grandes quantité=ts@ (E. coli, Baculovirus/cellules
d’insectes, levure) seront utilisés pour des étudastallographiques ou biochimique

(structure/activité).

Les systemes qui se rapprochent le plus des conditiumaines (cellules de mammifére)
seront privilégiés pour les études pharmaco-tozgigues.

Cellules d'insectes

Cellules de mammiféres

Micro-ganismes

SF9 Systémes Sys'ger_nes Levure E coli

stables | transitoires
Facilité de manipulation ++ + + +++ ++++
Temps de culture Quelques semaines  Quelques Quelques 2 a 3jours Quelques

semaines| semaines heures
Stabilité du systéme ++ + - ++++ ++++
Rendement +++ + ++ +++ ++++
Céut ++++ ++++ ++++ ++ +
Cultures a grande échellg + + + +++ ++++
Modifications post- +++ ++++ ++++ ++ +
traductionnelles

Avantage principal

gellules de mammiferes Trés forts rendements, faihle
hauts rendements denvironnement le plysout, facilité de

production : un proche des conditionsnanipulation, extrapolable
compromis entre la| humaines pour des étuddacilement en cultures a
levure et les cellulesde toxicologie grande échelle

de mammifere

Systéme eucaryote

Inconvénient principal

Moins adapt&ysteme
pour les études procaryote
toxicologiques | problemes
que les celluleg de
de mammiferes protéolyse
et de corps
d'inclusion

Cout et temps des cultures

Tableau 45 : Caractéristiques des différents systéem  es d’expression hétérologue.

A.1 Expression dans les cellules de mammiféres

Ces systemes sont a priori les plus adéquats fEpréssion d’ADNc de P450 humains
car les cellules de mammiferes possédent toutedehmerie cellulaire nécessaire a une
bonne traduction et a des modifications post-tradagoelles correctes. De plus, les cellules
hotes utilisées possedent des partenaires redagenes capables de soutenir I'activité des
P450s.

L’expression de P450 dans ces systémes peut &usttire ou stable.

* Expression transitoire

Des vecteurs réplicatifs, portant I'origine deliggdion du virus SV40 ou dérivés de virus
de la vaccine sont transfectés respectivement dasscellules COS (dérivées de reins de
singes verts) ou HepG2 (cellules humaines d’embagbdes) (Gonzalez and Gelboin, 1991)
(Zuber et al., 1986). Le taux d’expression de Pd&bs les cellules COS est faible, entre 5 et
10 pmoles de P450 par mg de protéines (Clark anteidan, 1991) et tres variable selon
I'efficacité de transfection. Ces cellules sonttaut utilisées pour des études de localisation
cellulaire de protéines induites. Les cellules H2p@&ansfectées expriment entre 10 et 20
pmoles de P450 par mg de protéines. Aoyama et alerifié dans un tel systeme les
isoformes de P450 responsables du métabolisméfilattxine B1 (Aoyama et al., 1990).
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* Expression stable

Un deuxieme type de systeme, permettant une esiprestable, utilise les lignées
cellulaires V79 (dérivée de fibroblastes du pounddmamster chinois) et AHH-1 (cellules
lymphoblastiques B humaines) (Crespi et al., 1993)s cellules, V79 et AHH-1, sont
transfectées respectivement a l'aide de vecteuggratifs portant le promoteur du virus
SV40 (Doehmer and Oesch, 1991) ou de vecteurscadiii multicopie dérivés du virus
d’Epstein-Barr (Crespi et al., 1993). Elles somiraonment utilisées en toxicologie pour des
études de mutagenese car elles possedent un maggrettique (gene de I'hypoxanthine-
guanine-phosphoribosyl-transférase) dont I'inattbrainduit une résistance a la cytotoxicité
de la 6-thioguanine.

Ces systemes d’expression dans les cellules demmf@ra sont adaptés a des études
biochimiques et pharmaco-toxicologiques car ilsrfiigasent un environnement trés proche
des conditions humaines. Cependant, leurs pringi@eonvenients résident dans le faible
niveau d'expression (de 5 a 50 pmoles de P450/mgro&ines), des conditions de
manipulation contraignantes (niveau de sécuritédir23i que le codt et la durée des cultures.

A.2 Expression dans les cellules d’insectes

Certains laboratoires utilisent des cellules @dotes SF9 transfectées par un bacculovirus
recombinant pour I'expression de P450 (Gonzaleal.et1991). Les cellules d’insectes ne
synthétisent pas assez de réductase et d’hemepRBllier & ces inconvénients, le P450 et la
réductase sont coexprimés et un précurseur d’hsimegauté au milieu de culture (Assefa A.
1989). Dans ces conditions, les P450 hétérolognesim niveau d’expression (jusqu’a 700
pmol/mg de protéines) et des activités spécifiglegées (Gonzalez et al., 1991).

Ce systeme est actuellement celui qui offre lellew&i rendement de P450 par cellule
(Barnes et al., 1994). Il est tres utile pour digtedes métabolites minoritaires en raison de
I'activité spécifique élevée des P450 produits. €delant, la cytochrome P450 réductase est
surexprimeée par rapport au P450 : des coexpresd®Rg50 réductase et de P450 conduisent
a des rapports molaires P450 réductase/P450 dec&@i est 100 fois supérieur au rapport
molaire du foie humain d’environ 1/10 (Lee et 41995). Ce systéme n’est donc pas tres
représentatif du fonctionnement physiologique d¥® Ql est utilisé principalement pour la
purification de ces enzymes pour études structsietléa préparation de métabolites.

A.3 Expression dansEscherichia coli

L’expression de P450 humains ddascoli présentent plusieurs avantages : la facilité de
manipulation génétique, le faible colt et la ragidies cultures ainsi qu’'un haut niveau
d’expression (500 nmoles de P450 par litre de oeilt200 a 1000 pmoles de P450 par mg de
protéines).

Plusieurs optimisations ont été nécessaires pdemdte un tel niveau d’expression
(Barnes, 1996):

» des modifications de la séquence N-terminale des AP n'affectant pas les propriétés
catalytigues du P450 exprimé. Le deuxiéme acidem@mst changé en alanine, résidu présent
dans la plupart des protéines exprimées dansoli. Des mutations silencieuses des huit
premiers codons augmentent la richesse en A, T clathes région, limitant ainsi la formation
de structures secondaires inhibitrices de TARNmM

e des optimisations des vecteurs d’expression@ar exemple, choix d'un promoteur
inductible)

e des optimisations des conditions de culture
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En général, les cultures sont maintenues a une éeype inférieure a 30°C pendant
'induction; dans certains cas, l'addition dun quéseur de I'héme, [I'acided
aminolévulinique permet d’augmenter le rendemeexpfession du P450.

Ce systeme est adapté a la production d'anticoques études biochimiques
(structure/activité), spectroscopiques et cristgphigues mais pas aux études
pharmacologiques. En effet, il présente certaineriménients liés a I'expression de protéines
membranaires.

L’héte bactérien possede des mécanismes traduet®eh post-traductionnels différents
d’'une cellule eucaryote qui peuvent conduire aolanftion de corps d’inclusion (agrégats
insolubles). De plug. coli est dépourvu de réticulum endoplasmique et dechytone P450
réductase endogene ce qui pose probleme pour ¢'éfadctionnelle directe de P450
membranaires. Les P450 produitans E. colisont inactifs mais peuvent étre purifiés en
grande quantité pour des études structuralesceistallogenese.

Des systemes ont été reconstitués a partir de REsinbinants et de P450 réductase
purifiée afin de restaurer une activité pour desl€s biochimiques (rapports réductase/P450
= 10/1). lls offrent une grande souplesse pouttifojzation de 'activité catalytique des P450
mais les compositions lipidiques de ces systemesenstitués sont tres différentes des
membranes physiologiques. Plus récemment, diffésestratégies ont été adoptées pour
obtenir une expression fonctionnelle directe du@Pd3a membrane plasmiqueEdtoli. La
réductase est coexprimée avec un P450 humain leantideux plasmides distincts (Blake et
al., 1996; Pritchard et al., 1998) ou un seul pldsnportant le P450 et la réductase sous
forme biscistronique (Dong and Porter, 1996; Blakal., 1996; Chun et al., 1996; Shet et al.,
1997; Parikh and Guengerich, 1997) ou comme preséile fusion (Fisher et al., 1992 ; Shet
et al., 1997). Dans ces conditions, I'activité dib@ est détectable sur cellules entieres ce qui
offre la possibilité d’utiliser les bactéries comnbéréacteurs pour la biosynthése de
métabolites.

A.4 Expression dans la levuré&Saccharomyces cerevisiae

La levure est un bon compromis entre les celldesmammiféres et les bactéries
(Pompon et al., 1997). En effet la levure préséedemémes avantages en terme de culture
queE. coli: la rapidité de croissance, la facilité de mala@pan et un codlt de production
modéré. Contrairement aux bactéries, la levureiestucaryote unicellulaire qui possede une
compartimentation cellulaire et des processus fadtictionnels similaires aux cellules
humaines (clivage de la méthionine Nterm, acémafilterm, phosphorylation) a quelques
exceptions pres (les glycosylations post-traducities par exemple). Elle posséde une
cytochrome P450 réductase endogéne qui peut sdevidonneur d'électrons aux P450
hétérologues sans passer par un systeme reconktaagvité des P450 endogénes n’est pas
détectable spectralement et interfere donc raremart celle des P450 recombinants.

Pour toutes ces raisons, la levure représent@tenchoix pour I'expression hétérologue
de protéines membranaires telles que les P450eleements obtenus (25 a 150 pmoles de
P450 /mg de protéines) sont en outre suffisants @avisager une production industrielle.

L’expression des P450 dafss cerevisiaea commencé des 1985 (Oeda et al., 1985).
Depuis, les systemes d’expression ont été amélidbéms les systemes de premiere
génération, seul le P450 était exprimé, la cytorterd®450 réductase étant celle de la cellule
hote (Oeda et al., 1985; Brian et al., 1989). Deaws systemes, le niveau d’expression des
P450 était assez bas (80 pmoles/mg protéineskseddivités spécifiques mesurées étaient
faibles en raison de la faible quantité de cytosted?450 réductase endogene. Pour pallier a
ces inconveénients, des systemes de deuxiéme sietr@ générations ont été développés.
Différentes stratégies ont été envisagées afingenter la quantité de cytochrome P450
réductase et de ce fait I'activité des P450 recaamis :
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* [|'expression de protéines de fusion P450 hétérologliP450 réductase ce type de
construction artificielle donne des activités sfigaes 10 fois plus importantes (Yabusaki et
al., 1988).

* la coexpression du P450 et de la P450 réductaserattuits sur le méme vecteur. cette
construction a I'avantage de donner des niveauxpdéssion équivalents de P450 et P450
réductase (Eugster et al., 1992).

» la construction de souches de levure modifiées supmrimant la cytochrome P450
réductase de levure (Truan et al., 1993pu la cytochrome P450 réductasdnumaine
(systéme de troisieme génération) (Urban et al93)l9L'’intégration génomique de la
cytochrome P450 réductase a permis de contournproleléme d’instabilité posé par les
systemes précédents. La cytochrome P450 réduceadevdre couple parfois mal avec
certaines isoformes de P450 humains ce qui a séigtgrconstruction de levures
recombinantes surexprimant la cytochrome P450 tadadumaine.

Des souches de levure surexprimant la cytochro#s@ Reductase de levure W(R) ou la
cytochrome P450 réductase humaine W(hR) ont étélalgwées au laboratoire de Denis
Pompon (IGM, Gif sur Yvette) (Pompon et al., 1996pus les utiliserons pour I'expression
hétérologue des CYP2C (cf. partie V.A.4 du Maté&ieMéthodes).
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Annexe B : Les acides aminés et leurs propriétés

OH
% X L
HaN COOH N COOH HzN COOH
Glycine (Gly, G} Alanine {Ala, A) Serine (Ser, S)
MW: 57.05 MW: 71.09 MW: 87.08, pK 4 ~ 16
HQN\I/:EOOH I;OH j\)COOH
Valine {Val, V) Leucine (Leu, L) Isoleucine (lle, 1)
MW: 99.14 MW: 113.16 MW: 113.16
H
N
COOH COOH HzN COOH
Phenylalanme (Phe, F) Tyrosme (Tyr, Y) Tryptophan {Trp, W)
MW: 147.18 MW: 163.18 MW: 186.21
HNR
ﬁ ;
—
COOH COOH HoN"~ ~COOH

Asparagine (Asn, N)
MW: 114.11

Glutamine {GIn, Q)
MW: 128.14

Histidine (His, H)
MW: 137.14, pK 5 = 6.04

Figure 73 : Structure des acides aminés, masses mol

COOH

X
HzM

Threonine (Thr, T)
MW: 101.11, pK4 ~ 16

S/

H,N~ ~COOH

Methionine (Mat, M)
MW: 131.19

CH
H,N” ~COOH

Aspartic Acid (Asp, D)
MW: 115.09, pK 3= 3.9

MH*

H,N” ~COOH

Lysine (Lys, K}

MW: 128.17, pK 5= 10.79

SH

L

HeN~ ~COOH

Cysteine {Cys, C}
MW: 103.15, pK 5= 8.35

),

Proline {Pro, P}
MW: g7.12

COoaH

H,N~ ~COOH

Glutamic Acid (Glu, E)
MW: 129.12, pK 5= 4.07

\f

MNH

HaN . NH,*

H,N~ ~COOH

Arginine (Arg, R}
MW: 156.19, pK 5= 12.48

éculaires et pKa.

Hw
#Arg 3
Lys Gl
Asp Glu His Agfn
Tr|
Twr P
By, -1 1 2 KD
Phe
Leu
3 wal i
¥
Figure 74 : Hydrophobicités relatives des acides am  inés. KD=
Kyle-Doolittle, HW=indice d’hydrophilie de Hoop et Wood.
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Figure 75 : Echelle de polarité des différents acid  es aminés. M=masse molaire, P=indice
de polarité (differences d’énergie libre lors du passage d’'un solvant apolaire & un solvant
polaire).

Residue  Van der Waals  Frequency

mass?® volume?® in proteins®

Residue  (daltons) (A3) (%)
Ala (A) 71.09 67 23
Arg (R) 156.19 148 5.7
Asn (N) 114.11 b6 4.4
Asp (1)) 115.09 91 5.3
Cys (C) 103.15 26 1.7
Gln (Q) 128.14 114 4.0
Glu (E) 129,12 109 6.2
Gly (G) 57.05 48 7.2
His (H) 137.14 118 2.2
Ie (I} 113.16 124 5.2
Leu (L) 113.16 124 9.0 -
Lys (K) 128.17 135 5.7
Met (M) 131.19 124 2.4
Phe (F) 147.18 135 ER:
Pro (P) 97.12 90 5.1
Ser (S} 87.08 73 6.9
Thr (T} 101.11 93 5.8
Trp (W} 186.21 163 1.3
Tyr (Y) 163.18 141 3.2
Val (V) 99.14 105 6.6
Weighted 119.40 161

average?

Tableau 46: Volumes de Van der Waals des différents acides aminés.
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Annexe C : Alignement de séquence des CYP2

Références des différents CYP dans Swissprot

CYP2E1 homme P05181
CYP2D1 rat P10633

CYP2D6 homme P10635
CYP2C9 homme P11712
CYP2C19 homme P33261
CYP2C18 homme P33260
CYP2C8 homme P10632
CYP2C5 lapin P00179

CYP2B4 lapin P00178
CYP2B5 lapin P12789
CYP2B11 chien P24460
CYP2B6 homme P20813
CYP2B2 rat P04167
CYP2B1 rat P00176
CYP2A4 souris P15392
CYP2A5 souris P20852

CYP2C2 lapin P00181
CYP2C3 lapin P00182

CYP2A6 homme P11509

Les acides aminés étudiés par mutagenése et qui son

t importants pour

le fonctionnement catalytique du CYP2C9 sont indiqu €s en rouge.
Les acides aminés du CYP2C5 et du CYP2C9 en contact avec les
substrats d’'apres les structures RX sont indiquées en vert.

Ces données confirment I'importance des SRS définis

la reconnaissance des substrats par les CYP2.

par Gotoh dans

2E1  ---eemeeeeee- MSALGV-----TVALLVWAAFLLLVSMWRQVH SSWNLPPGPFPLPII 42
2D1 - MELLNGTGLW-SMAIFTVIFILLVDLMHRRH RWTSRYPPGPVPWPVL 46
2D6 - MGL---EALV-PLAVIVAIFLLLVDLMHRRQ RWAARYPPGPLPLPGL 43
2C9 MDS LVVLVLCLSCLLLLSLWRQS SGRGKLPPGPTPLPVI 39
2C19 MDP FVVLVLCLSCLLLLSIWRQS SGRGKLPPGPTPLPVI 39
2C18 MDP AVALVLCLSCLFLLSLWRQS SGRGRLPSGPTPLPII 39
2C8 MEP FVVLVLCLSFMLLFSLWRQS CRRRKLPPGPTPLPII 39
2C5 MDP VVVLVLGLCCLLLLSIWKQN SGRGKLPPGPTPFPII 39
2C2 MDL VVVLGLCLSCLLLPSLWKQS HGGGKLPPGPTPFPIL 39
2C3 MDL LIILGICLSCVVLLSLWKKT HGKGKLPPGPTPLPVV 39
2B4 MEFS LLLLLAFLAGLLLLLFRGHP KAHGRLPPGPSPLPVL 40
2B5 MEFS LLLLLAFLAGLLLLLFRGHP KAHGRLPPGPPPLPVL 40
2B11 MELS VLLLLALLTGLLLLMARGHP KAYGHLPPGPRPLPIL 40
2B6 MELS VLLFLALLTGLLLLLVQRHP NTHDRLPPGPRPLPLL 40
2B2 MEPS ILLLLALLVGFLLLLVRGHP KSRGNFPPGPRPLPLL 40
2B1 MEPT ILLLLALLVGFLLLLVRGHP KSRGNFPPGPRPLPLL 40
2A4 - MLTSGLL----LVAAVAFLSVLVLMSVWKQR KLSGKLPPGPTPLPFV 43
2A5 e MLTSGLL----LVAAVAFLSVLVLMSVWKQR KLSGKLPPGPTPLPFI 43
2A6  -mmmeeeee- MLASGML----LVALLVCLTVMVLMSVWQQR KSKGKLPPGPTPLPFI 43

SRS1
2E1  GNLFQLELKNIPKSFTRLAQRFGPVFTLYVGSQRMVVMHGYK&ALLDYKDEESGRGD 102
2D1 GNLLQVDLSNMPYSLYKLQHRYGDVFSLQKGWKPMVIVNRLBEVLVTHGEDTADRPP 106
2D6  GNLLHVDFQNTPYCFDQLRRRFGDVFSLQLAWTPVVVLNGLREXLVTHGEDTADREP 103
2C9 GNILQIGIKDISKSLTNLSKVYGPVFTLYFGLKPIVVLHGYEAV KEALIDLGEEFS®GI i 99
2C19 GNILQIDIKDVSKSLTNLSKIYGPVFTLYFGLERMVVLHGYEVXEALIDLGEEFSGRB: 99
2C18 GNILQLDVKDMSKSLTNFSKVYGPVFTVYFGLKPIVVLHGYEREALIDHGEEFSGGS: 99
2C8 GNMLQIDVKDICKSFTNFSKVYGPVFTVYFGMNPIVVFHGYEKEALIDNGEEFSGRGN 99
2C5 GNILQIDAKDISKSLTKFSECYGPVFTVYLGMKPTVVLHGYEAKEALVDLGEEFAGTGS 99
2C2 GNVLQLDFKDLSKSLTNLSKVYGPVFTVYLGMKPTVVVHGYEKEALVDLGHELSGRSR 99
2C3  GNLLQLETKDINKSLSMLAKEYGSIFTLYFGMKPAVVLYGYEGKRALIDRGEEFSGRGI: 99
2B4 GNLLQMDRKGLLRSFLRLREKYGDVFTVYLGSRPVVVLCGTBRAEALVDQAEAFSGRGK 100
2B5 GNLLQMDRKGLLRSFLRLREKYGDVFTVYLGSRPVVVLCGTBRAEALVDQAEAESGRGK 100
2B11 GNFLQMDRKGLLKSFLRLQEKYGDVFTVYLGPRRTVMLCGIREALVDNAEAEFSGRGK 100
2B6 GNLLOQMDRRGLLKSFLRFREKYGDVFTVHLGPRPVVMLCGVEBALVDKAEAESGRGK 100
2B2 GNLLQLDRGGLLNSFMQLREKYGDVFTVHLGPRPVVMLCGTKHALVGQAEDEFSGRGT 100
2B1 GNLLQLDRGGLLNSFMQLREKYGDVFTVHLGPRPVVMLCGTKHALVGQAEDESGRGT 100
2A4  GNFLQLNTEQMYNSLMKISQRYGPVFTIYLGSRRIVVLCGQEKEALVDQAEEEFSGRGE 103
2A5 GNFLQLNTEQMYNSLMKISQRYGPVFTIYLGPRRIVVLCGQEK¥ALVDQAEEEFSGRGE 103
2A6 GNYLQLNTEQMYNSLMKISERYGPVFTIHLGPRRVVVLCGHORBALVDQAEEEFSGRGE 103
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2E1
2D1
2D6
2C9
2C19
2C18
2C8
2C5
2C2
2C3
2B4
2B5
2B11
2B6
2B2
2B1
2A4
2A5
2A6

2E1
2D1
2D6
2C9
2C19
2C18
2C8
2C5
2C2
2C3
2B4
2B5
2B11
2B6
2B2
2B1
2A4
2A5
2A6

2E1
2D1
2D6
2C9
2C19
2C18
2C8
2C5
2C2
2C3
2B4
2B5
2B11
2B6
2B2
2B1
2A4
2A5
2A6

SRS1

<<

LPAFHAHRD-----RGIIFNNGPTWKDIRRFSLTTLRNYGMGKQ------- G NESRIQRE 150
PIFKCLGVKPRSQGVILASYGPEWREQRRFSVSTLRTFGMGKK--SLEEWVTKE 159
P|ITQILGFGPRSQGVFLARYGPAWREQRRFSVSTLRNLGLGKK--SLEQWVTEE 156
FPLAERANRG----FGI VFSNGKKWKEIRRFSLMTLRNFGMGKR------- SIEDRVQEE 148
FPLAERANRG----FGIVFSNGKRWKEIRRFSLMTLRNFGMGKR----SIEDRVQEE 148
FPVAEKVNKG----LGILFSNGKRWKEIRRFCLMTLRNFGMGKR-----SIEDRVQEE 148
SPISQRITKG----LGIISSNGKRWKEIRRFSLTTLRNFGMGKR  ------- SIEDRVQEE 148

VPI LEKVSKG----LGlI AFSNAKTWKEMRRFSLMTLRNFGMGKR------- SIEDRIQEE 148
FEVTAKLNKG----F GVIFSNGKRWTETRRFSLMTLRNFGMGKR------- SIEERVQEE 148
FPVFDRVTKG----LGI VFSSGEKWKETRRFSLTVLRNLGMGKK------- TIEERIQEE 148
IAVVDPIFQG----YGV | FANGERWRALRRFSLATMRDFGMGKR------- SVEERIQEE 149
IAVVDPIFQG----YGV FFANGEHWRALRRFSLATMRDFGMGKR------- SVEERIQEE 149
IAVVEPVFQG----YGV VFANGERWKTLRRFSLATMRDFGMGKR------- SVEERIQEE 149
IAMVDPFFRG----YGVIFANGNRWKVLRRFSVTTMRDFGMGKR----SVEERIQEE = 149
IAVIEPIFKE----YGVIFANGERWKALRRFSLATMRDFGMGKR ------- SVEERIQEE 149
IAVIEPIFKE----YGVIFANGERWKALRRFSLATMRDFGMGKR ------- SVEERIQEE 149

QATFDWLFKG---YGlI AFSSGERAKQLRSFSIATLRDFGVGKR------- GIEERIQEE 152
QATFDWLFKG----YGV VFSSGERAKQLRRFSIATLRDFGVGKR------- GIEERIQEE 152
QATFDWVFKG----YGVVFSNGERAKQLRRFSIATLRDFGVGKR-----GIEERIQEE 152

AHFLLEALRKTQGQP--FDPTFLIGCAPCNVIADILFRKHFD-Y NDEKFLRLMYLFNENF 207
AGHLCDAFTAQAGQS--INPKAMLNKALCNVIASLIFARRFE-YEDPYLIRMVKLVEESL 216
AACLCAAFANHSGRP--FRPNGLLDKAVSNVIASLTCGRRFE-DDPRFLRLLDLAQEGL 213
ARCLVEELRKTKASP--CDPTFILGCAPCNVICSIIFHKRFD-Y KDQQFLNLMEKLNENI 205
ARCLVEELRKTKASP--CDPTFILGCAPCNVICSIIFQKRFD-Y KDQQFLNLMEKLNENI 205
ARCLVEELRKTNASP--CDPTFILGCAPCNVICSVIFHDRFD-YKDQRFLNLMEKFNENL 205
AHCLVEELRKTKASP--CDPTFILGCAPCNVICSVVFQKRFD-YKDQNFLTLMKRFNENF 205
ARCLVEELRKTNASP--CDPTFILGCAPCNVICSVIFHNRFD-Y KDEEFLKLMEBNE\V: 205

AHCLVEELRKTNASP--CDPTFILGAAPCNVICSVIFQNRFD-Y TDQDFLSLMGKFNENF 205
ALCLIQALRKTNASP--CDPTFLLFCVPCNVICSVIFQNRFD-Y DDEKFKTLIKYFHENF 205
ARCLVEELRKSKGAL--LDNTLLFHSITSNIICSIVFGKRFD-Y KDPVFLRLLDLFFQSF 206
ARCLVEELRKSKGAL--LDNTLLFHSVTSNIICSIVFGKRFD-Y KDPVFLRLLDLFFQSF 206
AQCLVEELRKTEGVL--QDPTFFFHSMTANIICSIVFGKRFG-YKDPEFLRLMNLFYVSF 206
AQCLIEELRKSKGAL--MDPTFLFQSITANIICSIVFGKRFH-Y QDQEFLKMLNLFYQTF 206
AQCLVEELRKSQGAP--LDPTFLFQCITANIICSIVFGERFD-Y TDRQFLRLLELFYRTF 206
AQCLVEELRKSQGAP--LDPTFLFQCITANIICSIVFGERFD-Y TDRQFLRLLELFYRF 206

AGFLIDSFRKTNGAF--IDPTFYLSRTVSNVISSIVFGDRFD-Y EDKEFLSLLRMMLGS 209

AGFLIDSFRKTNGAF--IDPTFYLSRTVSNVISSIVFGDRFD-Y EDKEFLSLLRMMLGS 209

AGFLIDAHRGTGGAN--IDPTFFLSRTVSNVISSIVFGDRFD-Y KDKEFLS;LLRMML F

H LLSTPWLQLYNNFPSFLHYLPGS
TEVSGFIPEVLNTFP-ALLRIPGLADKV:
KE ESGFLREVLNAVP-VLLHIPALAG
KILSSPWIQICNNFSPIIDYFPGTHNKL
RIVSTPWIQICNNFPTIIDYFPGTHNKL
RILSSPWIQVCNNFPALIDYLPGSHNE
RILNSPWIQVCNNFPLLIDCFPGTHNK
Rl LSSPWQVYNNFPALLDYFPGIH
KILNSPWVQFCNCFPILFDYFPGSHRI
ELLGTPWIQLYNIFP-ILHYLPGSHRQL
SLISSFSSQVFELFPGFLKHFPGTHRG
SLISSFSSQVFELFPGFLKHFPGTHRG
ALISSFSSQMFELFHSFLKYFPGTHRC
SLISSVFGQLFELFSGFLKYFPGAHRG
SLLSSFSSQVFEFFSGFLKYFPGAHR
SL LSSFSSQVFEFFSGFLKYFPGAE
QFTATSMGQVYEMFSSVMKHLPGPQ
QFTATSMGQLYEMFSSVMKHLPGPQ

SRS3
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HRKVIKNV
FQGQKTF
KVLRFQK
LKNVAFM
LKNLAFM
IAENFAYI
VLKNVALT
KTLLKADY!
AVKNIFY
FKNIDGQI
IYRNLQEI
IYRNLQEI
VYNNLQE:
VYKNLQE
)ISKNLQE
HRQISKNL
QQAFKEL
QQAFKEL(

QFTSTSTGQLYEMFSSVMKHLPGPQ

AEVKE----YVSERVKEHHRBNCP- 262
MA----LLD NLLAENRTTWDPAQPP 271
AFLT----QLDELLTEHRMTWAQPP 268
KS----YILEKVKEHQESMDMNNP- 260
ES----DIL EKVKEHQESMDINNP- 260
KS----YVL ERIKEHQESLDMNSA- 260
RS----YIR EKVKEHQASLDVNNP- 260
KN----FIMEKVKEHEKLLDVNNP- 260
KN----YIT EQIKEHQKSLDINNP- 260
K----FIL EKVQEHQESLDSNNP- 259
NT----FIG QSVEKHRATLDPSNP- 261
NT----FIG QTVEKHRATLDPSNP- 261
IKA----FI ARMVEKHRETLDPSAP- 261
NA----YIG HSVEKHRETLDPSAP- 261
LD----YIG HIVEKHRATLDPSAP- 261
JEILD----YIGHIVEKHRATDPSAP- 261
QGLED----FRKVEHNQRTLDPNSP- 264
JGLED----FIKKVEHNQRTLDPNSP- 264

QQAFQLLG
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GLED----FIKKVEHNQRTLDPNSP- 264
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2E1
2D1
2D6
2C9
2C19
2C18
2C8
2C5
2C2
2C3
2B4
2B5
2B11
2B6
2B2
2B1
2A4
2A5
2A6

2E1
2D1
2D6
2C9
2C19
2C18
2C8
2C5
2C2
2C3
2B4
2B5
2B11
2B6
2B2
2B1
2A4
2A5
2A6

SRS4

RDLTDCLLVEMEKEKHSAERLYTMDGITVT----VADLFFAGTETTSTTLRYGLLILMKY
RNLTDAFLAEVEKAKGNPESSFNDENLRMV----VVDLFTAGMVTATTLTWALLLMILY
RDLTEAFLAEMEKAKGNPESSFNDENLRIV----VA DLFSAGMVTTSTTLAWGLLLMILH
QDFIDCFLMKMEKEKHNQPSEFTIESLENT----AV  DLFGAGTETTSTTLRYALLLLLKH
RDFIDCFLIKMEKEKQNQQSEFTIENLVIT----AADLLGAGTE TTSTTLRYALLLLLKH
RDFIDCFLIKMEQEKHNQQSEFTVESLIAT----VTDMFGAGTETTSTTLRYGLLLLLKY
RDFIDCFLIKMEQEKDNQKSEFNIENLVGT----VADLFVAGTE TTSTTLRYGLLLLLKH
RDFIDCFLIKMEQENN---LEFTLESLVIA----V SOLFGAGTERTSTTLRYSLLLLLKH
RDFIDCFLIKMEQEKCNQQSEFTIENLLTT----VSDVFMAGTE TTSTTLRYGLLLLMKH
RDFVDHFLIKMEKEKHKKQSEFTMDNLITT----IWDVFSAGTD TTSNTLKFALLLLLKH
RDFIDVYLLRMEKDKSDPSSEFHHQNLILT----VLSLFFAGTE TTSTTLRYGFLLMLKY
RDFIDVYLLRMEKDKSDPSSEFHHRNLILT----VLTLFFAGTE TTSTTLRYGFLLMLKY
RDFIDAYLIRMDKEKAEPSSEFHHRNLIDT----AL  SLFFAGTETTSTTLRYGFLLMLKY
KDLIDTYLLHMEKEKSNAHSEFSHANLNLN----TLSLFFAGTE T.TSTTLRYGFLLMLKY
RDFIDTYLLRMEKEKSNHHTEFHHENLMIS----LLSLFFAGTE T.GSTTLRYGFLLMLKY
RDFIDTYLLRMEKEKSNHHT EFHHENLMS----LLSLF FAGTEI'SSTTLRYGFLLMLKY
RDFIDSFLIRMLEEKKNPNTEFYMKNLVLT----TLNLFFAGTE TVSTTLRYGFLLLMKY
RDFIDSFLIRMLEEKKNPNTEFYMKNLVLT----TLNLFFAGTE TVSTTLRYGFLLLMKH
RDFIDSFLIRMQEEEKNPNTEFYLKNLVMT----TLNLFIGGTE TVSTTLRYGFLLLMKH

SRS5
PEIEEKLHEEIDRVIGPSRIPAIKDRQEMPYMDAVVHEIQRFIT LVPSNLPHEATRDTIF

PDVQRRVQQEIDEVIGQVRCPEMTDQAHMPYTNAVIHEV
PDVQRRVQQEIDDVIGQVRRPEMGDQAHMPYTTAVIHEV
PEVTAKVQEEIERVIGRNRSPCMQDRSHMPYTDAVVHEV!
PEVTAKVQEEIERVIGRNRSPCMQDRGHMPYTDAVVHE
PEVTAKVQEEIECVVGRNRSPCMQDRSHMPYTDAVVHE
PEVTAKVQEEIDHVIGRHRSPCMQDRSHMPYTDAVVHEIC
PEVAARVQEEIERVIGRHRSPCMQDRSRMPYTDAVIHEIQ
PEVIAKVQEEIERVIGRHRSPCMQDRSRMPYTDATVHEIQ
PEITAKVQEEIEHVIGRHRSPCMQDRTRMPYTDAVMHEIQ
PHVTERVQKEIEQVIGSHRPPALDDRAKMPYTDAVIHEIQR
PHVTERVQKEIEQVIGSHRPPALDDRAKMPYTDAVIHEIQR
PHIAERIYKEIDQVIGPHRLPSLDDRAKMPYTDAVIHEIQRE
PHVAERVYREIEQVIGPHRPPELHDRAKMPYTEAVIYEIQR
PHVTEKVQKEIDQVIGSHRPPSLDDRTKMPYTDAVIHEIQR
PHVAEKVQKEIDQVIGSHRLPTLDDRSKMPYTDAVIHEIQR
PDIEAKVHEEIDRVIGRNRQPKYEDRMKMPYTEAVIHEIQR
PDIEAKVHEEIDRVIGRNRQPKYEDRMKMPYTEAVIHEIQR

QRIABGDNLPRFT
QRNVBDGMTHM
QBM_PTSLPHA
QRMDSLPHAV
QRYREYNLPHA
JRYSBTGVPHA
RAMMPTN_PHA
RYINPNNVPHTT
RYMIPTSLPHA
LGIPFGVPHT
LANPFGAPHM
-GDLPI GVPHM
FSD PMGVPHI
FADAPIGLPHR
FSD/PIGVPHR
FADPMGLARR
FADPMGLARR

SCDIEV
TSRDIEV
TCDIKF
TCDVKF
/TCDVKF
VTTDTKF
TRDVRF
[ICNLKF
TQDIEF
TKDTQF
VTKDTQF
VTKDICF
/TQHTSF
TKDTMF
/TKDTMF
VTKDTKF
VTKDTKF

VKKDTKF

PEVEAKVHEEIDRVIGKNRQPKFEDRAKMPYMEAVIHEIQRFGIPMSLARR

2E1 RGYLIPKGTVVVPTLDSVLYDNQEFPDPEKFKPEHFLNENG--KFKYSDYFKPFSTGKR

2D1
2D6
2C9
2C19
2C18
2C8
2C5
2C2
2C3
2B4
2B5
2B11
2B6
2B2
2B1
2A4
2A5
2A6

QDFVIPKGTTLIINLSSVLKDETVWEKPHRFHPEHFLDAQG---NFVKHEAFMPFSAGRR
QGFRIPKGTTLITNLSSVLKDEAVWEKPFRFHPEHFLDAQG--HFVKPEAFLPFSAGRR
RNYLIPKGTTILISLTSVLHDNKEFPNPEMFDPHHFLDEGG--- NFKKSKYFMPFSAGKR
RNYLIPKGTTILTSLTSVLHDNKEFPNPEMFDPRHFLDEGG--NFKKSNYFMPFSAGKR
KNYLIPKGMTHTSLTSVLHNDKEFPNPEMFDPGHFLDKSG--NFKKSDYFMPFSAGKR
RNYLIPKGTTIMALLTSVLHDDKEFPNPNIFDPGHFLDKNG--- NFKKSDYFMPFSAGKR
RNYFIPKGTDITSLTSVLHDEKAFPNPKVFDPGHFLDESG--- NFKKSDYFMPFSAGKR
RNYLIPKGTDVLTSLSSVLHDDKEFPNPDRFDPGHFLDASG--NFRKSDYFMPFSTGKR
NGYLIPKGTDIIPSLTSVLYDDKEFPNPEKFDPGHFLDESG--- NFKKSDYFMPFSAGKR
RGYVIPKNTEVFPVLSSALHDPRYFETPNTFNPGHFLDANG--ALKRNEGFMPFSLGKR
RGYVIPKNTEVFPVLSSALHDPRYFETPNTFNPGHFLDADG--ALKRNEGFMPFSLGKR
RGYIIPKGTEVFPILHSALNDPHYFEKPDVFNPDHFLDANG---ALKKNEAFIPFSIGKR
RGYIIPKDTEVFLILSTALHDPHYFEKPDAFNPDHFLDANG--- ALKKTEAFIPFSLGKR
RGYLLPKNTEVYPILSSALHDPQYFDHPDTFNPEHFLDADG---TIKKSEAFMPFSTGKR
RGYLLPKNTEVYPILSSALHDPQYFDHPDSFNPEHFLDANG--ALKKSEAFMPFSTGKR
RDFLLPKGTEVFPMLGSVLKDPKFFSNPKDFNPKHFLDDKG-QFKKSDAFVPFSIGKR
RDFLLPKGTEVFPMLGSVLKDPKFFSNPKDFNPKHFLDDKG-QFKKNDAFVPFSIGKR
RDFFLPKGTEVYPMLGSVLRDPSFFSNPQDFNPQHFLNEKGQFKKSDAFVPFSIGKR
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318
327
324
316
316
316
316
313
316
315
317
317
317
317
317
317
320
320
320

378
387
384
376
376
376
376
373
376
375
377
377
377
377
377
377
380
380
380

435
444
441
433
433
433
433
430
433
432
434
434
434
434
434
434
437
437
437



2E1 VCAGEGLARMELFLLLCAILQHFNLKPLVDPKDIDESPIHIGFGCIPPRYKLCVIPRS-- 493
2D1 ACLGEPLARMELFLFFTCLLQRFSFSVPVGQPRPSTHG-FIFRVAPLPYQLCAVVREQGL 504
2D6 ACLGEPLARMELFLFFTSLLQHFSFSVPTGQPRPSHHGRAFLYSPSPYELCAVPR--- 497
2C9 ICVGEALAGMELFLFLTSILQNFNLKSLVDPKNLDTTPVVNGASVPPFYQLCFIPV--- 490
2C19 ICVGEGLARMELFLFLTFILQNFNLKSLIDPKDLDTTPVVNGFSVPPFYQLCFIPV--- 490
2C18 MCMGEGLARMELFLFLTTILQNFNLKSQVDPKDIDITPIANAFRVPPLYQLCFIPV--- 490
2C8 ICAGEGLARMELFLFLTTILQNFNLKSVDDLKNLNTTAVTKG VSLPPSYQICFIPV--- 490
2C5 MCVGEGLARMELFLFLTSILQNFKLQSLVEPKDLDITAVVNBVSVPPSYQLCFIPI--- 487
2C2 VCVGEALARMELFLFLTAILQNFTPKPLVNPNNVDENPFSGI VRVPPLYRVSFIPV--- 490
2C3 ACVGEGLARMELFLLLTTILQHFTLKPLVDPKDIDRTPVENGF8VPPSYELCFVPV--- 489
2B4 ICLGEGIARTELFLFFTTILQNFSIASPVPPEDIDLTPRESGVG NVPPSYQIRFLAR--- 491
2B5 ICLGEGIARTELFLFFTTILQNFSIASPVPPEDIDLTPRESGVG NVPPSYQIRFLAR--- 491
2B11 ICLGEGIARMELFLFFTTILQNFSVASPMAPEDIDLTPQEIGVALPPVYQISFLSRGGC 494
2B6 ICLGEGIARAELFLFFTTILQNFSMASPVAPEDIDLTPQECGVXIPPTYQIRFLPR--- 491
2B2 ICLGEGIARNELFLFFTTILQNFSVSSHLAPKDIDLTPKESGI AKIPPTYQICFSAR--- 491
2B1 ICLGEGIARNELFLFFTTILQNFSVSSHLAPKDIDLTPKESG IGKI PPTYQICFSAR--- 491
2A4  YCFGEGLARMELFLFLTNIMQNFHFKSTQAPQDIDVSPRLVGFIPPTYTMSFLSR--- 494
2A5 YCFGEGLARMELFLFLTNIMQNFHFKSTQAPQDIDVSPRLVGBFIPPTYTMSFLSR--- 494
2A6 NCFGEGLARMELFLFFTTVMQNFRLKSSQSPKDIDVSPKHVGHARNYTMSFLPR--- 494
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Annexe D : Etudes complémentaires sur une série de mutants
FA476X du CYP2C9

Le mutant du CYP2C9, F476l, a des kcat d’hydraiyta élevées, en particulier avec
I'acide tiénilique. Dans la mesure ou le résiduiegjent du CYP2C5 (F473) se trouve dans le
canal d’acces du solvant au site actif, nous posisupposer que cette augmentation de kcat
pourrait étre due a une améelioration du transfegprdtons au site actif pendant la catalyse.

Pour mieux appréhender ce phénomeéne, nous avoagéed®valuer I'influence de la
nature du résidu 476 sur les activités du CYP2@Zomstruisant une série de mutants F476X
(X=A, W, H, R, E).

D.1 Construction et expression des mutants F476X

Pour construire les mutants F476X, nous avonssétile protocole de mutagénese
préecédemment décrit (Melet et al., 2003). La phelayine 476 a été mutée en :

* Alanine, résidu hydrophobe de plus petite taille fisoleucine

» Tryptophane et histidine, deux autres résidus atigoes qui modifient 'encombrement
stérique (Trp) ou la charge (His) a cette position

* Arginine et acide glutamique, deux résidus chappsitivement ou négativement.

Tous ces mutants ont été exprimés dans la levuiR) Wifais leur niveau d’expression
varie avec la nature de la mutation (Tableau 485 P450 mutés F476A, | et H ont des
niveaux d’expression comparables a ceux du CYP2i/age. Par contre, les mutants
F476R et FA76E sont faiblement exprimés ce qupestsurprenant car naturellement, on ne
retrouve pas de résidu chargé a cette position léansytochromes P450. Le mutant F476W
est également faiblement exprimé sans doute eonrais 'encombrement stérique important
a cette position.

Toutes les préparations microsomales ont un rappoldire réductase/P450 supérieur ou
égal a celui du CYP2C9 : la quantité de réductatedenc en principe suffisante pour le

fonctionnement catalytique des P450 mutés.

CYP P450 Activité réductase
(pmol/mg) nmol cyt.c réduit/min/mg prot.

2C9 40+ 15 510+ 13C

FA76A 23 546

F476l 30+ 15 505+ 100

F476W 13 500

F476H 36 690

F476R 8 470

FA76E 16 787

Tableau 47 : Caractérisation biochimique des micros  omes de levure W(R) exprimant
des mutants du CYP2C9 en position 476 :  niveau d’expression du cytochrome P450 en
pmol par mg de protéines microsomales et activité réductase exprimée en nmol de
cytochrome c réduit par min et par mg de protéines. Les valeurs indiquées pour le CYP2C9
et le mutant F4761 sont les moyennes # I'écart type de trois mesures effectuées sur
différentes préparations microsomales. Les valeurs indiquées pour les autres mutants F476X
correspondent aux moyennes de deux mesures réalisées sur une méme préparation, les
variations entre les deux mesures étant inférieures a 10%.
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D.2 Propriétés catalytigues des mutants F476X

Nous avons comparé les activités catalytiques d&&sahts mutants F476X, a l'aide de
deux substrats classiques du CYP2C9, I'acide tigmelet le diclofénac. Les résultats sont
présentés dans les tableaux 48 et 49.

5-hydroxylation de I'acide tiénilique ®

CYP A?£¥it1é0(()m:;:\/l;) Km (uM) kcat (min ) kcat/Km ®
2C9 5 51 4+2 0,&
FA76A 16 354 202 0,6
F476l 27 46 + 9 362 0,8
FA476W 2 nm© nm nm
F476H 5 9+2 71 0,8

Tableau 48 : Activité spécifique et constantes ciné  tiques de 5-hydroxylation de I'acide
tiéniligue par des microsomes de levure exprimant | e CYP2C9 et ses mutants en
position 476. (a) Les valeurs indiquées représentent les moyennes de trois mesures
indépendantes # I'écart type (b) kcat/Km en min™.uM™. (c) nm = non mesuré ; les constantes
cinétiques de F476W, FA76E et F476R n'ont pas pu étre mesurées par spectroscopie UV-
visible en raison de la trop faible expression de ces mutants.

4'-hydroxylation du diclofénac 5-hydroxylation du diclofénac kcatyon/kcatson

CYP Km (u™m) kcat (min ™) kcat/Km Km (um) kcat (min ™) kcat/Km

2C¢S 15+¢ 53 + 1( 3,8 - <0,1 - > 53(
2C8 109+3 09x0,1 0,008 83+11 32+04 0,04 0,25
FA7T6A 495 60 + 6 1,2 46 + 4 19+2 0,4 3,2
F476l 558 93+2 1,8 72+13 28+3 0,4 3,3
FA7T6W 733 33+3 0,5 102+8 2,5+0,2 0,03 13,2
F476H 71+1 38+ 3 0,5 679 3,6+0,5 0,05 10,6
FA76R 260 £ 10 33x1 0,2 243+26 3904 0,02 8,5
FA7T6E 214 +40 33+1 0,2 20629 6,2+0,1 0,03 5,3

Tableau 49 : Comparaison des propriétés catalytique s du CYP2C9, de ses mutants 476
et du CYP2CS8 vis-a-vis de I'hydroxylation du diclof  énac. (moyenne # I'écart type de 3
mesures indépendantes). Le mode opératoire est détaillé dans le chapitre Matériel et
Méthodes; kcat/Km en min™.uM™.
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Hydroxylation de I'acide tiénilique :

Le mutant F476H a des constantes cinétiques dixytation de I'acide tiénilique
proches de celles du CYP2C9 sauvage. Par contsybistitution de Phe476 en Ala ou lle
(acides aminés non aromatiques) entraine une augtioen conjointe des constantes
cinétiqgues Km et kcat, qui au final modifie peufieacité catalytique de I'enzyme.
Hydroxylation du diclofénac :

Avec le diclofénac, les effets observés sont pampiexes. Toutes les mutations affectent
les Km et les régiosélectivités d’hydroxylation.r Bantre, les kcat de 4’-hydroxylation sont
peu modifiées (excepté pour F476l). Détaillonsdtets des mutations sur les Km puis sur
les kcat, pour I’hydroxylation du diclofénac :

» Effets surles Km

Quel que soit le résidu hydrophobe ou aromatiqbstgué en position 476 (A, I, W, H),

les mutants ont des constantes Km de 4’-hydroxoriagt de 5-hydroxylation relativement

comparables et qui se rapprochent de celles du C8P2

Les mutations F476E et FA76R induisent une augrientiies marquée de la Km de 4'-

hydroxylation du diclofénac et catalysent la 5-loygtation de ce composé avec une Km

comparable a celle de la 4’-hydroxylation.
» Effets sur les kcat

Les mutants F476W, F476H, F476R, FA76E (substiupar des résidus aromatiques

et/ou chargés) ont une kcat de 4’-hydroxylation diclofénac proches de celle du

CYP2C9 et une kcat de 5-hydroxylation proche dieakl CYP2CS.

Les mutants FA476A et F4761 (substitution par degdus aliphatiques hydrophobes) ont

des kcat de 4’ et 5-hydroxylations élevées, les #eaF4761 étant les plus fortes. La kcat

de 4’-hydroxylation est multipliée par deux parpag a celle du CYP2C9 et la kcat de 5-

hydroxylation est augmentée d’un facteur 6 a Yagaport a celle du CYP2CS8.

Discussion :

Les résultats ci-dessus confirment la grande imapod du résidu Phe476 dans la
reconnaissance des substrats par le CYP2C9, di&ga dans le chapitre Il et la publication
correspondante jointe.

* Le replacement de Phe476 par un résidu hydrophobearomatique (F476A et F476I)
conduit, pour les deux substrats étudiés, a urie fargmentation de la Km, d’'un facteur 3 a
9, comme on s’y attend aprés une perte d’interaat® typert-1. Cette augmentation de Km
est associée a une forte augmentation de la kaat lffrydroxylation de I'acide tiénilique
(d’'un facteur 5 a 9), ce qui fait qu’au final I'efhcité catalytique de I'enzyme pour ce substrat
n'est que tres peu modifiée. Ce phénoméne exisssi alans le cas du diclofénac, mais
uniquement pour F4761, ce qui fait que pour ce mutaussi, I'efficacité catalytique n’est
divisée que par deux. La raison de cette forte amgation de kcat n’est pas claire a I'heure
actuelle. Dans la mesure ou le résidu 476 se trdams le canal d’accés du solvant au site
actif, cet effet pourrait étre lié a une vitessespbu moins grande d’accés des protons au site
actif.

* Le remplacement de Phe476 par une histidine negehane trés peu les constantes
cinétiques d’hydroxylation de I'acide tiéniliqueifble augmentation a la fois de la Km et de
la kcat et kcat/Km identique), ce qui pourrait stigg que l'interaction de type1t mise en
évidence entre ce substrat aromatique et Phe4@8 senservé avec His476. Ceci n'est par
contre pas vrai dans le cas de I'hydroxylation étlofEnac pour laquelle on constate une
augmentation de Km importantes)).

* Le remplacement de Phe476 par un tryptophane corduine forte diminution de
I'efficacité catalytique de I'enzyme pour les desubstrats étudiés., vraisemblablement a
cause de I'encombrement plus important du nouvésidu. On note aussi une tres forte chute
de l'activité catalytique apres remplacement dedPBepar des acides aminés chargés (R ou
E).
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* Enfin, tous les mutants obtenus présentent réggosélectivité d’hydroxylation du
diclofénac trés modifiee, intermédiaire entre celledu CYP2C9 (4’-hydroxylation
presque exclusive) et celle du CYP2C8 (5-hydroxylah |égerement majoritaire). Ces
résultats mettent clairement en évidence le r@edal résidu Phe476 dans le positionnement
du diclofénac dans le site actif, qui conduit a ymésentation quasi exclusive du noyau
dichloro-phényl a I'espece active. A cet égardfailt noter que les mutants a résidu 476
aromatique, F476W et F476H sont ceux qui favorisemius I'hydroxylation en 4’ (aprés le
CYP2C9). Par contre, ceux qui possedent un réslghnatique, FA476A et F476l, se
rapprochent le plus du CYP2C8, qui posséde lui-mé@negisoleucine en 476.

Ces résultats, qui soulignent I'importance de larpfalanine 476 dans la reconnaissance
et 'hydroxylation de substrats aromatiques paC¥P2C9, sont en accord avec les résultats
récents sur les structures RX du complexe CYP2Clfdénac (Wester et al., 2003b) et du
complexe CYP2C9-warfarine (Williams et al., 2003).
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Annexe E : Bilan des mutations ayant un effet notable surds
propriétés catalytigues du CYP2C9

SRS | Région du | Mutations Effets Réle possible du
CYP2C9 [ref.] résidu muté
1 |Boucle B-C |R97A[2] |4'-hydroxylation du diclofénac : K13 Role structural,
A proximité stabilisation de
de I'héme R97F [3] | mutant quasi-inactif, modifications structurales 'héme ?
observées en dichroisme circulaire
R97H [3] |4'-hydroxylation du diclofénac : K45, kcat/2,5
activités de 7-hydroxylation de la (S)-warfarinadet
1-hydroxylation du pyréne tres réduites (<98%).
Instabilité thermique
1 |Boucle B-C, |R108A [2] | Activité de 4’-hydroxylation du diclofénac inférie| Interaction ionique
Entrée du a 1% de la kcat du CYP2CO9. avec les substrats

canal d’acces
des substrats

R108F [3]

R108H [3]

Perte quasi-totale d’activité d’hydroxylation
diclofénac (susbtrat anionique), la (S)-warfa

(substrat a fonction polaire), conservation de 86

I'activité d’hydroxylation du pyrene substrat apoda
Mutant peu actif : perte d’activité >80% quel quét
le substrat. Activité d’hydroxylation du pyrene
moins 5 fois plus élevée que I'hydroxylation
diclofénac et de la warfarine.

Spectre d’absorption inhabituel du P450 & I'état

type Il (imidazole de I'histidine ligand de I'héme)

du
ine

S
au
du

e

Boucle B-C
(site actif)

V113L [4]

Mutant inactif vis-a-vis de la (S)-warafarine (effenteraction

stérique), activité d’hydroxylation de I'acide laue
peu modifiée

hydrophobe +
réle stérique

Boucle B-C
(site actif)

F114L [4]

F114I [5]

Modification des profils métaboliques de la
warfarine et de I'acide arachidonique.
Augmentation importante des Km ou Ki de liga

aromatiques ( 7-hydroxylation de la (S)-warfarine :

Kmx13, kcat/4, 4’-hydroxylation du diclofénac :
Km x 10, sulfaphénazole : Ki100)

pas deffet sur les constantes cinétiq
d’hydroxylation de I'acide laurique, un substrainn
aromatique.

Hydroxylation des subtrats aromatiques tres afég
par la mutation (tres faible activité de 5-hydra@tidn
de I'acide tiénilique, diclofénac non métabolisé)
Sulfaphénazole : K&00

dérivé du sulfaphénazole (phényle-pyrazole rendplac

par cyclohexyle-pyrazole) : Ks/75

S)

nds

T-stacking avec le
usyaux
caromatiques des
substrats

cté

)

Fin de I'hélice
F

L208V [1]

4’-hydroxylation du diclofénac : kcat / 25
5-hydroxylation de I'acide tiénilique : activité/5

Interactions
membranaires de

- |Boucle F-G |S210T [1] | 4-hydroxylation du diclofénac : kcat / 22 surface, transfert
5-hydroxylation de I'acide tiénilique : activité/4 des protons
- | Hélice G’ S220P [1] | 4'-hydroxylation du diclofénac : kcat / 10 Interaction avec |
réductase
- | Hélice G K241E [1] | 5-hydroxylation de I'acide tiénilique : K30 Reconnaissance
4-hydroxylation du diclofénac : Km#, kcat / 6 des substrats
directe ou via des
molécules d’eau
- | Hélice G R244C [6] | Diminution des kcat dépendante du rapport R4&@raction avec |

réductase/P450

réductase

213




Hélice | S286N [1] | 5-hydroxylation de I'acide tiénilique : Kn20 ?
Entrée canal 4-hydroxylation du diclofénac :Km0, kcat / 2
d’accées des
substrats
Heélice | E288V [1] |[Pas deffet sur les constantes cinétiques
Entrée candl d’hydroxylation de I'acide tiénilique.
substrats Inhibition par excés de substrat avec le diclofénac
Hélice | N289I [1] |5-hydroxylation de I'acide tiénilique : Kr20, kcat/4 | ?
Entrée cangl 4-hydroxylation du diclofénac: Kw10, kcat/5
d'acces des (comme kcat CYP2C19)
substrats (N289I, | 5-hydroxylation de I'acide tiénilique : Kr30, kcat/3
S286N) 4’-hydroxylation du diclofénac : Kn8, kcat/2 .
(N289L, |5 hydroxylation de I'acide tiénilique : Knd0, kcat/o | S€lection des
E288V, | 4 hydroxylation du diclofénac : K2, kcat/30 substrats au nivegu
S286N) triple mutant a propriétés catalytiques procheealles du canal d'acces
du CYP2C19 pour les deux substrats
Hélice | D293E Peu d’effets Réle structural +
(site actif) D293A 1’-hydroxylation du tolbutamide (fonction polaireg)stabilisation des
[7] Kmx5, kcat/11 fonctions polaires
4’-hydroxylation du diclofénac (anionique) : keh0,| des substrats
kcat/530 (par liaisons
O-déméthylation du dextrometorphan (N basiquéyérogenes)
Kmx3, kcat/60
D293N oul Mauvaise incorporation de 'héme
D293Q [7]
Fin de I'nélice I359L 7-hydroxylation de la (S)-warafarine : k8, kcat/3 | positionnement
K (site actif) |[8][9] 4'-hydroxylation du diclofénac : Kw6, kcat/1,5 relatif de la boucle
4’-hydroxylation du flurbiprofen : Km 6, kcat/2 par rapport a
4'-hydroxylation du cyclophosphamide : K3 hélice I.
I359T [10] | 4-hydroxylation du diclofénac : kcat/2,4 Influence indirecte
sur la fixation des
substrats
Boucle 360- | D360E 7-hydroxylation de la (S)-warfarine : Kth2 ?
367 [11] 4-hydroxylation du diclofénac : Kwb
1-hydroxylation de I'acide laurique : Kx8, kcat/4
Boucle L362A 4’-hydroxylation du diclofénac : Kw8, kcat/3 Interaction
360-367 [12] hydrophobe avec
(site actif) L362] 4’-hydroxylation du diclofénac : comme le CYP2C9les substrats
[12] [1]
Boucle S365A Pas d'inactivation suicide par I'acide tiéniligu&T() | Fixation covalente
(site actif) S365G [5] du métabolite
électrophile de
AT
Boucle F476l1 [5] |5-hydroxylation de I'acide tiénilique : Kr® et kcax9 | n-stacking avec lels
C-terminale 4-hydroxylation diclofénac : K4, kcak2 noyaux
(site actif) 5-hydroxylation du diclofénac : Km proche de ce#ieomatiques — des
du CYP2C8, kcat élevée substrats
Changement de régiosélectivité d’hydroxylation|du
diclofénac: Km type 2C8 pour ce substrat, kcat

beaucoup plus élevées

Sulfaphénazole : Kx 37

suivants :

Tableau 50 : Liste des mutations ayant un effet not
Les variants alléliques sont indiqués en italique.

able sur les propriétés catalyti
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gues du CYP2C9.

Les références sont indiquées par les numéros
[1] mutants 2C9/2C19, collaboration UMR8601/JA. Goldstein (résultats non publiés) [2] Ridderstrom,
2000 #117] [3] (Dickmann et al., 2003) [4] (Haining et al., 1999) [5] (Melet et al., 2003) [6] (Crespi and Miller, 1997)
[7] (Flanagan et al., 2003) [8] (Yamazaki et al., 1998) [9] (Chang et al., 1997) [10] (leiri et al., 2000) [11] (Dickmann



et al., 2001) [12] (Afzelius et al., 2001). Les régions du CYP2C9 ont été déterminées a partir de la structure RX de
I'enzyme (Williams et al., 2003).
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Annexe F : Etude de chimeres 2C8/2C9

Malgré 89,4% d’homologie de séquence protéiqueCléR2C8 et CYP2C9 ont chacun
des substrats spécifiques. Pour identifier lesédifices de séquences responsables des

spécificités du CYP2C8, nous avons entrepris lastraation de deux types de chiméres
2C8/2C9.

1) des chimeres CYP2C9/2C8 afin d'identifier les régianinimales qui conferent une
activité de type CYP2C8 au CYP2C9.
2) des chiméres inverses CYP2C8/2C9 (dans lesquelleSRE du CYP2C8 est remplacé

par le SRS correspondant du CYP2C9) afin de détemies zones importantes pour
I'activité de I'enzyme.

F.1 Construction et expression des chimeres CYP2C8/CYE®

Pour construire des chimeres CYP 2C8/2C9 nous savois a profit I'efficacité du
systéme de recombinaison & cerevisiaeet sa capacité a faire de la recombinaison

homologue (entre zones identiques) et homéologn&e(ezones non identiques de forte
homologie de séquence).

Xhol Ncol Th111-1 (2C8)
Sall EcoNI BamHI Sphl Sstll ou Kspl
V 300 pt ¥ 6004 200 ¢ 1200 pl {
2C8 1] (21 [3] 2] (51 5]
2C9 11 Z1 =1 21 51 5]
A 11 21 =1 2] = |
B 1] 21 3] 4] 51 ]
C T 21 321 2] (51 (6]
D CI] 21 3] 2] E5 1] &1

Figure 76: Représentation schématigue des séquence s des chimeéres
CYP2C8/CYP2C9. Les sites de restriction uniques pré sents le long des séquences du
CYP2C8 et CYP2C9 sont indiqués par des fleches. Les SRS prédits par Gotoh sont
indiqués par des numéros de 1 & 6. Chimére A= 2C9/2 C8 ' Chimére B= 2C9/2C8 %,
Chimére C= 2C9/2C8 10838849 chimare D= 2C8/2C9 ****': pb : paire de bases.

Quatre chiméres (Figure 76) ont été construites@mant le méme protocole. Deux
fragments d’ADN sont obtenus par digestion enzyquati des plasmides p2C9DP60 et
p2C8DP60 suivie d’'une purification sur gel Low Med. Ces fragments sont ensuite co-
transformés dans la souche de levure W(N), quickfée la recombinaison. L'ADN des
transformants est alors analysé par restrictioesapassage dams coli, puis séquenceé et
exprimé dans la souche W(R). W(N) a une meillediieazité de recombinaison que W(R)
c’est pourguoi nous avons choisi cette souche jaoconstruction des ADN chimériques.
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Les chimeres A et B ont été préparées en mélantgsaADN suivants (cf. Figure 77) :
* Le plasmide p2C9DP60 a été digéré par Xhol et Ecallbl coupe dans le promoteur
GAL10-CYC1 en position =400 et EcoN1 en +453 du .2C8 plus gros fragment a été
purifié sur gel Low Melting.
* Le plasmide p2C8DP60 a été digéré par Ncol qui eamrpamont du promoteur GAL10-
CYCL1 et au milieu du 2C8 en position +631. Le giast fragment a été isolé.
La recombinaison a eu lieu au niveau du promotedlXB-CYC1l dans des zones
d’homologie et entre les positions 450 et 631 dUPEE8 et du CYP2C9, dans des zones de
forte homologie.

La chimére C a été construite par recombinaisdream fragment de CYP2C8 et un
fragment de CYP2C9 obtenus de la fagon suivante :
* Le plasmide p2C9DP60 a été digeré par EcoRI qupeda plasmide en +1474 et
+10724. Le plus petit fragment a été purifié sur.gsv Melting
* Le plasmide p2C8DP60 a été digéré par EcoNI et TH11EcoNI coupe en +453 et
Th111-1 en +1078. Le plus gros fragment a été igupifis co-transformé dans W(N) avec le
fragment (-7, +1474) de p2C9DP60.

Enfin, en voulant construire une chimere (SRS1/38%$2 a SRS5 2C8/ SRS1 2C9), nous
avons obtenu la chimere D. Le plasmide p2C8DPaé digéré par Agel qui coupe en +1090
et +10220. Le p2C9DP60 a été digéré par EcoNI (345Bsu36l (+778). Le fragment (—
511, +1090) de p2C8DP60 et le gros fragment de PBEO compris entre les positions
(+778, +453) ont été recombinés dans W(N).

Ces chiméres, une fois construites, ont été exjmamdans W(R). Les caractéristiques
des différentes préparations microsomales soneptéss ci-dessous.

CYP P450 Activité réductase [réductase]/[P450]
(pmol/mg) nmol cyt.c réduit/min/mg prot.
2C8 60+ 3C 800+ 30C 1,8
2C9 40+ 15 510+ 130 1,7
A 47 900 2,6
B 51 890 2,3
C 8 318 5
D 81 600 1

Tableau 51 : Caractérisation biochimique des micros  omes de levure contenant le
CYP2C8, le CYP2C9 et les chimeres A, B, C et D: qu antité de P450, activité réductase
et rapport molaire réductase/P450. Les valeurs indiquées pour les CYP2C8 et CYP2C9
sont les moyennes # I'écart type de trois mesures effectuées sur différentes préparations
microsomales. Les valeurs indiquées pour les chiméres correspondent aux moyennes de
deux mesures réalisées sur une méme préparation, les variations entre les deux mesures
étant inférieures a 10%.

Les microsomes correspondant aux chiméres A, B ebtDune quantité de P450 et une
activité réductase comparables aux valeurs obsempéar les préparations de CYP2C8 et
CYP2C9 sauvages (Tableau 51). Le remplacement B&s1Set 6 du CYP2C9 par ceux du
CYP2C8 (chimere C) affecte le niveau d’ expressanP450. Toutefois, le rapport molaire
réductase/P450 de 5 indique que cette chimérefisaument de réductase pour assurer son
fonctionnement catalytique.
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p2C9DP60

.

Xho1 EcoN1 : »
Chimére A ‘
purification =S
| 1 540 1470
g (T |
. : = recombinaison
Ncol
purification Chimére B
Ncol -1 — . III]'"[!J!L()
|
Ncol—— -
pZCSDPQO

[ promoteur Gal10/Cycl Nl cypaco

CYP 2C8

[l

terminateur PGK

Figure 77 : Construction des chiméres A et B par re  combinaison homologue dans la

levure W(N).
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F.2 Propriétés catalytigues des différentes chiméres

CYP | 6a-hydroxylation | 5-hydroxylation de la| Hydroxylation du dicloféenac 1 mM
du taxol 50 uM fluvastatine 100 pM 4'0OH 50H

2C8 7,4+0,8 4,7+ 0,5 0,45+ 0,05 1,1+ 0,1
2C9 nd <0,1 53+ 10 <0,1

A nd nd nd 1+0,1

B nd nd nd 0,04+ 0,01

C nd 0,45+ 0, 05 nd 0,5£0,1

D nd 3+0,5 0,8+ 0,1 2,1+ 0,1

Tableau 52 : Activités d’hydroxylation du taxol 50 UM, de la fluvastatine 100 uM et du
diclofénac 1 mM par le CYP2CS8 et les chiméres A, B, C, D. Les activités sont exprimés en
min™ (moyennes # I'écart type sur trois mesures); nd : métabolite non détecté.

CYP 4’-hydroxylation du diclofénac 5-hydroxylation du diclofénac
Km (uM) kcat (min %) Km(uM) kcat (min %)
2C8 109+ 3 0,9+ 0,1 83t 11 3,2£0,4
2C9 155 53+ 10 - <0,1
A nd nd 665% 58 1,7+0,1
D 251+ 34 1+ 0,1 177+ 17 2,5+0,1

Tableau 53 : Constantes cinétiques d’hydroxylation du diclofénac par le CYP2CS8 et les
chimeres A et C (moyennes #I'écart type sur trois mesures);nd : métabolite non détecté.

Les propriétés catalytigues des chiméres ont étdacées a celles des enzymes sauvages
CYP2C8 et CYP2C9, en mesurant trois activités :
* La 4'- et la 5-hydroxylation du diclofénac, substtc@ammun aux CYP2C8 et CYP2C9
mais meétabolisé par ces deux enzymes avec deséggitvités distinctes (cf. Introduction
1.D.5)
* La 6a-hydroxylation du taxol et la 5-hydroxylation de flavastatine, spécifiques du
CYypP2cCs.

Ces activites ont été mesurées a une seule coatientren substrat, tres largement
supérieure a la Km (Tableau 52). Les constantaxiqires d’hydroxylation du diclofénac ont
été mesurées lorsque l'activité de la chimere étdftsante et sont présentées dans le tableau
Tableau 53.

La chimere C est peu exprimée et de plus peu aetiwers les trois substrats testés. Les
résultats concernant cette chimere sont donc adpreavec précaution. Sa faible activité
pourrait ttmoigner d’une désorganisation struceueslnon du réle d’éventuels résidus dans la
reconnaissance de substrats.

Hydroxylation du diclofénac :

La substitution des résidus 360-431 du CYP2C8 gmuanit les résidus 360-370 du SRS5)
par ceux du CYP2C9 (chimére D) a peu d’effet shydroxylation du diclofénac par cette
enzyme. Les Km de 4’ et 5-hydroxylations sont npliies par deux par rapport au CYP2C8
sauvage alors que les kcat ne sont pas modifi€aprd3 ces résultaties résidus 360-370
du SRS5 jouent vraisemblablement un réle mineur dasla reconnaissance régiosélective
du diclofénac par le CYP2C8
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L’oxydation du diclofénac par les chimeres A, B,c@nduit a la formation d’'un seul
métabolite détectable dans nos conditions d’analyse 5-hydroxydiclofénac.Le
remplacement des résidus N-terminaux 1-180 du CYPZC(incluant le SRS1) par ceux
du CYP2C8 fait perdre la spécificité de 4’-hydroxyation au CYP2C9 (chimére A). La
chimere A posséde alors une efficacité catalytidqaes-hydroxylation 20 fois inférieure a
celle du CYP2CS8 et n’a aucune activité 4’-hydroggalétectable. Ce résultat va dans le sens
de nos expériences de mutagenése sur le CYP2Gthgoiontré le rble capital du résidu 114
du SRS1 dans la spécificité de substrats de cstforme. (Melet et al., 2003). Les
substitutions cumulées des SRS1 et SRS2 du CYP2C®@eas conséquences encore plus
drastiques puisque la chimére B n’a quasiment glastivité d’hydroxylation du diclofénac.
Enfin, la chimére C est également moins activelgushimere A : les substitutions cumulées
des SRS1 et SRS6 accentuent la perte d’activitboRylhse vis-a-vis de ce substrat.

5-hydroxylation de la fluvastatine :

La substitution de la partie N-terminale du CYP2C9par la partie N-terminale du
CYP2C8 ne suffit pas a conférer une activité¢ de Syldroxylation de la fluvastatine
(chimeres A et B). Par contre, une Iégére actiwtdroxylase est observée avec la chimere C
(comprenant les SRS1 et SRS6 du CYP2C8)partie C-terminale du CYP2C8 pourrait
donc jouer un réle dans la reconnaissance et 'oxwtion de ce substrat Notre étude de
mutagenese sur le CYP2C8 montre que les mutantSREE6, K474N et 1476F, ont des
efficacités catalytiques divisées par 3 (surtoutaase d’'une diminution de kcat) ce qui
conforte notre hypothése (cf. 11.B.7). Enfin, laimére D (2C8/2C¥°**) conserve 65% de
I'activité 5-hydroxylase du CYP2C8&es résidus 360-370 du SRS5 du CYP2C8 ne semble
donc pas jouer un rdéle majeur pour I'’hydroxylation de ce substrat

6a-hydroxylation du taxal

Aucune chimere ne métabolise le taxol dans nos catidns d’analyse Les parties N-
terminale (SRS1 et SRS2 inclus) ou C-terminale @R$lus) du CYP2C8 ne sont pas
suffisantes pour conférer une activité hydroxyldiseéaxol aux chiméres A, B ou C.

La substitution des résidus 360-431 du CYP2C8 marxodu CYP2C9 (chimere D)
supprime I'activité hydroxylase du taxol alors dee activités hydroxylases de la fluvastatine
et du diclofénac sont en grande partie conserv@erains résidus de cette région 360-431
pourraient donc jouer un réle important dans lameaissance du taxol par le CYP2C8. 11
acides aminés different entre le CYP2CS8 et le CY®PREns cette partie de séquence (cf.
Tableau 54). Parmi ces résidus figurent trois ac@®inés du SRS5 (362, 365 et 366) qui
sont des cibles potentielles pour une étude deganése. Ridderstorm et al ont identifié les
acides aminés 362 et 366 comme résidus importansia sélectivité du CYP2C8, par une
analyse GRID/CPCA de modéles de CYP2C humains @retiddm et al., 2001 ette étude
conforte I'hypothése d'un réle des résidus 36268 8ans la reconnaissance du taxol par le
CYP2CS8.

N°résidu | 362 | 365| 366 372 39( 398 405 410 415 416 3 42

CYP2C8 | Vval Gly | Vval Thr | Leu| Asp| Asn| Gly| Lys| Asn Asf

CYP2C9 | Leu Ser| Leu| Cys| Senn Asn Gl Hs Glu Gly Glu

Tableau 54 : Liste des résidus qui different entre le CYP2C8 et le CYP2C9 dans la
partie de séquence 360-431.

Ces données sur 4 chimeres CYP2C8/CYP2C9 nous ftentné’énoncer les conclusions
suivantes :
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La partie 360-431 du CYP2CS8, qui inclut les résida8-370 du SRS5, semble nécessaire
a la reconnaissance du taxol alors qu’elle paraitement moins essentielle pour
I’hydroxylation de la fluvastatine ou du diclofénac

La reconnaissance spécifiqgue du taxol semble péigiement sensible a des
changements de séquence du CYP2C8. Ainsi, aucumerehne métabolise ce substrat.
Le volumineux taxol établit certainement des intdoas multiples au sein du site actif,
impliquant plusieurs voire tous les SRS.

Les chimeres A et C different dans leur partie ateale. La chimére A n’'a pas
d’activité 5-hydroxylase de la fluvastatine aloteda chimere C est faiblement active. La
partie C-terminale du SRS6 pourrait donc jouer ote rdans la reconnaissance et
I'oxydation de la fluvastatine.

Pour avoir des informations plus conséquentesyraiafallu poursuivre cette étude sur

davantage de chimeres et construire éventuelledemntnutants de chiméres. Cela demande
du temps et les résultats ne sont pas garantisffeinles chiméres que nous avons obtenues
sont globalement peu actives ou faiblement exprifabanére C). De plus, les données sur
des chimeres peuvent étre difficiles a interprégerplusieurs résidus sont modifiés en méme
temps et seul un phénoméne global est observable.

Fin 2001, nous disposions d’un modéle de CYP2CSteoih au laboratoire par Cristina
Marques qui nous permettait de cibler des résidusi&r. Nous avons alors décidé d’arréter
prématurément ces expeériences pour privilegigutie de mutants ponctuels.
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